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RESUMEN

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos producidos por
microorganismos que han captado una creciente atencidon en las ultimas
décadas debido a su versatilidad y compatibilidad con el medio ambiente.
Estos compuestos naturales destacan por su capacidad para reducir la tension
superficial, lo que hace de ellos agentes valiosos para abordar desafios de
sostenibilidad en diversos sectores, como la biorremediacion, facilitando la
movilizacion y biodegradacion de hidrocarburos, contribuyendo asi a la
limpieza de ambientes contaminados de manera mas eficiente. En este
contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo analizar la capacidad de
produccion de biosurfactantes de Pseudomonas aeruginosa cultivada con

diferentes fuentes de carbono adicionales: aceite de oliva, glicerol y diésel.

Para ello, se evalu6 el crecimiento bacteriano en los diferentes medios de
cultivo mediante mediciones de absorbancia y conteo de unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL), donde el aceite de oliva proporcioné el
crecimiento mas rapido alcanzando una absorbancia maxima de 1.576 y la
mayor densidad celular final (6.39E+12 UFC/mL), seguido por el glicerol (1.458
Absy 3.98E+12 UFC/mL) y el diésel (1.405 Abs y 3.17E+12 UFC/mL).

Por otro lado, los datos obtenidos de biomasa (UFC/mL) se modelaron
utilizando la funcion logistica y se obtuvieron parametros de crecimiento
revelando que el medio con glicerol mostré la tasa de crecimiento especifica
mas alta (1.317 h) y el tiempo de duplicacién mas corto (0.759 horas). El
aceite de oliva proporciond la mayor densidad celular final (6.39E+12
UFC/mL), mientras que el diésel presentd la tasa de crecimiento mas baja
(0.6059 h1).

Se obtuvo el metabolito con potencial biosurfactante presente en el medio de
cultivo por centrifugacion y decantacién. Se logré un rendimiento del 95% en
la recuperacion del sobrenadante con potencial biosurfactante. La capacidad
biosurfactante mediante el método de dispersion de aceite, confirmando

cualitativamente la presencia de moléculas con propiedades biosurfactantes



en todos los medios, siendo mas evidente en el medio suplementado con

aceite de oliva.

En conjunto, los resultados de esta investigacion indican que Pseudomonas
aeruginosa es capaz de producir biosurfactantes y el cultivo con fuentes de
carbono suplementarias es una estrategia efectiva para potenciar la
produccion de los mismos. Estos hallazgos tienen importantes implicaciones
para el desarrollo de procesos de produccidon mas eficiente y sostenibles de
estos compuestos de interés biotecnoldgico. Asimismo, esta investigacion abre
la puerta a futuros estudios en el ambito de la biotecnologia y la sostenibilidad
ambiental dentro de la Universidad Nacional de Ingenieria. Al establecer un
precedente en la deteccion y produccién de biosurfactantes, esta investigacion
proporciona la base para que las proximas generaciones de estudiantes
continlen explorando y avanzando en la ciencia e innovacion dentro de nuestra

universidad.



ABSTRACT

Biosurfactants are amphiphilic compounds produced by microorganisms that
have garnered increasing attention in recent decades due to their versatility and
environmental compatibility. These natural compounds stand out for their ability
to reduce surface tension, making them valuable agents for addressing
sustainability challenges in various sectors, such as bioremediation, by
facilitating the mobilization and biodegradation of hydrocarbons, thus
contributing to the efficient cleaning of contaminated environments. In this
context, the present research aimed to analyze the biosurfactant production
capacity of Pseudomonas aeruginosa cultivated with different additional carbon

sources: olive oil, glycerol, and diesel.

For this purpose, bacterial growth in the different culture media was evaluated
by measuring absorbance and counting colony-forming units per milliliter
(CFU/mL), where olive oil provided the fastest growth, reaching a maximum
absorbance of 1.576 and the highest final cell density (6.39E+12 CFU/mL),
followed by glycerol (1.458 Abs and 3.98E+12 CFU/mL) and diesel (1.405 Abs
and 3.17E+12 CFU/mL).

Moreover, the biomass data (CFU/mL) were modeled using the logistic
function, and growth parameters revealed that the glycerol medium showed the
highest specific growth rate (1.317 h') and the shortest doubling time (0.759
hours). Olive oil provided the highest final cell density (6.39E+12 CFU/mL),
while diesel exhibited the lowest growth rate (0.6059 h-1).

The metabolite with biosurfactant potential present in the culture medium was
obtained by centrifugation and decantation. A 95% recovery yield of the
supernatant with biosurfactant potential was achieved. The biosurfactant
capacity was determined using the oil dispersion method, qualitatively
confirming the presence of molecules with biosurfactant properties in all media,

being more evident in the medium supplemented with olive oil.

Overall, the results of this research indicate that *Pseudomonas aeruginosa* is
capable of producing biosurfactants, and cultivation with supplementary carbon

sources is an effective strategy to enhance their production. These findings

Vi



have significant implications for the development of more efficient and
sustainable production processes for these biotechnologically important
compounds. Furthermore, this research opens the door to future studies in the
field of biotechnology and environmental sustainability at the National
University of Engineering. By establishing a precedent in the detection and
production of biosurfactants, this research provides a foundation for future
generations of students to continue exploring and advancing science and

innovation within our university.
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Introduccidén

En un contexto global donde la sostenibilidad ambiental se ha convertido en
una prioridad urgente, la busqueda de alternativas ecoldgicas a los productos
guimicos convencionales ha ganado importancia. Los biosurfactantes,
compuestos producidos por microorganismos como bacterias, hongos y
levaduras, han emergido como una prometedora solucién a los desafios de
biorremediacion, recuperacion de petrdleo, formulacion de productos

farmacéuticos y alimentos (Ugaz-Hoyos et al., 2020).

El hecho que los surfactantes sintéticos son derivados del petréleo y el
consumo de este aumento un 2.4% en 2023 (Enerdata, 2024), subraya la
necesidad de transicionar hacia alternativas mas sostenibles. Los
biosurfactantes ofrecen ventajas significativas sobre sus contrapartes
sintéticas, incluyendo menor toxicidad, mayor biodegradabilidad y mejor
compatibilidad ambiental (Mounira y Abdelhadi, 2015). Estas caracteristicas
los posicionan como candidatos ideales para reemplazar los surfactantes

convencionales en diversas aplicaciones industriales y ambientales.

Nicaragua, con su rica biodiversidad y posicidn geoestratégica, presenta un
escenario ideal para la exploracion y desarrollo de estas biotecnologias
sostenibles. A pesar de los desafios ambientales y econdmicos que enfrenta,
el pais alberga una diversidad de microorganismos con el potencial de
contribuir significativamente al campo de la biotecnologia, especialmente en la
produccion de compuestos con aplicaciones industriales y ambientales
(Delgado et al., 2019).

La investigacién internacional en el campo de los biosurfactantes ha avanzado
considerablemente, explorando la diversidad de microorganismos productores,
los mecanismos de produccion y las aplicaciones potenciales de estos
compuestos. Estudios recientes han demostrado resultados prometedores: Al-
Dhabi et al. (2020) aislaron la cepa Bacillus subtilis Al-Dhabi-130 de
sedimentos marinos contaminados con petrdleo, logrando una produccién

Optima de biosurfactantes en 72 horas utilizando melaza de datil como sustrato.



Esta cepa demostr6 una alta capacidad para degradar petréleo crudo,
eliminando mas del 95% en 14 dias.

Abdulsalam et al. (2017) compararon la produccion de biosurfactantes entre
Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa, utilizando aceite de motor y diésel
como sustratos respectivamente. P. aeruginosa alcanz6 la mayor
concentracion de biosurfactante (0,0106 mg/ml) a las 144 horas. EI-Sheshtawy
y Doheim (2014) evaluaron el potencial de produccion de biosurfactantes de P.
aeruginosa y B. subtilis usando glucosa y n-hexadecano como sustratos. P.
aeruginosa mostré un mejor desempefio, produciendo ramnolipidos que

redujeron la tensién superficial del agua de 72 a 32 mN/m.

Estos estudios han demostrado la efectividad de bacterias como
Pseudomonas aeruginosa en la produccién de biosurfactantes utilizando
diversas fuentes de carbono. Sin embargo, en Nicaragua, la investigacion en
este campo aun es limitada, lo que destaca la importancia de explorar la
capacidad de los microorganismos nativos para la produccion de

biosurfactantes.

En este contexto, la presente investigacion se enfoca en analizar la capacidad
de produccion de biosurfactantes de la cepa de Pseudomonas aeruginosa,
conservada en el laboratorio de biotecnologia de UNI-PIENSA, cuando es
cultivada con diferentes fuentes de carbono, incluyendo aceite de oliva, glicerol
y diésel. El objetivo principal es identificar las condiciones 6ptimas que
favorecen la produccién de biosurfactantes, obteniendo metabolitos con
potencial para aplicaciones industriales y ambientales. Para ello, se empleo el
meétodo de dispersion de aceite, un procedimiento confiable para evaluar la

eficiencia de los biosurfactantes en la reduccion de la tension superficial.

La relevancia de esta investigacion radica en su potencial para contribuir al
desarrollo de soluciones sostenibles en la biotecnologia, brindando alternativas
practicas para la industria biotecnoldgica y ambiental en Nicaragua. Ademas,
se espera que los resultados obtenidos sirvan como base para futuras
investigaciones y aplicaciones, apoyando el avance del conocimiento cientifico
en el pais y ofreciendo soluciones innovadoras para los desafios ambientales

actuales.



Il. Objetivos

2.1. Objetivo general

e Analizar la capacidad de produccion de biosurfactantes de Pseudomonas
aeruginosa cultivada con diferentes fuentes de carbono.

2.2. Objetivos especificos

e Examinar el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en diferentes fuentes
de carbono.

e Obtener metabolito con potencial biosurfactante a partir de Pseudomonas
aeruginosa.

e Estimar la capacidad biosurfactante del metabolito obtenido por

Pseudomonas aeruginosa, mediante el método de dispersion de aceite.



. Marco teérico

A continuacién, se presentan y explican los conceptos fundamentales para
comprender a profundidad esta investigacion:

3.1. Biosurfactantes
Los biosurfactantes (BS) son compuestos bioldgicos anfifilicos, es decir que se
componen de dos lados: uno hidrofébico y el otro hidrofilico, producidos
extracelularmente o como parte de las membranas celulares por una variedad
de levaduras, bacterias y hongos filamentosos a partir de diversas sustancias
como azucares, aceites y residuos. Son capaces de disminuir la tensién
superficial, la tension interfacial y formar microemulsiones para permitir la

mezcla de dos soluciones inmiscibles (Jamal et al., 2012; Sharma et al., 2014).

Esto quiere decir que, al reducir la tensién superficial, los biosurfactantes
permiten que el liguido se extienda y moje superficies mas faciimente,
asimismo, al reducir la tension interfacial los BS permiten que liquidos
inmiscibles, como el agua y el aceite, se mezclen facilmente. Por ultimo, la
formacién de microemulsiones permite la mezcla homogénea y estable de

estos liquidos.

3.1.1. Tipos de biosurfactantes
Existen diferentes tipos de biosurfactantes que pueden ser producidos por
microorganismos. La clasificacion de los biosurfactantes se basa en su origen
microbiano y su composicion quimica. Segun Mulligan y Gibbs (2004), se han
identificado varios tipos principales de biosurfactantes y sus respectivos

microorganismos productores, los cuales resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Tipos y origen microbiano de biosurfactantes (Fuente: Mulligan
y Gibbs, 2004).

