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1. RESUMEN

La produccion excesiva de plasticos sintéticos ha causado grandes problemas ambientales
en distintos ecosistemas terrestres y acudticos, debido a la gran acumulacion y baja
reciclabilidad. Por lo tanto, se ha intensificado la investigacion de los biopolimeros, los
cuales se definen como macromoléculas naturales o producidas mediante procesos
biotecnolédgicos, formadas por la polimerizacion de mondmeros orgdnicos, que se
obtienen a partir de organismos vivos o de materias primas renovables mediante
fermentacion microbiana, ingenieria genética o sintesis enzimatica. Dentro de estos,
existen los Polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros microbianos con caracteristicas
biodegradables y biocompatibles que son producidos por distintos microorganismos.
Dentro del grupo de los PHA, el polihidroxibutirato (PHB) se destaca debido a que posee
caracteristicas similares al polipropileno. Por esta razon, el objetivo de este proyecto fue
aislar cepas bacterianas del género Bacillus, seleccionar una cepa altamente productora de
PHA, Determinar su género y especie mediante analisis filogenético, asi como optimizar
los parametros de fermentacion, estudiar la cinética de produccion de PHA a distintos
tiempos de fermentacion, asi como caracterizar el biopolimero con técnicas fisicoquimicas
(FTIR, DSC, RMN) y evaluar la potencial aplicabilidad del biomaterial en el area
biomédica. Los resultados mostraron a una cepa altamente productora de PHA,
identificada como B. cereus 12GS, la cual demostré hasta un 87% de rendimiento
utilizando parametros Optimos de fermentacion. Asimismo, se analizo el extracto
polimérico, demostrando que se produjo un Polihidroxialcanoato de cadena corta
denominado polihidroxibutirato (PHB), se demostro que el PHB producido cuenta con
caracteristicas ideales para distintas aplicaciones. El PHB producido sirvié como modelo
para la produccion de andamios hilados y electrohilados, donde demostré ser un material

apto para el crecimiento de células HDF (Fibroblastos dérmicos humanos).

Palabras clave: Andamios; Bacillus; Biopolimeros; Fermentacion; Polihidroxibutirato



2. ABSTRACT

The excessive production of synthetic plastics has caused significant environmental issues
in various terrestrial and aquatic ecosystems, due to their high accumulation and low
recyclability. Consequently, research on biopolymers has intensified. These are defined
as natural macromolecules, or macromolecules produced through biotechnological
processes, formed by the polymerization of organic monomers obtained from living
organisms or renewable raw materials via microbial fermentation, genetic engineering, or
enzymatic synthesis. Among these, Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are microbial
biopolymers characterized by their biodegradability and biocompatibility and are
synthesized by various microorganisms. Within the PHA group, polyhydroxybutyrate
(PHB) stands out due to its properties, like polypropylene.

Therefore, this project aimed to isolate bacterial strains of the Bacillus genus, select a
highly efficient PHA-producing strain, determine its genus and species through
phylogenetic analysis, and optimize fermentation parameters. Additionally, the study
aimed to investigate the production kinetics of PHA at different fermentation times,
characterize the biopolymer using physicochemical techniques (FTIR, DSC, NMR), and
evaluate the potential applicability of the biomaterial in the biomedical field. The results
revealed a highly efficient PHA-producing strain, Bacillus cereus 12GS, which achieved
up to 87% yield under optimal fermentation conditions. Moreover, analysis of the polymer
extract confirmed the production of a short chain polyhydroxyalkanoate, specifically
polyhydroxybutyrate (PHB), exhibiting properties suitable for various applications. The
produced PHB served as a model for the fabrication of spun and electro spun scaffolds,
demonstrating its suitability as a material for the growth of human dermal fibroblast

(HDF) cells.

Keywords: Bacillus; Biopolymers; Fermentation; Polyhydroxybutyrate; Scaffolds.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Problematica ambiental

La dependencia de la sociedad actual de los plasticos derivados del petréleo o plasticos
convencionales, es innegable debido a su gran desempefio en términos de propiedades
fisicas y durabilidad. Sin embargo, tienen aspectos negativos que incluyen la
recalcitrancia a la biodegradacion, la toxicidad después de la incineracion y el
acumulamiento masivo de desechos en los vertederos y el medio ambiente marino. Esto,
a su vez, ha estado conduciendo a una de las crisis ambientales mas graves, esta es, la
contaminacion por plastico (Mohapatra et al., 2020).

La cantidad de residuos plésticos aumentd significativamente durante la pandemia de
COVID-19 (Badrkhani, 2021). Se observé un aumento importante en el uso de plasticos
de un solo uso. Por lo tanto, existe una enorme cantidad de desechos no gestionados que
amenazan directamente los ecosistemas. Segun la literatura, se producen y desechan 1.6
millones de toneladas de desechos plasticos y 3400 millones de mascarillas cada dia
(Badrkhani, 2021; Nanehkaran et al., 2023). El impacto perjudicial de este problema en el
ecosistema ha sido revelado por varios estudios cientificos que sefialan la necesidad
urgente de desarrollar materiales mas amigables con el medio ambiente. La preocupacion
por el rapido agotamiento de los combustibles fosiles ha creado un interés renovado por
desarrollar procesos alternativos para producir polimeros de origen bioldgico que
satisfagan las necesidades humanas (Aeschelmann & Carus, 2015).