Tipos de surfactantes Microorganismos

Lipidos de trehalosa Arthrobacter paraffineus,
Corynebacterium spp.,
Mycobacterium spp., Rhodococcus

erythropolis




Ramnolipidos

Lipidos de soforosa

Lipidos de glucosa, fructosa,
sacarosa

Lipidos de celobiosa

Lipidos de poliol

Diglicéridos diglicosilados

Lipopolisacaridos
Lipopéptidos
Surfactina

Viscosina

Péptidos de ornitina y lisina

Fosfolipidos

Sulfonolipidos

Acidos grasos (acidos

corinomicolicos, etc.)

Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp.

Candida apicola, Candida
bombicola, Candida lipolytica,
Candida bogoriensis

Arthrobacter sp., Corynebacterium

sp., R. erythropolis

Ustilago maydis

Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
graminis

Lactobacillus fermentii

Acinetobacter calcoaceticus (RAG1),

Pseudomonas sp., Candida lipolytica

Arthrobacter sp., Bacillus pumilis,
Bacillus licheniformis

Bacillus subtilis

Pseudomonas fluorescens
Thiobacillus thiooxidans,
Streptomyces sioyaensis,

Gluconobacter cerinus

Acinetobacter sp.

T. thiooxidans, Corynebacterium
alkanolyticum

Capnocytophaga sp., Penicillium
spiculisporum, Corynebacterium
lepus, Arthrobacter paraffineus,
Talaromyces trachyspermus,

Nocardia erythropolis

Como se observa en la Tabla 1, Pseudomonas aeruginosa es capaz de
producir biosurfactante del tipo ramnolipidos, los cuales son el tipo mas comun

y se han estudiado ampliamente por sus aplicaciones biotecnoldgicas. Estos



biosurfactantes se producen principalmente durante la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano y se encuentran en el medio extracelular, lo que los

hace accesibles para diversas aplicaciones industriales y ambientales.

3.1.2. Produccion de biosurfactantes asociada al crecimiento
En la produccion de biosurfactantes asociada al crecimiento, existe una
estrecha relacion entre el sustrato, el crecimiento y la produccion de
biosurfactante. Mas especificamente, la produccion de ramnolipidos es
influenciada por diversos factores, como la disponibilidad de fuentes de
carbono, el pH, la temperatura, y las condiciones de agitacion durante el cultivo
(Tejeda, 2012). En consecuencia, la composicion del medio de cultivo,
incluyendo las fuentes de carbono, desempefia un papel fundamental en la
influencia sobre el crecimiento de las células y la acumulacién de productos
metabdlicos (Gibson et al., 2018), esto permite lograr una produccion eficiente

de estos compuestos de interés tecnoldgico.

e Efecto de lafuente de carbono en la produccion de biosurfactantes
La fuente de carbono desempefia un papel crucial en la regulacion de la
sintesis de biosurfactantes, pudiendo estimular o inhibir su produccion. La
incorporacion de sustratos no solubles en agua conduce a la estimulacion de
la biosintesis de estos compuestos. Por ejemplo, en la produccion de
ramnolipidos, se observa que el uso de sustratos solubles en agua, como
glicerol, glucosa, manitol y etanol, resulta en una produccion menor de
biosurfactantes en comparacién con el uso de sustratos no solubles en agua,
como los n-alcanos y otros tipos de hidrocarburos. Esto destaca la importancia
de seleccionar adecuadamente la fuente de carbono para optimizar la
produccién de biosurfactantes en un proceso determinado (Barrionuevo,
2017).

3.1.3. Obtencién de metabolito extracelular con potencial
biosurfactante

Los biosurfactantes son metabolitos extracelulares secretados por las células

microbianas al medio ambiente circundante, es decir, al medio de cultivo.

Incluyen todos los metabolitos liberados desde el interior celular hacia el

espacio extracelular, asi como los componentes del medio que se encuentran



en el sobrenadante. La separacion de los metabolitos extracelulares de las
células microbianas puede lograrse mediante técnicas sencillas como la
centrifugacion vy la filtracion, para aislar el sobrenadante o el medio de cultivo
libre de células (Pinu y Villas-Boas, 2017). Este sobrenadante del cultivo libre

células se utiliza para los ensayos de deteccion de biosurfactantes.

3.1.4. Aplicaciones de los biosurfactantes
Los biosurfactantes se han convertido recientemente en un importante
producto de la biotecnologia para aplicaciones industriales. Algunas de las mas
estudiadas estan relacionadas con la industria del petréleo. Guzman (2019)

reporta dichas aplicaciones en la siguiente tabla:

Tabla 2. Aplicaciones de los biosurfactantes en la industria petrolera

(Fuente: Guzman, 2019).

Proceso

Aplicaciones

Actividades

Extraccion de crudo

Transportacion de

aceite

Modificacion de la
mojabilidad de la roca
de yacimiento
Reduccion de la
viscosidad

Dispersion de fluidos
de perforacion
Control de desposicion
de parafinas y
asfaltenos
Incremento del
desplazamiento de
aceite

Reduccion de la
viscosidad
Estabilizacion de
emulsiones

Control de deposicion

de parafinas/asfaltenos

Agentes espumantes
de mojabilidad

Emulsificantes

Agentes dispersantes

Agentes solubizantes

Agente reductor de

tension interfacial

Emulsificantes

Agentes espumantes

Agentes solubizantes




Tanques de aceitesy  Emulsificacion de lodos Emulsificantes
contenedores Dispersion de Dispersantes

hidrocarburos

Sin embargo, Sriram (2020) destaca que, las aplicaciones industriales de los
biosurfactantes ain se encuentran en proceso de evolucién y se orientan
principalmente hacia el aumento de la eficiencia en la produccion y la
generacion de biosurfactantes altamente efectivos, con propiedades

especificas adecuadas para aplicaciones concretas

3.2. Microorganismos empleados para la produccion de
biosurfactantes

En el ambito de la biotecnologia y las ciencias ambientales, los

microorganismos se han convertido en activos de incalculable valor por su

notable capacidad para producir una amplia gama de compuestos con

propiedades Unicas. Entre estos, Pseudomonas aeruginosa destaca como

importantes productores de biosurfactantes.

Son bacilos quimioorganotroficos, es decir que obtienen su energia a traves de
la oxidacién de compuestos organicos, son aerdbicos y gramnegativos, tienen
puntas polares, pueden utilizar una variedad de fuentes de carbono para
obtener energia y, por lo general, son oxidasa y catalasa positivas. Posee una
variacion metabdlica y una produccion enzimatica que les permite adaptarse a

ambientes contaminados con hidrocarburos (Rabelo y Marquez, 2022).

3.3. Técnicas de identificacién microscopica de
microorganismos
3.3.1. Tinciéon de Gram
La tincion de Gram, una técnica microbiolégica fundamental, es un método de
tincion diferencial utilizado para clasificar las bacterias en dos grupos distintos:
Gram-positivas y Gram-negativas. Las bacterias Gram positivas aparecen de
color azul violeta, mientras que las Gram negativas adquieren una tonalidad
rosada o roja. El procedimiento comienza con la fijacion térmica de la muestra,
seguida de la tincién con cristal violeta, que da color a todas las bacterias del

medio. A continuacion, un mordiente, normalmente yodo, intensifica la tincion.



Si la tincidn se detuviera en esta fase, todas las bacterias aparecerian de color

violeta.

Posteriormente, un agente decolorante, como la alcohol-acetona, elimina el
cristal violeta de las bacterias Gram negativas, volviéndolas incoloras. En
cambio, las bacterias Gram positivas conservan el color violeta. Para visualizar
las bacterias Gram negativas, se aplica una tincion de contraste, normalmente
safranina o fucsina, que les confiere un color rojo, en la Figura 1. pueden

observarse los reactivos utilizados en la tincién de Gram.

Estos resultados diferenciales de la tincion se deben a variaciones en la
composicién quimica y la estructura de las paredes celulares bacterianas, que
influyen en la retencién o eliminacién de la tincién primaria tras el proceso de

decoloracion Lopez-Jacome et al. (2013).
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Figura 1. Reactivos utilizados en la Tincién de Gram (Fuente: Theory Labster,
2021).

3.4. Crecimiento microbiano
El crecimiento microbiano se considera como la observacion de las actividades
de las células vivas. Es importante controlar el crecimiento celular y las
actividades bioldgicas y biocataliticas en el metabolismo celular. Existen varios
métodos para predecir el crecimiento celular mediante mediciones directas o
indirectas. El peso seco celular, la densidad éptica celular (DO), la turbidez
celular, la respiracion celular, la tasa metabdlica y los metabolitos son muy
adecuados para analizar el crecimiento celular, la utilizacion de sustratos y la

formacion de productos (Najafpour, 2007).



3.4.1. Fases de crecimiento
Cuando hay un numero significativo de células microbianas y estas se
encuentran en una fase de rapido crecimiento, la poblacién de células aumenta
exponencialmente con el tiempo. Para visualizar y comprender este patron de
crecimiento, se crea un grafico en el que se representan el peso celular seco
(g/L) en el eje y y el tiempo de incubacion (h) en el eje x, de la misma manera,
el gréfico permite distinguir varias fases de crecimiento (Figura 2) que se
producen regularmente: la fase de latencia (lag), la fase exponencial

(logaritmica), la fase estacionaria y la fase de muerte (Herrera y Sieza, 2021).

Fase estacionaria
Log
(numero de Fase de muerte
células)
k Fase exponencial
Fasede _|
latencia

Tiempo

Figura 2. Fases tipicas del crecimiento microbiano (Fuente: Najafpour,
2007).

En la investigacion realizada por Herrera y Sieza (2021) explican las fases de

la siguiente manera:

Fase Lag o latencia: La primera fase del crecimiento microbiano se conoce
como fase de latencia o lag. En esta etapa inicial, el crecimiento del
microorganismo no comienza inmediatamente después de la inoculacién en el
medio de cultivo. En cambio, los microorganismos requieren un periodo de
adaptacion a las nuevas condiciones antes de comenzar a dividirse y
multiplicarse. Durante la fase de latencia, no hay division celular, pero los
microorganismos aumentan su masa individual al sintetizar ARN, ribosas y
enzimas necesarias para su crecimiento. La duracion de esta fase depende de
la cantidad de inoculo inicial, la edad y el estado fisiolégico de las células

inoculadas. Una vez que los microorganismos se han adaptado
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completamente al medio, entran en la siguiente fase de crecimiento

exponencial.

Fase exponencial (logaritmica): Una vez finalizada la fase de latencia, la
concentracion de biomasa microbiana comienza a incrementarse lentamente
al principio y luego de forma mas acelerada. Eventualmente, las células
alcanzan una velocidad maxima y constante de crecimiento exponencial, y
representa el punto de maxima concentracidbn microbiana. Durante esta fase,
las células se dividen y replican a intervalos regulares, generando un aumento
logaritmico de la poblacion. Por ello también se le denomina fase de
"crecimiento equilibrado”, ya que la sintesis de todos los componentes

celulares se incrementa a una tasa constante.

Fase estacionaria: En la fase estacionaria, la velocidad de crecimiento
(reproduccién) del microorganismo se equilibra con la velocidad de muerte
celular. Se alcanza asi un estado estable donde no hay aumento neto en la
poblacion microbiana. La relevancia de esta fase depende del tipo de
fermentacion. Por ejemplo, en la produccion de etanol no es necesario (ni
rentable) continuar el proceso una vez que se llega a la fase estacionaria, dado
que la concentracion méaxima de células ya se ha alcanzado y la produccién de
etanol comienza a disminuir. En cambio, en la elaboracion de antibi6ticos, la
mayor acumulacion del producto ocurre durante la fase estacionaria. Por lo
tanto, la importancia de mantener esta fase depende del objetivo buscado en

cada proceso fermentativo especifico.

Fase de declinacién o muerte: En esta fase, la concentracion de células
microbianas comienza a disminuir. Esto ocurre debido a la escasez de
nutrientes y reservas de energia en el medio de cultivo, lo que provoca la
autolisis o muerte celular. A medida que el medio se agota, las tasas de
crecimiento y division celular ya no pueden sostenerse, y la poblaciéon
microbiana empieza a decrecer hasta eventualmente morir. Esta fase final de
declinaciéon y muerte marca el fin del ciclo de crecimiento microbiano en el

cultivo dado.

Dichas fases del crecimiento bacteriano han sido tradicionalmente

representadas mediante diversos modelos matematicos, uno de los mas
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conocidos es el modelo de Monod, que describe el crecimiento microbiano
como una curva sigmoidal. Sin embargo, existen otros modelos que ofrecen
representaciones similares y, en algunos casos, mas adaptables a condiciones

especificas (Pla et al., 2015).

Entre estos, la funcion logistica destaca como una alternativa eficaz y
ampliamente utilizada para describir el crecimiento de poblaciones, incluido el
crecimiento bacteriano (Wachenheim et al., 2003). Al igual que el modelo de
Monod, la funcién logistica produce una curva en forma de S que refleja con
precision las fases de latencia, crecimiento exponencial y estacionarias
observadas en el crecimiento bacteriano real, y se representa de la siguiente

manera.

Xmax
X(t) - 1+ e_ﬂmax(t_texp)

Donde:
X(t) = Es la poblacion o concentracion de biomasa (UFC/mL) en el tiempo.
X.nax = ES la poblacién méaxima que el medio puede sostener.

Umax = ES la tasa maxima de crecimiento especifico (h™1), que indica qué tan

rapido crece la poblacion en su fase mas activa.

t.xp = Es el periodo durante el cual el crecimiento es mas rapido y se aproxima

a una funcién exponencial.

Estos parametros son cruciales para comprender la dinAmica del crecimiento
bacteriano y pueden variar dependiendo de las condiciones del medio y las
caracteristicas de la cepa bacteriana.

3.4.2. Técnicas para cuantificacion del crecimiento microbiano

Contar con precision las células microbianas es esencial para estudiar como
crecen los microorganismos y como responden a las condiciones del ambiente.
Dos técnicas habituales para cuantificarlos son el recuento en placa y la

turbidimetria, que se explican a continuacion:
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Recuento en placa: El método mas utilizado en microbiologia para cuantificar
las células viables consiste en hacer diluciones y contar las colonias en medios
de cultivo especificos para la poblacion de interés. Esta técnica se basa en el
supuesto de que cada bacteria incluida en un medio de agar o en su superficie
se multiplicard y producird una colonia visible. Por lo tanto, el nimero de
colonias que se observaran a simple vista serd igual al nUmero de bacterias
viables o unidades formadoras de colonias (UFC) inoculadas en el agar
multiplicado por la dilucién. Este método también se conoce como "método de
recuento de colonias" y se utiliza ampliamente en microbiologia para
determinar el numero de células viables en una muestra (Herrera y Sieza,
2021).

Turbidimetria: Cuando se emplea este método, se obtiene una ventaja del
hecho de que las células microbianas en una celda espectrofotométrica
dispersan la luz, de forma que la cantidad de luz que llega al detector del
espectrofotometro estd directamente relacionada con el niumero de células
presentes en la muestra de cultivo, siguiendo la Ley de Beer. Normalmente, se
utilizan longitudes de onda en torno a 600 nm. Es importante entender que,
dado que la absorbancia es afectada por el tamafio y la forma de las células,
la relacion entre la absorbancia y el numero de células cambia si el tamafio o
la forma de las células se altera durante el crecimiento del cultivo (O’Connor,
2019).

Las UFC proporcionan un recuento de células viables y cultivables, mientras
gue la turbidimetria permite monitorear el crecimiento en tiempo real. Ambas
técnicas son herramientas valiosas para comprender la proliferacion y la

dindmica de los microorganismos.

3.5. Meétodo de dispersion de aceite

La dispersion de aceite es una prueba de seleccion rapida y sencilla para
determinar si un microorganismo es potencialmente productor de
biosurfactante, esta prueba se basa en la evaluacion de la dispersion de un
aceite por efecto del BS contenido en el sobrenadante de un cultivo microbiano,

sobre una superficie agua-aceite (Guzman, 2019).
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Para este ensayo, se afiade aceite crudo a la superficie de agua destilada en
una placa de Petri para formar una fina capa de aceite. A continuacion, se
colocan suavemente el cultivo o sobrenadante de cultivo en el centro de la capa
de aceite. En un ensayo cualitativo, se determina que existe presencia de
biosurfactante en la muestra, si el aceite se desplaza y se forma el halo (Walter
et al., 2000), como se muestra en la Figura 3.

Capade
aceite

Figura 3. Dispersién de aceite por actividad biosurfactante (Fuente: Walter et al.,
2000).
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V.

Hipotesis

Hipodtesis nula (Ho): Cultivar Pseudomonas aeruginosa con diferentes
fuentes de carbono no afectara significativamente su crecimiento y la

capacidad biosurfactante de los metabolitos obtenidos.

Hipétesis alternativa (Hi): Cultivar Pseudomonas aeruginosa con
diferentes fuentes de carbono afectara significativamente su crecimiento
y la capacidad biosurfactante de los metabolitos obtenidos.

Hipotesis positiva (H+): Cultivar Pseudomonas aeruginosa con ciertas
fuentes de carbono incrementard significativamente tanto su crecimiento
como la capacidad biosurfactante de los metabolitos obtenidos en

comparacion con otras fuentes de carbono.
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V. Metodologia

A continuacién, se describe la metodologia empleada para llevar a cabo la

presente investigacion:

5.1. Descripcion del ambito de estudio
La realizacion de ensayos, se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia
del Programa de Investigacion, Estudios Nacionales y Servicios Ambientales
(UNI-PIENSA) de la Universidad Nacional de Ingenieria, ubicado en el Recinto
Simon Bolivar en la ciudad de Managua, Nicaragua con coordenadas
geograficas 12.1435887 - 86.2675189 (UTM).

El programa forma parte de las instalaciones de investigacion de la
Universidad, y se encuentra especializado en estudios relacionados con la

biotecnologia y el medio ambiente. Cuenta con areas equipadas para el cultivo

y analisis microbiologico. Ademas, se tiene acceso a las cepas bacterianas y

Cooperativas para €

Figura 4. Macrolocalizacion UNI-PIENSA (Fuente: Google Maps, 2024).

5.2. Activacién de la cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa
La cepa Pseudomonas aeruginosa que se utiliz6 en esta investigacion se
encuentra aislada y fue suministrada por el banco de microorganismos del
Laboratorio de Biotecnologia del Programa de Investigacion Estudios
Nacionales y Servicios Ambientales (UNI-PIENSA).

Este laboratorio cuenta con un total de 365 cepas bacterianas, entre las cuales

se encuentran dos especies de Pseudomonas, Pseudomonas aeruginosa y
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Pseudomonas mendocina. Las cepas se conservan mediante el método de
transferencia periodica, el cual se basa en transferir el cultivo del medio seco
a uno fresco, proporcionandole las condiciones Optimas de crecimiento a
intervalos que aseguran su viabilidad (Weng et al., 2005). La transferencia se
realiza cada 30 dias utilizando el medio Agar Miller (LB) y se mantienen en
refrigeracidén a una temperatura de 10 °C.

Esta conservacion es fundamental para garantizar la viabilidad y funcionalidad
de la cepa durante los procesos experimentales, especialmente en la
activacion de cepas bacterianas (Acosta, 2019), la cual es el proceso donde
las bacterias pasan de un estado inactivo o latente a un estado activo y

funcional.
5.2.1. Preparacién del medio de cultivo sélido

La preparacion adecuada del medio de cultivo es un paso fundamental en
cualquier experimento microbioldgico, para ello se disolvieron 20 g de Agar LB
(Miller) (Figura 5A) en 500 mL de agua destilada, la mezcla se calent6 en una
placa calefactora y agitador magnético Fisherbrand Isotemp (Figura 5B) hasta
alcanzar el punto de ebullicibn con una velocidad de agitacion baja para una
disolucion homogénea. Una vez disuelto completamente, se dispensaron 15
mL del medio a tubos de ensayos para su posterior esterilizacion en autoclave.
Los tubos se esterilizaron en autoclave YAMATO SQ810C, sometidos a una
temperatura de 121 °C durante un periodo de alcance de temperatura de dos
horas y a una presion de 121 kPa bajo el periodo de esterilizacion de 15

minutos.

Se utilizé una cinta indicadora o testigo que cambia de color cuando se expone
a esta temperatura, para confirmar que se alcanzaron las condiciones de
esterilizacion. Después del proceso de autoclavado, el medio estéril se vertid
asépticamente en placas de Petri cerca del mechero Busen para prevenir
contaminacion. Las placas se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
solidificar (Figura 5C). Finalmente, las placas con agar LB esterilizado se

almacenaron en refrigeracion para su posterior uso.
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Figura 5. Preparacion del medio de cultivo sélido. A) Medio de cultivo en su
envase; B) Disolucion del medio de cultivo en la placa calefactora; C) Placas
Petri con el medio de cultivo solidificado (Fuente: Elaboracion propia).

5.2.2. Siembra por agotamiento en estrias

La técnica de siembra por estrias se utiliza para el aislamiento de colonias
bacterianas puras a partir de un cultivo mixto o preservado. En este caso, se
empled dicha técnica para reactivar las cepas bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa con codigo QIA-02 y QIA-13, las cuales se encontraban

previamente conservadas.

El objetivo principal de utilizar este método fue obtener un cultivo fresco y puro
de la cepa de interés, libre de contaminantes, para poder iniciar los ensayos
posteriores con un indculo adecuado. La siembra por estrias permite diluir
progresivamente la muestra original a través de los distintos cuadrantes de la
placa de agar, logrando asi repicar colonias a partir de las células viables

presentes (Sanz, 2011).

Se utilizé la técnica de siembra de agotamiento por estrias, descrita por Sanz
(2011), donde se tomdé una pequefia cantidad de la cepa bacteriana
conservada utilizando un asa de siembra estéril, y se realizaron estrias en la
superficie del agar siguiendo un patrén de cuatro cuadrantes, como se muestra

en la Figura 6.
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Las estrias se trazaron perpendicularmente para extender la muestra de
manera uniforme sobre toda la placa Petri. Las muestras fueron incubadas de
forma invertida a 37 °C por 24 h, ademas se incub6 una placa sin inocular como
control negativo y asegurar el manejo aséptico y cuidadoso en cada fase del

proceso. Este procedimiento se realiz6 para cada cepa con 5 réplicas cada una

Figura 6. Siembra por estrias en 4 cuadrantes (Fuente: Theory Labster, 2021)

(Anexo 1y Anexo 2). Posterior a esto, las colonias aisladas fueron evaluadas

y seleccionadas para los ensayos subsiguientes.
5.2.3. Confirmacion de pureza la cepa bacteriana

Tras la siembra de colonias por agotamiento de estrias, se confirmo la pureza
de la cepa bacteriana obtenida para garantizar que las colonias corresponden
efectivamente al microorganismo de interés (Pseudomonas aeruginosa), y se
encontraban libres de contaminantes que pudieran interferir en los ensayos
posteriores. La técnica usada para la identificacion bacteriana fue la tincion de
Gram, la cual permiti6 visualizar caracteristicas morfolégicas y diferenciar entre

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Para esto, una vez finalizada la incubacion de las cepas bacterianas, se realizo
la tincion de Gram siguiendo el protocolo establecido por Méndez, (2018).
Primeramente, a partir de los cultivos se prepar6 un frotis en porta objetos
(Figura 7A) que fueron fijados con calor. Se afadio cristal violeta durante 1
minuto, se enjuagd con agua destilada y luego se agrego lugol por 1 minuto

mas, enjuagando nuevamente con agua destilada. Posteriormente se decoloré
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con alcohol-acetona por 20 segundos, se enjuagd y se tifié con safranina por
1 minuto.

Esta secuencia de coloracion diferencial permite distinguir las bacterias Gram
positivas, que retienen el complejo cristal violeta-lugol, de las Gram negativas,
gue se decoloran con el alcohol-acetona y son tefiidas posteriormente por la
safranina. En el caso de la Pseudomonas aeruginosa, se esperaba observar

células coloradas de rojo o rosado tras la tincion.

Finalmente, tras el dltimo enjuague con agua destilada, se dejo secar la
muestra. La morfologia bacteriana se estudié mediante microscopia éptica con
un microscopio OLYMPUS BH-2 a 100X utilizando inmersion en aceite para

una mejor visualizacion (Figura 7C).

Figura 7. Tincion de Gram. A) Preparacion del frotis; B) Reactivos de tincién; C)
Visualizacién en el microscopio (100X) (Fuente: Propia).

5.3. Evaluacion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

utilizando distintas fuentes de carbono.

5.3.1. Seleccioén de las fuentes de carbono:

Aunque el medio LB ya contiene fuente de carbono (Acuia, 2019;
Pornsunthorntawee et al., 2008), se agregaron 3 fuentes de carbono
adicionales (Aceite de oliva, glicerol, diésel) para evaluar su efecto sobre el
crecimiento de las bacterias.

Para la eleccion de las fuentes de carbono, se tuvieron en cuenta factores
relevantes para la investigacion y para las potenciales aplicaciones del

producto obtenido, entre los que se destacan: la literatura cientifica existente y
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asequibilidad. De esta manera, se eligieron 3 sustratos: diésel, un hidrocarburo
complejo, el cual fue seleccionado debido a la conocida capacidad de P.
aeruginosa para degradar compuestos petroleros, lo que tiene implicaciones
importantes en biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos
(Abdulsalam et al., 2017).

Aceite de oliva, rico en acidos grasos de cadena larga, representa un sustrato
lipidico que puede estimular la produccion de biosurfactantes (Ji et al., 2016);
por ultimo, glicerol, un subproducto abundante en la industria de biodiesel,
este ofrece una fuente de carbono econdmica y sostenible que P. aeruginosa
puede utilizar eficientemente para su crecimiento y para la sintesis de diversos

metabolitos de interés (Becerra y Horna, 2016).

Por otra parte, la elecciéon de la concentracion de fuente de carbono se
fundamenta en wuna revision exhaustiva de la literatura cientifica.
Investigaciones han demostrado que concentraciones entre 2% y 6% v/v son
Optimas para el género Pseudomonas (Putri y Hertadi, 2015). A partir de esta
consideracion se escogi6 el 2% v/v, pues esta concentracion ha sido reportada
como efectiva en multiples contextos (Pornsunthorntawee et al., 2008; Osorio,
2018; Acuiia, 2019; Ardila, 2019). Esta seleccion no solo proporciona un punto
de partida sélido para el desarrollo de los experimentos, sino que también
permitié realizar comparaciones mas directas con investigaciones previas,

facilitando asi la interpretacion de los resultados obtenidos.

Figura 8. Fuentes adicionales de carbono seleccionadas (Fuente: Propia)
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La utilizacién de estas fuentes adicionales de carbono no solo permite evaluar
la versatilidad metabdlica de la bacteria de interés, sino que también
proporciona informacién valiosa sobre su potencial en aplicaciones
biotecnolégicas, desde la biorremediacion hasta la produccidon de compuestos
de valor afiadido. Ademas, la comparacion del crecimiento bacteriano en estos
sustratos con el crecimiento en medio LB estandar puede revelar adaptaciones
metabdlicas especificas y posibles inducciones de rutas biosintéticas de

interés para esta investigacion, como la produccién de biosurfactantes.
5.3.2. Preparacion del medio de cultivo liguido

Similar al Agar LB, el medio de cultivo liquido LB es ampliamente utilizado en
microbiologia debido a su versatilidad y capacidad para soportar el crecimiento
rapido de una variedad de bacterias, incluyendo Pseudomonas aeruginosa. La
formulacién Miller del caldo LB (Anexo 4), al igual que su contraparte sélida,
contiene una concentracion relativamente alta de cloruro de sodio, esta ayuda
a mantener el equilibrio osmético, lo cual es importante para muchas bacterias
(Caycedo et al., 2021).

La preparacion del medio liquido sigue principios similares a los del medio
solido, sin embargo, existen diferencias clave, como la ausencia de agar, lo
gue permite una disolucién mas rapida y uniforme de los componentes, aunque
sigue siendo crucial el mantener una agitacidbn constante durante el

calentamiento para asegurar la homogeneidad de la mezcla.

La metodologia para preparar el medio fue la siguiente: Se disolvieron 25 g de
Caldo LB (Miller) en un litro de agua destilada. Luego, se calent6 la mezcla en
una placa calefactora con agitador magnético hasta alcanzar el punto de
ebullicion. Durante este proceso, se mantuvo una velocidad de agitacion baja
para asegurar una disolucibn homogénea. Una vez preparado el medio de
cultivo, se esteriliz6 en autoclave a una temperatura de 121 °C y a una presion

de 121 kPa durante un periodo de 15 minutos.
5.3.3. Preparacién de preindculos

Para evaluar el efecto de las fuentes de carbono adicionales en el crecimiento

de la cepa bacteriana se prepararon cuatro preinéculos (Figura 9A), lo cual es
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fundamental en estudios de crecimiento microbiano (Hernandez y Napoles,
2018), en especial en los que se evaluan diferentes condiciones de cultivo,
como en esta investigacion. El preindculo permite que las células bacterianas
se adapten al medio liquido y comiencen a multiplicarse activamente, esta fase
de adaptacion es particularmente importante cuando las bacterias provienen
de un medio sélido o de un cultivo en condiciones diferentes, como en este

caso.
e Preinéculos sin adicién de fuentes adicionales de carbono

Para ello, se prepararon dos matraces Erlenmeyer con capacidad de aforo de
250 ml, en cada uno de ellos se agregaron 50 ml de medio liquido y tres asadas
de un cultivo con 24 horas de crecimiento como inéculo inicial (Figura 9B). La
edad del in6culo es importante, pues asegura que las bacterias estén en una
fase de crecimiento activa y saludable (Caycedo et al., 2021), esto es crucial
pues las células en esta etapa son mas resistentes a cambios en las
condiciones de cultivo y responden mas rapidamente a los nuevos sustratos
introducidos en el medio, a diferencia de un cultivo que tenga mas horas de

crecimiento.
e Preinéculos con adicién de fuentes adicionales de carbono

Se prepararon tres matraces Erlenmeyer adicionales con 48 ml de caldo LB y
2 ml de cada una de las tres fuentes de carbono adicionales (aceite de oliva,
glicerol y diésel), lo cual permiti6 a las bacterias comenzar a adaptar su
metabolismo a estos sustratos especificos. Los matraces inoculados se
colocaron en un shaker de laboratorio SCILOGEX SK-O330-Pro a una
agitacion de 220 rpm (Ardila, 2019) durante 16 horas (Figura 9C). Al
proporcionar este periodo de aclimatacion, se reduce significativamente la
variabilidad en los experimentos posteriores, ya que todas las células estaran

en un estado fisiol6gico similar al inocular el cultivo principal.
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Figura 9. Preparacién de preindculo. A) Tomade asada de cultivo; B) Inoculacion
de P. aeruginosa en medio liquido; C) Crecimiento de las bacterias en diferentes
sustratos en Shaker durante 16 horas a 220 rpm (Fuente: Elaboracién propia).

5.3.4. Evaluacion del crecimiento de P. aeruginosa

Para este proceso, se llevo a cabo la preparacion de cinco frascos Erlenmeyer
de 250 ml siguiendo la metodologia descrita por Ardila (2019) con los

siguientes contenidos:

Tabla 3. Contenido de frascos para monitoreo de crecimiento de P.

aeruginosa (Fuente: Elaboracién propia)

Frasco Contenido
B — Blanco o control 100 ml de caldo LB (Miller)
T — Testigo 90 ml de medio liquido
A — Aceite de oliva 88 ml de medio liquido + 2 ml de aceite de oliva
G — Glicerol 88 ml medio liquido + 2 ml glicerol
D — Diésel 88 ml medio liquido + 2 ml de diésel

Los frascos B y T son cruciales en este tipo de experimentos, pues el blanco,
al solo contener medio de cultivo permite establecer un control de calidad en
las lecturas de absorbancia, ademas que es el punto de referencia para el
espectrofotometro, por otro lado, el testigo proporciona una linea base para el
crecimiento de P. aeruginosa en condiciones estandar, contra la cual se

pueden comparar los efectos de las fuentes adicionales de carbono.
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Los frascos T, A, G y D fueron inoculados con 10 ml del preindculo preparado,
como se explica en el acpite 5.3.3. Luego, se colocaron el shaker de a una
velocidad de 220 rpm (Figura 10A), anotando el tiempo cero y habiendo
tomado una primera lectura de absorbancia a 600 nm (Pornsunthorntawee et
al., 2008), se eligio esta longitud de onda porque esté en el rango visible del
espectro donde la mayoria de los medios de cultivo tienen absorcion minima,
permitiendo, de esta manera, una medicion mas precisa de la turbidez causada

por las células bacterianas.

La lectura inicial utilizé como punto de partida para monitorear el crecimiento
bacteriano en cada frasco, durante las primeras 3 horas del experimento, se
tomaron muestras de 4 ml cada media hora, estas muestras se colocaron en
una celda y se midi6 su absorbancia utilizando un espectrofotometro Hach DR
6000 (Figura 10B). Las lecturas siguientes se realizaron a cada hora por 4

horas.

Posteriormente, se continué monitoreando el crecimiento 16 horas después de
la dltima lectura, esto permitié obtener la curva de crecimiento bacteriano. Lo
descrito se realiz6 por triplicado para cada medio como parte del control de
calidad de los ensayos realizados y la precision en los resultados obtenidos,

los cuales fueron simplificados mediante una media aritmética.

T

Figura 10. Monitoreo del crecimiento de P. aeruginosa. A) Crecimiento en
shaker; B) Medicion de absorbancia en espectrofotometro (Fuente: Propia).
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5.3.5. Recuento de unidades formadoras de colonias por

diluciones seriadas

El recuento en placa es una técnica que proporciona informacion importante
sobre la viabilidad celular, complementando asi los datos obtenidos mediante
meétodos turbidimeétricos, para esto se realizaron diluciones seriadas, siguiendo
la metodologia descrita por Madigan et al., (2006) (Figura 11). Se esterilizaron
10 tubos de ensayo y se le agregaron 9 mL de solucioén salina cada uno. Lenis
et al. (2009) explican que la alteracion de la osmolaridad es un factor de estrés
celular que afecta el balance ionico e hidrico. Por lo que el uso de solucién
salina como diluyente es importante porque mantiene la osmolaridad del

medio, previniendo la lisis celular durante el proceso de dilucion.

]
Total 1/10 1/100 e
dilution (10 (107%) 10 107

AN .
Ll )

Figura 11. Técnica de recuento en placay diluciones seriadas. (Fuente: Madigan
et al., 2006)

Cada vez que se media la absorbancia a cada uno de los Erlenmeyer se tomé
1 mL de la suspension bacteriana inicial con una micropipeta esteéril y se
transfiri6 al primer tubo con solucién salina (dilucién 10-1). Se mezclé con ayuda

de un vortex y se tom6 1 mL de la dilucién 10 para inocular el segundo tubo
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(dilucién 1072). Este procedimiento se repitié sucesivamente hasta llegar a la
dilucién de 1010, La realizacién de diluciones seriadas permitié reducir la
concentracion de células a un nivel que produzca un numero contable de

colonias en placas.

De las diluciones se tomaron alicuotas de 1 mL y se distribuyeron en la
superficie de las placas Petri con LB sélido utilizando la técnica de siembra en
superficie (Figura 12), extendiendo uniformemente con un asa de Drigalsky
estéril, realizandose por triplicado. Las placas sembradas se incubaron de

forma invertida a 37°C por 24 h.

Spread-plate method

\ty over Typical spread-plate rasults

Figura 12. Método de dispersion por superficie. (Fuente: Madigan et al., 2006)

Rivera et al. (2021) explican que para determinar el nimero de Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL) de una muestra, se seleccionan
las placas que contienen entre 30 y 300 colonias, se cuenta el nimero de
colonias en esas placas y se multiplica por el nimero de veces que se diluyo
el mL original de las bacterias. Es decir, el nmero de UFC/mL se calcula con

la férmula representada en la Figura 11.:

UFC por mL de muestra = Numero colonias contadas * Factor de

dilucién de la placa contada

Nuevamente, los resultados obtenidos seran simplificados mediante la media
aritmeética. Por otro lado, es importante resaltar que, solo se realizaron
diluciones seriadas para la muestra testigo y para el aceite de oliva. Esto se
debe a que el proceso de dilucién seriada requiere una gran cantidad de
recursos, como medio de cultivo y placas, de los cuales no se disponia en

cantidad suficiente.
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Por esta razon, se opt6é por realizar el conteo en el medio basal y en uno
enriquecido, lo que permitié construir una curva de calibracion. A partir de esta
curva, se pudo obtener el numero de unidades formadoras de colonia (UFC)

por mL de los medios enriquecidos restantes (glicerol y diésel) (Anexo 7).

Este enfoque también facilito el calculo de las UFC/ml para las demas horas
en las que no se realizaron diluciones seriadas y siembras paralelas a las
mediciones de absorbancia. De este modo, se optimiz6 el uso de los recursos
disponibles y se logré una estimacion practica del crecimiento bacteriano en

los diferentes medios de cultivo.

Para analizar y visualizar los datos de crecimiento bacteriano, se utilizo
MATLAB para graficar UFC/mL versus tiempo (horas). Se empled la funcién
logistica para obtener un mejor ajuste de la curva de crecimiento. Este enfoque
permiti6 una representacion mas precisa de las diferentes fases del

crecimiento bacteriano y facilité la obtencién de parametros importantes como

Xméx’ Umax Y texp-

La construccion de estas curvas de crecimiento facilitd la comprension de las
diferentes fases del comportamiento cinético del microorganismo de estudio,
esto dio la pauta para conocer el tiempo Optimo para obtener mejores

rendimientos del producto de interés (O’Connor, 2019).

De la misma manera, se graficé la concentracion UFC/mL vs Absorbancia, que
nos sirvi6 como una curva de calibracion, las cuales son basicas para el
momento en que se desee continuar con la investigacién o se escale el proceso
(Paramo, 2018).

5.4. Obtencion de sobrenadante libre de células
Con el propoésito de comprobar si efectivamente el medio de cultivo contiene
biosurfactantes sintetizados por los microorganismos, se planted separar y
analizar el sobrenadante libre de células. Para ello, una vez culminada la
incubacion bacteriana, se homogenizé el cultivo en los frascos Erlenmeyer y
se vertio el contenido de estos en tubos conicos para centrifuga de 50 mL
previamente etiquetados, los cuales se colocaron en la centrifugadora marca

Boyn, modelo HR/T20MM, asegurando que los tubos estuvieran equilibrados
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en peso para la centrifugacion, la cual tuvo una duracion de 5 minutos a 8000
rpm (Jamal et al., 2012) (Figura 13).

Tras la centrifugacion, se separo el sobrenadante de la biomasa precipitada en
el fondo del tubo por medio de decantacion, con cuidado de no perturbar el
pellet de biomasa (Malik, 2022). Una vez obtenido el sobrenadante libre de
células, se transfiri6 a otros tubos conicos para analizar la actividad

biosurfactante en un ensayo posterior.

Figura 13. Centrifugaciéon de medio de cultivo liguido (Fuente: Elaboracién
propia).

Ademas, se calculd el rendimiento del medio liquido recuperado para evaluar
la eficiencia del proceso de separaciéon. Este rendimiento se determiné como
la relacion entre el volumen del sobrenadante recuperado después de la
centrifugacion y el volumen inicial del medio de cultivo introducido en la

centrifuga.
La formula utilizada para calcular rendimiento fue:

o Volumen recuperado (mlL)
Rendimiento = —— *100%
Volumen inicial (mL)

Este calculo es esencial para asegurar que el proceso de centrifugacion y
separacion sea eficiente y que la pérdida de medio sea minima, lo que es
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crucial para mantener la precision en los analisis posteriores de la actividad

biosurfactante.

5.5. Estimacioén cualitativa de actividad biosurfactante

El método de dispersion de aceite es una técnica ampliamente utilizada para
la deteccion cualitativa de actividad biosurfactante debido a su simplicidad,
rapidez y sensibilidad. Esta prueba se basa en la capacidad de los
biosurfactantes para reducir la tension superficial entre el aceite y el agua, lo
gue resulta en la dispersion visible del aceite cuando se afiade una solucion

gue contiene biosurfactantes.

Para evaluar la capacidad de producciéon de biosurfactantes por parte de P.
aeruginosa, se realizé la prueba de dispersion de aceite en placa Petri segun
la metodologia de Sharma et al., (2014). Se agregd agua destilada estéril a
una placa Petri y posteriormente se afiadié aceite vegetal para formar una capa
fina sobre la superficie del agua (Figura 14).

Figura 14. Capa de aceite sobre agua destilada en placa Petri para la prueba de
dispersion de aceite (Fuente: Elaboracion propia).
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Luego, se deposité cuidadosamente el sobrenadante de cultivo bacteriano libre
de células (fuente de biosurfactantes) sobre la capa de aceite, este
procedimiento se realiz0 para cada muestra de potencial biosurfactante,
ademas del testigo y el blanco, que sirvié como control negativo. Ademas, se

realizaron repeticiones del experimento para corroborar los resultados.

La presencia de actividad biosurfactante se manifiesta como un halo claro en
la capa de aceite alrededor del punto donde se depositd la muestra. Esta
técnica es particularmente Gtil para la seleccion inicial de cepas productoras de
biosurfactantes, ya que permite evaluar rapidamente un gran numero de

muestras.

Ademas, este método puede ser utilizado para monitorear la produccion de
biosurfactantes durante el crecimiento bacteriano, lo que facilita la optimizacion
de las condiciones de cultivo para maximizar la produccién de estos

compuestos.
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VI. Resultados y discusion

En la siguiente seccion se exhiben los resultados obtenidos empleando la

metodologia antes expuesta:
6.1. Activaciéon de la cepa bacteriana

Mediante la siembra por estrias se reactivo la cepa conservada, este método
garantizé colonias separadas bien delimitadas en la superficie del medio de

cultivo, facilitando el analisis morfolégico de los microorganismos.

Macroscopicamente se determiné que las colonias son pequefias a medianas,
presentaban una morfologia circular y parecen tener formas irregulares en
algunas areas, son de un color blanquecino, son opacas, los margenes de las
colonias son irregulares y ondulados, asimismo, las colonias parecen tener una
elevacién baja, es decir, son planas a ligeramente convexas, por ultimo, las
colonias tienen una textura lisa y humeda, lo que indica que podrian ser

mucoides.

Esta caracterizacién coincide con lo reportado por Delgado et al., (2019),
guienes aislaron de una muestra de leche fresca de una quesera artesanal y
caracterizaron la bacteria Pseudomonas aeruginosa, donde describen la
apariencia de la cepa como colonias medianas con superficie umbilicada,

opacas y mucoides, de forma irregular y bordes ondulados (Figura 15B).

Por otro lado, no se observo presencia de contaminacién en la placa, como se
muestra en la Figura 15A, pues en la placa no se encontraba otra morfologia
gue no fuese la tipica de Pseudomonas aeruginosa, garantizando un cultivo

puro para iniciar los experimentos.
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Figura 15. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en placas de agar LB
(Fuente: Elaboracion propia).

6.2. Verificacion de la pureza de la cepa bacteriana
Dado que tanto los cinco repigues de Pseudomonas aeruginosa QIA-02 y los
cinco repiques de la cepa QIA-13 macroscopicamente presentaban las
caracteristicas morfoldgicas propias de esta bacteria, se realizo la tincion de

Gram a todas las muestras (Anexo 3).

A nivel microscopico, se observd una morfologia bacilar en cada una de las
muestras analizadas, asi como una reaccion Gram negativa, Pinazo Butron
(2020) indica que este tipo de caracteristicas corresponden al tipo de

Pseudomonas aeruginosa.

De la misma manera, Rabelo y Marquez (2022), reportan los mismos
resultados ademas destacan la importancia de la morfologia y la pureza en la
seleccion de cepas bacterianas para estudios experimentales, pues es
esencial para la validez y reproducibilidad de los resultados.

Al no observar otra morfologia que no fuera la esperada o una reaccién positiva
a la tincion de Gram, se corroboré la pureza las muestras, sin embargo, se
observé que una de las muestras de las placas de la cepa QIA-13 presentaba
una mejor definicién y claridad en la visualizacidbn microscoépica (Figura 16),
esta muestra mostré6 menos irregularidades y errores en la tincion y las células
bacterianas estaban distribuidas de manera uniforme, por lo que se seleccion6

para los ensayos subsiguientes.
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Figura 16. Resultado de tincién de Gram de Pseudomonas aeruginosa (Fuente:
Elaboracién propia).

6.3. Curvade calibracién (UFC/mL vs Abs)
Siguiendo la metodologia descrita en el acapite 5.3 se construyeron, a través
de diluciones seriadas,curvas de concentracion de unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL) en funcion de la absorbancia para cada
tratamiento, lo que facilitara estimaciones rapidas de la concentracidon

bacteriana en futuros experimentos.

La curva de calibracion para cada una de las condiciones de cultivo en estudio
se obtuvo agrupando datos de absorbancia y UFC/mL para todo el proceso

cinético durante las 23 horas, como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Valores de absorbancias a 600 nm y valores de UFC/mL a partir de los

cuales se construyen las curvas de calibracion (Fuente: Elaboracion propia).

Testigo Aceite Glicerol Diesel

Tiempo Abs UFC/mL Abs UFC/mL Abs UFC/mL Abs UFC/mL
t0 0 0.327 1.00E+09 0.610 2.00E+09 0.438 2.62E+09 0.264 1.20E+08
tl 0.5 0.377 3.99E+09 0.618 2.13E+10 0.444 2.84E+09 0.313 3.38E+08
t2 1 0.397 5.00E+09 0.642 7.00E+10 0.478 4.46E+09 0.365 8.62E+08
t3 15 0.409 4.58E+09 0.743 6.55E+10 0.500 5.87E+09 0.374 1.00E+09
t4 2 0.514 1.80E+10 0.763 3.70E+11 0.529 8.27E+09 0.408 1.70E+09
tS 2.5 0.654 1.30E+10 0.918 2.38E+11 0.584 1.51E+10 0.529 8.27E+09
t6 3 0.820 2.64E+10 1.119 7.93E+11 0.648 2.85E+10 0.734 6.08E+10
t7 4 0.851 3.80E+10 1.184 1.16E+12 0.919 2.39E+11 0.857 1.56E+11
t8 5 1.058 7.10E+10 1.349 2.32E+12 1.156 9.67E+11 0.887 1.93E+11
t9 6 1.265 1.20E+11 1.486 2.60E+12 1.291 1.90E+12 0.965 3.22E+11
t10 7 1.326 2.00E+11 1.506 4.20E+12 1.409 3.23E+12 1.052 5.45E+11
t11 23 1.468 4.18E+11 1.576 6.39E+12 1.458 3.98E+12 1.405 3.17E+12

Las curvas de calibracion para

muestran a continuacion:

e Medio basal

las diferentes condiciones de cultivo se

La Figura 17 muestra la curva de calibracion de P. aeruginosa en medio LB

donde se observa una relacién exponencial entre la absorbancia y la

concentracion celular. Iniciando con 0.327 Abs correspondiente a 1.00E+09

UFC/mL, a medida que la absorbancia aumenta, se aprecia un incremento

cada vez mas pronunciado en la concentracion de células, especialmente a

partir de una absorbancia de 1.058, alcanzando una concentracién maxima de

células viables a una absorbancia de 1.468, es decir 4.18E+11 UFC/mL.
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Figura 17. Curva de calibracién para P. aeruginosa en medio LB

e Aceite de oliva

Por otro lado, al examinar la Figura 18, se evidencia un cambio en el patron
de crecimiento. En este caso, la relacidén entre absorbancia y UFC/mL es un
modelo potencial, iniciando con una absorbancia de 0.610 correspondiente a
2.00E+09 UFC/mL. En comparacion con el medio LB, el aceite de oliva permite
alcanzar concentraciones celulares mas altas, llegando hasta 6.39E+12
UFC/mL a una absorbancia de 1.576.

8.00E+12

y = 3E+11x6-5525
R?=0.9941

7.00E+12
6.00E+12
5.00E+12

4.00E+12
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2.00E+12

1.00E+12

0.00E+00
0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6

Absorbancia

Curva de calibracion =~ ceeeeeeee Potencial (Curva de calibracion)

Figura 18. Curva de calibracion para P. aeruginosa suplementada con
aceite de oliva
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e Glicerol

En cuanto a la curva de calibracion presentada en la Figura 19, se observa
también un crecimiento potencial. Iniciando con una absorbancia de 0.438
correspondiente a 2.62E+09 UFC/mL, sin embargo, se puede apreciar que el
aumento en la concentracion celular se vuelve mas pronunciado a partir de una
absorbancia de aproximadamente 1.156, alcanzando concentraciones de
9.67E+11 UFC/mL.

4.50E+12
4.00E+12 y= AE+11x6:0917
3.50E+12 RZ=1

3.00E+12

2.50E+12

UFC/mL

2.00E+12
1.50E+12
1.00E+12
5.00E+11
0.00E+00

Absorbancia

Curva de calibracion =~ ceeeeeeee Potencial (Curva de calibracion)

Figura 19. Curva de calibracién para P. aeruginosa suplementada con
glicerol

e Diésel

Finalmente, al analizar la Figura 20 se observa nuevamente un crecimiento
potencial, esta curva muestra el aumento en la concentraciéon celular a altas
absorbancias (de 1.20E+08 UFC/mL a 0.264 Abs hasta 3.17E+12 a 1.405
Abs).

Esta relacion es particularmente util para el monitoreo en tiempo real del
crecimiento bacteriano sin necesidad de realizar conteos de UFC/mL

frecuentes, lo que puede ahorrar tiempo y recursos en futuras investigaciones.
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Figura 20. Curva de calibracion para P. aeruginosa suplementada con
diésel

6.4. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en diferentes
fuentes de carbono adicionales

La realizacion de dos monitoreos de crecimiento, uno basal y otro con las

fuentes de carbono adicionales, permitio evaluar el efecto especifico de la

adicion de estos sustratos en el cultivo de P. aeruginosa, el cual se explica a

continuacion:
e Medio basal

Analizando la Figura 21 podemos observar que la curva de crecimiento de P.
aeruginosa en caldo LB mostré el patron tipico de crecimiento bacteriano con
una fase de latencia de aproximadamente 2 horas. A partir de las 2.5 horas, se
observa un incremento rapido en la concentracion de biomasa, indicando el
inicio de la fase exponencial, la cual duré aproximadamente 5 horas, la tabla
de datos se puede observar en el Anexo 7. La fase estacionaria se alcanz6
tras unas 7 horas de incubacion y la concentracion maxima fue de 4.18E+11
UFC/mL a las 23 horas.
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Figura 21. Curva de concentracion UFC/mL para P. aeruginosa en medio
LB

En términos de parametros de crecimiento, el medio basal mostré una biomasa
maxima de 4.18E+11 UFC/mL. La tasa de crecimiento especifica fue de
0.7187 h1, resultando en un tiempo de duplicacién de 1.391 horas. El tiempo
para alcanzar la tasa maxima de crecimiento fue de 7.177 horas. Estos
pardmetros sugieren que, aunque el crecimiento es sostenible en el medio
basal, esta limitado en comparacién con los medios suplementados. EI medio
basal sirvi6 como una referencia importante para evaluar el impacto de los

diferentes suplementos en el crecimiento bacteriano.
e Medio suplementado con aceite de oliva

Analizando la Figura 22, podemos identificar que la fase de latencia abarca de
las 0 horas hasta las 1.5 horas, esta fase refleja el periodo de adaptacion de la
bacteria al nuevo medio. La fase exponencial se extiende de las 2 horas hasta
las 7 horas, y luego el crecimiento empieza a desacelerar hasta llegar a la fase
estacionaria de las 7 a las 23 horas, alcanzando una biomasa méxima de
6.39E+12 UFC/mL.

De esta manera, si analizamos el rendimiento de biomasa en ambos medios,

podemos notar que: el medio basal tuvo un incremento de 1.00E+09 a
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2.00E+11 UFC/mL en 7 horas y el aceite de oliva un incremento de 2.00E+09
a 4.20+12 UFC/mL en el mismo periodo de tiempo. Esto representaria un
rendimiento de hasta 20 veces mayor para el aceite de oliva en comparacion
con el medio basal, lo que indicaria su eficacia como fuente de carbono

adicional.

x10"?
T

6+ i

Biomasa (UFC/mL)

| 1 | | 1

0 5 10 15 20
Tiempo (horas)

Figura 22. Curva de concentracion para P. aeruginosa suplementada con
aceite de oliva

Por otro lado, analizando los parametros obtenidos de la funcién logistica
explicada en la seccion 3.4.1, la concentracion de biomasa maxima (X,,4x) €N
el medio basal fue de 4.18E+11 UFC/mL en comparaciéon al medio
suplementado con aceite de oliva que fue de 6.39E+12 UFC/mL, esto indica
gue el medio suplementado con aceite de oliva permitié alcanzar una poblacién
bacteriana mas alta que el medio basal. Esta fuente de carbono probablemente

aporto6 nutrientes adicionales que favorecieron un mayor crecimiento.

Asimismo, la tasa de crecimiento especifica (Uyay) fue de 0.7187 ht para el
medio basal, mientras que en el medio suplementado con aceite de oliva fue
de 0.697 h1, lo que indica que la tasa de crecimiento maxima fue ligeramente
menor en el medio con aceite de oliva. Sin embargo, al expresar estas tasas

en términos de duplicaciones por hora, el medio con aceite de oliva mostré un
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tiempo superior. Esto sugiere que, aunque la tasa de crecimiento especifica es
ligeramente inferior, la poblacién bacteriana en el medio con aceite de oliva

puede alcanzar niveles mas altos de biomasa en un periodo de tiempo mayor.

Ademas, el periodo durante el cual el crecimiento es mas rapido (t.,,) fue de
7.177 horas en el medio basal y de 6.179 horas en el medio con aceite de oliva.
Esto indica que, a pesar de que el medio con aceite de oliva permite un
crecimiento mas elevado, la duracién de la fase exponencial fue més corta en

este medio.

e Medio suplementado con glicerol
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Figura 23. Curva de concentracion para P. aeruginosa suplementada con
glicerol

La Figura 23 nos muestra el crecimiento de P. aeruginosa en un medio
suplementado con glicerol, donde podemos identificar la fase de latencia la
cual tuvo una duracion de 3 horas, pues el crecimiento es lento en
reproduccion. A partir de las 3 horas se observa un quiebre en la gréafica, esto
representa el inicio de la fase exponencial de crecimiento, donde hay un
incremento rapido de biomasa (de 2.82E+10 a 3.23E+12) hasta las 7 horas. A

partir de las 7 horas podemos notar una desaceleracién en el crecimiento hasta
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alcanzar la fase estacionaria, que se extiende de las 7 hasta las 23 horas, con
una concentracion final maxima de 3.98E+12 UFC/mL.

Figueroa (2021) realiz6 pruebas de deteccion de produccion de biosurfactantes
utilizando glicerol (3% v/v) como fuente de carbono, con lo cual logré cuantificar
11.33E+08 UFC/mL a un tiempo de 7.96 h. Haciendo uso del Anexo 7 y la
Figura 19 podemos notar que el resultado obtenido en nuestro estudio para el
glicerol (3.23E+12 UFC/mL a las 7 horas) es considerablemente mayor aun
cuando se utilizé una concentracion menor del sustrato (2% v/v), esto puede
deberse a la disponibilidad extra de nutrientes en el medio LB a diferencia del
medio minimo mineral utilizado en el estudio de Figueroa (2021), ademas de

la concentracion de biomasa inicial utilizada en cada estudio.

Por otra parte, el medio suplementado con glicerol mostré resultados
interesantes en términos de crecimiento bacteriano. La concentracion de
biomasa maxima alcanzada fue de 4.00E+12 UFC/mL, la cual es superior al
medio basal (4.18E+11 UFC/mL) y al medio con diésel (3.17E+12 UFC/mL),
aunqgue ligeramente inferior al medio con aceite de oliva (6.39E+12 UFC/mL).
Esto sugiere que el glicerol proporciona condiciones favorables para el
crecimiento bacteriano, permitiendo alcanzar una poblacion

considerablemente alta.

Si hablamos de los parametros obtenidos de la grafica, la tasa de crecimiento
especifica en este medio fue notablemente superior a todos los demas, con un
valor de 1.317 h. Esta tasa de crecimiento elevada se refleja en el tiempo de
duplicaciébn mas corto entre todos los medios estudiados, siendo de apenas
0.759 horas. Estos datos indican que las bacterias se reprodujeron mas
rapidamente en presencia de glicerol, sugiriendo que este sustrato es
facilmente metabolizable por la poblacion bacteriana.

Ademas, el tiempo en el que ocurre la tasa maxima de crecimiento para el
medio con glicerol fue el mas corto de todos, con 5.992 horas. Esto implica
gue las bacterias alcanzaron su fase de crecimiento exponencial mas
rapidamente en este medio, lo que podria indicar una adaptacion mas rapida

al glicerol como fuente de carbono.
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Los resultados obtenidos indican que el glicerol no solo favorece un
crecimiento bacteriano significativo y acelerado, sino que también facilita una
adaptacion mas efectiva en comparacion con los otros medios evaluados. A
pesar de que la biomasa final observada no alcanzo los niveles mas altos, la
eficiencia del crecimiento, medida en términos de velocidad y capacidad de
adaptacion, fue notablemente superior cuando se utilizd glicerol como
suplemento. Sin embargo, un rapido crecimiento no necesariamente se
traduce en una mayor produccién de biosurfactantes, esto es interesante
porque autores como Barrionuevo (2017) reportan que el uso de sustratos
solubles en agua, como el glicerol, resulta en una produccion menor de
biosurfactantes en comparacion con el uso de sustratos no solubles en agua,

como los n-alcanos y otros tipos de hidrocarburos.

No obstante, tiempos de crecimiento mas cortos pueden llevar a una fase
estacionaria mas temprana, donde tipicamente ocurre la mayor acumulacion
de biosurfactantes, como se ha venido explicando, y esto podria permitir ciclos
de produccidon mas rapidos en aplicaciones industriales. La clave estaria en
complementar los datos de crecimiento con mediciones directas de la
produccion de tensioactivos para asi desarrollar estrategias de produccion

eficientes.
e Medio suplementado con diésel

La Figura 24, muestra que existe un cambio lento de crecimiento de las 0 a las
2.5 horas, lo cual representa la fase de latencia de la bacteria. A partir de las 3
horas hay un incremento rapido, lo que identificamos como la fase exponencial
(de 6.08E+10 a 5.45E+11). A las 7 horas es el inicio de la fase estacionaria
gue se prolonga hasta las 23 horas, alcanzando un valor maximo de biomasa
de 3.17E+12 UFC/mL.

Abdulsalam et al. (2017) lograron una concentracion celular de 3.3E+08
UFC/mL a las 144 horas utilizando un medio mineral suplementado con 2% de
diésel. En comparacion, en este estudio se obtuvo 3.38E+08 UFC/mL ala 1
hora, estos resultados muestran que se alcanzé una concentracion
ligeramente mayor en un tiempo menor. La concentracion de biomasa maxima

(3.17E+12 UFC/mL) fue superior al medio basal pero inferior a los medios con

43



aceite de oliva y glicerol. Esto indica que el diésel también favorecio el

crecimiento bacteriano, aunque en menor medida que los otros suplementos.
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Figura 24. Curva de concentracion para P. aeruginosa suplementada con
diésel

La tasa de crecimiento especifica en el medio con diésel (0.6059 h) fue la
mas baja, resultando en el tiempo de duplicacién mas largo (1.650 horas). Esto
sugiere que, aunque el diésel permite un crecimiento considerable, el proceso
es mas lento en comparacion con los otros medios. El tiempo de la tasa
maxima de crecimiento para el medio con diésel fue el mas largo (9.579
horas), indicando una fase de adaptacién mas prolongada antes de alcanzar

el crecimiento exponencial maximo.

Finalmente, analizando las 4 curvas de crecimiento presentadas y comparando
el crecimiento de P. aeruginosa en los diferentes medios podemos notar que
el medio LB suplementado con las fuentes de carbono adicionales estimuld el
crecimiento bacteriano mas alla de los nutrientes disponibles en el medio LB.
La fase de latencia redujo en todos los casos, siendo mas notable en el medio
suplementado con aceite de oliva, o que sugiere una rapida adaptacion por

parte de P. aeruginosa a este sustrato.
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Asimismo, el aceite de oliva mostré la fase exponencial mas pronunciada,
seguida por el glicerol y diésel, el medio basal tuvo la fase exponencial mas
lenta. Estos resultados evidencian la capacidad de P. aeruginosa para utilizar
estos compuestos como fuentes suplementarias de carbono y energia. La
mayor tasa de crecimiento alcanzada con el aceite de oliva como fuente de
carbono adicional sugiere que P. aeruginosa puede metabolizar eficientemente
los acidos grasos presentes en este sustrato. Esto podria estar relacionado
con la produccion de lipasas y otras enzimas que facilitan la degradacion de

lipidos complejos (Uscategui et al., 2012).

Acufa (2019) reporta resultados similares a los obtenidos en este estudio. En
su investigacion, se observo la méxima produccion de biosurfactante utilizando
medio LB con aceite de oliva como fuente de carbono adicional, sin embargo,
el tiempo de incubacion fue de 4 dias, con las mismas condiciones de agitacion
(220 rpm) y temperatura (30°). Ademas, llevé a cabo un ensayo en el que utilizé
glicerol como fuente de carbono en un medio diferente (MMS). Los resultados
indicaron que la cantidad de biosurfactante producida en este medio fue inferior
en comparacion con la obtenida en medio LB utilizando la misma fuente de
carbono. Esto sugiere que el tipo de medio de cultivo puede tener impacto
significativo en la produccion de biosurfactantes, incluso cuando se utilizan las

mismas fuentes de carbono.

Asimismo, Osorio (2018) experiment6 con la adicion de aceite de cocina al
medio minimo de sales, incubando la mezcla en un shaker durante 4 dias. Sin
embargo, su estudio concluyd que es mas eficiente cultivar en caldo LB con

aceite durante 48 horas, en lugar de utilizar el medio minimo de sales.

De esta manera, la versatilidad metabdlica de P. aeruginosa para degradar y
asimilar hidrocarburos y aceites se corrobora con estos hallazgos. Esta
capacidad es particularmente relevante en el contexto de la produccion de
biosurfactantes, ya que sugiere que la bacteria puede adaptarse a una
variedad de sustratos, incluyendo subproductos industriales como el glicerol o
contaminantes como el diésel, lo cual es ventajoso para la optimizacion de

procesos de produccién industrial mas econémicos y sostenibles.
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6.5. Obtencion de metabolito con potencial biosurfactante
La obtencion de un sobrenadante libre de células es un paso crucial en la
investigacion de metabolitos extracelulares, como los biosurfactantes,
producidos por microorganismos (Figueroa, 2021). Este proceso permitio, por
una parte, separar los compuestos de interés, y por la otra, eliminar la
interferencia de las células bacterianas en los analisis posteriores (Figura 25).

Figura 25. Resultado de la centrifugaciéon de los medios de cultivo. A) El cultivo
en medio LB sin suplementar; B) El cultivo en medio LB suplementado con
aceite de oliva; C) El cultivo en medio LB suplementado con glicerol; D) El
cultivo en medio LB suplementado (Fuente: Elaboracién propia)

Puede observarse en la figura la clara separacion entre el sobrenadante y los
restos celulares precipitados. Se centrifugaron aproximadamente 35 mL de
sobrenadante con potencial biosurfactante de cada muestra y se recuperaron
alrededor de 33 mL de sobrenadante mediante decantacion. Utilizando la
formula explicada en el acapite 5.4., este resultado presenta un rendimiento de
aproximadamente el 95% de sobrenadante con potencial biosurfactante, lo
cual es un indicador positivo de la eficacia del proceso de separacion.
Industrialmente, estos resultados son prometedores, pues este porcentaje de
recuperacion sugiere que el proceso de obtenciéon es altamente eficiente y

podria ser econémicamente viable a gran escala.
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De la misma manera, la biomasa precipitada es un subproducto valioso que
podria tener aplicaciones en diversas industrias, por ejemplo, como aditivo en
alimentos para animales o como materia prima para la producciéon de
biocombustibles. La implementacion de estrategias de aprovechamiento de
esta biomasa, podria mejorar significativamente la sostenibilidad y rentabilidad
del proceso a escala industrial. Esto no solo maximizaria el valor extraido de
cada lote de produccion, sino que también alinearia el proceso con los

principios de la bioeconomia y la produccién sostenible.

6.6. Método de dispersion de aceite
Al realizar esta prueba se pudo concluir que, P. aeruginosa produce
activamente moléculas biosurfactantes durante las condiciones de crecimiento

establecidas en el estudio.
e Medio basal

La Figura 26 muestra la formacion de un halo pequefio de aproximadamente
1.5 cm, lo que indica una produccién basal de BS en el medio LB. Este
resultado es indicativo de que Pseudomonas aeruginosa es capaz de utilizar
las fuentes de carbono presentes en el medio LB, como extracto de levadura y
triptona, para apoyar no solo su crecimiento, sino también la sintesis de

biosurfactantes, aungque a niveles relativamente bajos.

Figura 26. Dispersion del aceite utilizando sobrenadante con potencial
biosurfactante obtenido del cultivo en LB (Fuente: Elaboracion propia).
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Este comportamiento no es del todo inesperado. El medio LB, siendo rico en
nutrientes, proporciona suficientes elementos basicos para que la bacteria
mantenga una produccion basal de BS sin la necesidad de fuentes de carbono
adicionales, sin embargo, al comparar estos resultados con los obtenidos en
los cultivos suplementados se observa una clara mejora en la produccion de
BS, evidenciada por un halo de mayor tamafio. Esto valida la hipétesis de que

la adicion de dichas fuentes potencia la produccién de biosurfactante.
e Medio suplementado con aceite de oliva

La Figura 27 muestra el halo mas grande y definido, de aproximadamente 3
cm, sugiriendo la mayor produccion de biosurfactantes. Este resultado destaca
la eficiencia del aceite de oliva como fuente de carbono adicional para
potenciar la produccion de BS por Pseudomonas aeruginosa. Estos resultados
coinciden parcialmente con los obtenidos por Acufia (2019), quien también
report6 un halo prominente al utilizar biosurfactante extraido de un
sobrenadante libre de células derivado de un cultivo en medio LB

suplementado con aceite de oliva para la prueba de dispersion de aceite.

Figura 27. Dispersion del aceite utilizando un cultivo en LB suplementado con
aceite de oliva (Fuente A: Elaboracion propia; B: Acufia, 2019).
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Sin embargo, es notable que en el estudio de Acufia (2019) se observé un halo
aun mayor que el reportado en esta investigacion. Esta diferencia puede
atribuirse a varios factores, como la edad del cultivo utilizado por Acufia, que
tenia 4 dias, en comparacion con el tiempo de cultivo mas corto empleado en
el presente estudio. Ugaz-Hoyos et al., (2020) reportan que la produccién de
biosurfactantes tiende a incrementarse durante la fase estacionaria del
crecimiento bacteriano, una etapa donde la acumulacién de productos
secundarios como los biosurfactantes es mas pronunciada; los autores
reportan valores de didmetro de halo de dispersion mayores en los cultivos que
tenian 5 dias.

e Medio suplementado con glicerol

La Figura 28 presenta los resultados de la prueba de dispersién de aceite
utilizando el sobrenadante obtenido de un cultivo en medio LB suplementado
con glicerol. En esta figura, se observa un halo de dispersion intermedio de
aproximadamente 1.5 cm, lo que indicaria una produccion positiva de BS en
este medio. Los resultados positivos de la dispersion del aceite coinciden con
los alcanzados por Guatemala y Barrera (2018), quienes también utilizaron un

medio suplementado con glicerol para este ensayo.

No obstante, el halo observado en este estudio es mas pequefio en
comparacién. Esto puede deberse a la concentracién de glicerol utilizada, la
cual fue del 2%, mientras que Guatemala y Barrera utilizaron el 3%, lo que
pudo haber incrementado la produccion de BS. Ademas, en dicho estudio, se
empled un medio de cultivo mas complejo (PPGAS) y se realizé una extraccion
del biosurfactante, lo que permiti6 concentrar los ramnolipidos y obtener un

halo de dispersion més grande.
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Figura 28. Dispersion del aceite utilizando un cultivo suplementado con glicerol
(Fuente A: Elaboracion propia; B: Guatemalay Barrera, 2018).

Por otro lado, en este estudio, el halo es menor al observado en el medio
suplementado con aceite de oliva e igual al del medio basal, este resultado
indica que, bajo las condiciones experimentales empleadas, el glicerol es una
fuente de carbono que induce la produccion de biosurfactantes en
Pseudomonas aeruginosa, aunque no es la mejor en comparacioén con otros

suplementos.
e Medio suplementado con diésel

La Figura 29 evidencia que, al someter el sobrenadante obtenido del cultivo
suplementado con diésel al ensayo de dispersion de aceite, se observo un halo
de aproximadamente 2 cm, lo que sugiere que el diésel también estimula la
produccion de BS, aunque en menor medida que el aceite de oliva. Por lo tanto,
la capacidad de Pseudomonas aeruginosa para sintetizar biosurfactantes en
presencia de diésel no solo indica su habilidad para utilizar estos compuestos
como fuente de carbono, sino también su potencial para participar en procesos
de remediacion ambiental. Los biosurfactantes producidos pueden mejorar la
efectividad de los tratamientos de biorremediacion al facilitar la movilizacion y
biodegradacion de los hidrocarburos, contribuyendo asi a la limpieza de

ambientes contaminados de manera mas eficiente.
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Figura 29. Dispersién del aceite utilizando sobrenadante con potencial
biosurfactante obtenido del cultivo en LB suplementado con diésel (Fuente:
Elaboracién propia).

Los resultados de las 4 pruebas de dispersion de aceite se compararon con un
control negativo (medio de cultivo no inoculado), como se muestra en la Figura
30. También podrian hacerse controles positivos (usando un surfactante
sintético conocido) para complementar los resultados de esta prueba, pero no

se contaba con los recursos para la adquisicion.

Figura 30. Control negativo para la prueba de dispersion de aceite (Fuente:
Elaboracién propia)
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La formacion de ese halo transparente por desplazamiento del aceite indicé
actividad biosurfactante en todos los sobrenadantes bacterianos. Estudios
previos como el de Morikawa et al. (2000), demuestran que el area del halo es
proporcional a la concentracion de biosurfactantes. Sin embargo, en este
ensayo no se realiz6 una cuantificacion. El objetivo era confirmar
cualitativamente la presencia de moléculas con propiedades surfactantes en el
medio extracelular de P. aeruginosa después del crecimiento en condiciones

favorables para la produccion de biosurfactantes.

En resumen, los resultados de la prueba de dispersion de aceite muestran que
el medio LB por si solo permite la produccién de biosurfactantes, pero la
suplementacion con diferentes fuentes de carbono optimiza esa produccion. El
aceite de oliva demostro ser el suplemento mas eficaz, seguido por el diésel y
el glicerol. Esto sugiere que, aunque el medio basal puede soportar la
produccion de biosurfactantes, la seleccion de una fuente de carbono
adecuada puede mejorar significativamente la eficacia del proceso. Estos
hallazgos proporcionan una base para la optimizacion de la produccién de
biosurfactantes en aplicaciones industriales y medioambientales, destacando
la importancia de ajustar las condiciones de cultivo para maximizar el

rendimiento de Pseudomonas aeruginosa.

Finalmente, basandonos en el tipo de investigacion realizada y los resultados
obtenidos, tanto las mediciones de crecimiento como las del halo de dispersion
de aceite proporcionan evidencia para comprobar nuestra hipétesis. En cuanto
al crecimiento bacteriano, las curvas de crecimiento obtenidas para los
diferentes medios de cultivos (testigo, aceite de oliva, glicerol y diésel)
muestran variaciones significativas en términos de la tasa de crecimiento y la
concentracion maxima. Estas diferencias indican claramente que las distintas
fuentes de carbono afectan el crecimiento de P. aeruginosa de manera

diferencial.

Por otro lado, las variaciones observadas en el tamafio del halo entre los
diferentes medios de cultivo sugieren que la fuente de carbono influye en la
capacidad de la bacteria en estudio para producir biosurfactantes. Ambas

observaciones respaldan nuestra hipotesis alternativa (H1) de que cultivar P.
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aeruginosa con diferentes fuentes de carbono afecta significativamente su

crecimiento y la capacidad biosurfactante de los metabolitos obtenidos.

Ademas, los resultados parecen apoyar nuestra hipétesis positiva (H+), ya que
algunas fuentes de carbono (como el aceite de oliva o glicerol) parecen
incrementar tanto el crecimiento como la produccion de biosurfactantes en

comparaciéon con otras fuentes.
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VIl.  Conclusiones

La elaboracion de este estudio y el andlisis de los resultados han llevado a

formular las siguientes conclusiones:

Los resultados obtenidos mostraron que todas las fuentes de carbono
adicionales (aceite de oliva, glicerol y diésel) estimularon un mayor crecimiento
bacteriano en comparaciéon con el medio basal (LB). De este modo, el aceite
de oliva proporcioné el crecimiento mas rapido alcanzando una absorbancia
méaxima de 1.576 y la mayor densidad celular final (6.39E+12 UFC/mL),
seguido por el glicerol (1.458 Abs y 3.98E+12 UFC/mL) y el diésel (1.405 Abs
y 3.17E+12 UFC/mL). Por otro lado, las curvas de crecimiento mostraron una
reducciéon en la fase de latencia y un aumento en la tasa de crecimiento

exponencial para los medios suplementados.

El analisis de los parametros de crecimiento reveld informacion adicional
valiosa. El medio con glicerol mostré la tasa de crecimiento especifica (Umax)
mas alta, de 1.317 h', y el tiempo de duplicacién mas corto, de 0.759 horas,
indicando una rapida adaptacion de las bacterias a este sustrato. Por otro lado,
el diésel present6 la tasa de crecimiento mas baja (u,,s, de 0.6059 ht) y el
tiempo més largo para alcanzar la tasa méaxima de crecimiento (9.579 horas),

sugiriendo una adaptacion mas prolongada a este sustrato complejo.

En la obtencion del metabolito con potencial biosurfactante, se logré un
rendimiento del 95% en la recuperacién del sobrenadante libre de células
mediante centrifugacion y decantacién. Este alto rendimiento sugiere que el

proceso de obtencion es eficiente y potencialmente escalable a nivel industrial.

Se detect6 actividad biosurfactante en todos los medios de cultivo, incluido el
medio basal LB. El sobrenadante del cultivo suplementado con aceite de oliva
mostro la mayor actividad biosurfactante, evidenciando el halo mas grande y
definido en la prueba de dispersion de aceite. Los cultivos suplementados con
glicerol y diésel también mostraron una actividad biosurfactante mejorada en

comparaciéon con el medio basal, aunque menor que la del aceite de oliva.

Estos resultados confirman que Pseudomonas aeruginosa tiene la capacidad

de producir biosurfactantes y que cultivarla con diferentes fuentes de carbono
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adicionales afectan significativamente su crecimiento y, potencialmente a la
producciéon de biosurfactantes. La eleccién del sustrato puede optimizarse
dependiendo del objetivo especifico: el glicerol podria ser preferible para una
produccion rapida de biomasa, mientras que el aceite de oliva seria la opcion
mas adecuada para alcanzar una mayor biomasa final y potencialmente una

mayor produccion de biosurfactante.

Por lo tanto, este estudio no solo contribuye al avance del conocimiento en la
produccién de estos metabolitos de interés biotecnolégico como una estrategia
hacia la sostenibilidad, sino que también proporciona bases para el desarrollo
de estrategias para la optimizacion de las condiciones de cultivo en procesos
de fermentacion. Ademas, fortalece el compromiso de la universidad con la
investigacion y desarrollo de tecnologias amigables con el medio ambiente,
sentando las bases para futuras investigaciones en la optimizacion de la

produccion de biosurfactantes.
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VIll. Recomendaciones

Al presentar los resultados de esta investigacion, no solo se abren nuevas
oportunidades, sino que también emergen nuevas preguntas que deben ser

abordadas. En este contexto, se proponen las siguientes recomendaciones:

1. Realizar la purificacion del biosurfactante del sobrenadante libre de
células, permitiendo el estudio cuantitativo de estos, para determinar la
concentracion exacta de biosurfactantes producidos en cada condicién
de cultivo.

2. Implementar pruebas complementarias como la cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPCL, por sus siglas en inglés) o la cromatografia
liguida de alto rendimiento (UPLC) para caracterizar la estructura y
composicion de los biosurfactantes producidos.

3. Evaluar la produccion de biosurfactante a diferentes tiempos de cultivo,
especialmente durante la fase estacionaria tardia y la fase de muerte
celular, donde la produccion de metabolitos secundarios podria ser
mayor.

4. Realizar un analisis costo-beneficio considerando que, si bien el aceite
de oliva mostré6 mejores resultados, también es la fuente de carbono
mas costosa. Esto daria la pauta a investigar la posibilidad de utilizar
sustratos de bajo costo o residuos industriales como fuentes de carbono
para la produccion de biosurfactantes, mejorando asi la sostenibilidad

del proceso.
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X. Anexos

Anexo 1. Repiques de colonia cepa QIA-13 y control negativo

Anexo 2. Repiques de colonias cepa QIA-02 y control negativo
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Anexo 3. Frotis a partir de los repiques de QIA-02 y QIA-13
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Anexo 5. Crecimiento bacteriano en diluciones 10"-4y 10"-5

Anexo 6. Resultados de absorbancia para cada condicion de crecimiento

de Pseudomonas aeruginosa

Absorbancia

Tiempo (h) Testigo  Aceite  Glicerol Diésel

t0 0 0.327 0.610 0.438 0.264
tl 0.5 0.377 0.618 0.444 0.313
t2 1 0.397 0.642 0.478 0.365
t3 15 0.409 0.743 0.500 0.374
t4 2 0.514 0.763 0.529 0.408
tS 2.5 0.654 0.918 0.584 0.529
t6 3 0.820 1.119 0.648 0.887
t7 4 0.851 1.184 0.919 0.734
t8 5 1.058 1.349 1.156 0.857
t9 6 1.265 1.486 1.291 0.965
t10 7 1.326 1.506 1.409 1.052

t11 23 1.468 1.576 1.458 1.405
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Anexo 7. Numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) en

Diferentes Medios alo Largo del Tiempo

UFC/mL

Tiempo _ ' . _

) Testigo  Aceite Glicerol Diésel
t0 0 1.00E+09 2.00E+09 2.62E+09 1.20E+08
tl 0.5 3.99E+09 2.13E+10 2.84E+09 3.38E+08
t2 1 5.00E+09 7.00E+10 4.46E+09 8.62E+08
t3 15 4.58E+09 6.55E+10 5.87E+09 1.00E+09
t4 2 1.80E+10 3.70E+11 8.27E+09 1.70E+09
tS 2.5 1.30E+10 2.38E+11 1.51E+10 8.27E+09
t6 3 2.64E+10 7.93E+11 2.85E+10 6.08E+10
t7 4 3.80E+10 1.16E+12 2.39E+11 1.56E+11
t8 5 7.10E+10 2.32E+12 9.67E+11 1.93E+11
t9 6 1.20E+11 2.60E+12 1.90E+12 3.22E+11
t10 7 2.00E+11 4.20E+12 3.23E+12 5.45E+11
t11 23 4,18E+11 6.39E+12 3.98E+12 3.17E+12

Anexo 8. Resultados de los parametros de crecimiento a partir de la

funcion logistica en MATLAB

X Tiempo de
. max 1 . .,
Medio (UFC/mL) Mmax (h™) texp (h) dupll(z?mon
Basal 4.18E+11 0.7187 7.177 1.391
Aceite de 6.39E+12 0.697 6.179 1.435
oliva
Glicerol 4.00E+12 1.317 5.992 0.759

Diesel 3.17E+12 0.6059 9.579 1.650
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Anexo 9. Pesado de medios de cultivo

Anexo 10. Placas utilizadas en el recuento de UFC
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