Los problemas relacionados con la acumulacion de plasticos que no son biodegradables
procedentes del petroleo en el medio ambiente, y la rapida terminacion de los recursos
naturales que se utilizan en su produccion, han motivado la investigacion de alternativas
a los polimeros no degradables. En tal caso, los plasticos biodegradables ofrecen la mejor
solucion al peligro ambiental que es causado por los plasticos convencionales y sintéticos
(Muhammadi et al., 2015). El desafio para los nuevos polimeros, se basa mas que nada en
conservar las caracteristicas fisicoquimicas de los plésticos tradicionales, pero que a su
vez, se demuestren competencia a los plasticos sintéticos, lo que indica buen camino

debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad (Keshavarz & Roy, 2010).



4.2 Biopolimeros

Se pueden clasificar como biopolimeros naturales, biopolimeros sintetizados
quimicamente y biopolimeros microbianos (Fig. 1). Los polimeros naturales se clasifican
en tres clases con respecto a sus estructuras quimicas como polisacaridos, donde destaca
el almidon, ademds de proteinas como la albumina y por ultimo poliésteres (Olatunji,
2015). Los biopolimeros sintéticos son un tipo de copoliéster de origen natural, mientras
que los biopolimeros microbianos, como los polihidroxialcanoatos (PHA), son
bioplésticos termoestables y sintetizados por bacterias acumulados como reserva de
energia (Bajaj & Singhal, 2011). En este contexto, la solucion ideal a la contaminacion
ambiental por plasticos es utilizar bioplasticos o biopolimeros derivados de recursos de
biomasa renovable o producidos por una variedad de microorganismos. Al mercado actual
han llegado varios biopolimeros, sin embargo, solo el acido polilactico (PLA) y los
polihidroxialcanoatos (PHA) poseen propiedades térmicas y mecanicas similares a las de
los plésticos convencionales (Kaur et al., 2017).

P
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Figura 1. Clasificacion y ejemplos de biopolimeros.

4.3 Polihidroxialcanoatos
Los polihidroxialcanoatos (PHA) son bioplasticos termoestables, sintetizados por

bacterias que los acumulan como reservas de carbono y energia, esto de gran importancia
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en las distintas cepas productoras, en forma de granulos intracitoplasmaticos.
Dependiendo de la especie bacteriana, del sustrato que se usa y de la fase de crecimiento
microbiana, éstos pueden llegar a representar hasta mas del 80 % del peso seco celular
(Aramvash et al., 2015). Estos microorganismos pueden producirlos a partir de fuentes de
carbono econOmicas generalmente residuos y son de suma importancia por sus
caracteristicas fisicas similares a las de los plasticos convencionales que son derivados del
petréleo, como el polipropileno y polietileno. Los PHA se pueden obtener a partir de
recursos renovables como azucares y aceites vegetales (Tsuge, 2016). Ademas, no se
disuelven en agua, no son téxicos, son biocompatibles, Estos tienen la posibilidad de ser
degradados a dioéxido de carbono y agua en condiciones aerobias o metano en condiciones
anaerobias (Du et al., 2001). Los PHA se pueden clasificar en tres distintos grupos segin
la cantidad de carbonos presentes en su estructura (Raza et al., 2018):
e PHA de cadena corta (scl-PHA): mondémeros que contienen menos de 5 d&tomos de
carbono, donde destaca el Polihidroxibutirato (PHB).
e PHA de cadena media (mcl-PHA): mondmeros que contienen de 5 a 14 dtomos de
carbono.
e PHA de cadena larga (Icl-PHA): con mas de 14 4tomos de carbono; suelen ser
poco comunes.
Los PHA han recibido atencion debido a sus aplicaciones en la industria del embalaje,
biomédica, envasado y agricola. En el embalaje, sirven como alternativas sostenibles y al
mismo tiempo se desarrollan para su uso en plasticos rigidos y flexibles, como
revestimientos y recubrimientos de papel, con propiedades similars al polietileno
(Muthuraj et al., 2021) en el sector biomédico, pueden utilizarse como andamios para la
ingenieria de tejidos y para dispositivos implantables, asi como para sistemas de
administraciéon de medicamentos (Pulingam et al., 2022) en la agricultura, destacan como
laminas y productos similares al embalaje, en estudios temrpranos de mercado (Muthuraj
et al., 2021). En México, se ha investigado el uso de agave y mezquite para la produccioén
de estos biopolimeros, mismos que son importantes en diversos rubros de la economia y
tradicion mexicana, también se ha observado su potencial biotecnoldgico (Martinez-
Herrera et al., 2021). Su aprovechamiento para la produccién de Polihidroxialcanoatos,
que es considerado como el plastico del futuro, el cual pretende seguir estudiando fuentes

6



de carbono econdmicas o de residuos que sirvan como fuente nutricional para su
produccion (Koller, 2017).

Uno de los representantes de los PHA de cadena corta (scl-PHA) de los biopolimeros
microbianos es el polihidroxibutirato (PHB), debido a que contiene un grupo metilo en su
estructura quimica; ademas, el PHB tiene una alta cristalinidad considerablemente mayor,
una estabilidad térmica mejorada y una permeabilidad al oxigeno reducida en
comparacion con otros miembros de los PHA (Markl, 2018; Puppi et al., 2019).

El PHB ha ganado gran atencion como reemplazo de polimeros comerciales no
biodegradables debido a atributos de resistencia mecanica similar al polietileno (PE) y el
polipropileno (PP). Ademas, el PHB exhibe la biodegradabilidad total en diversos
entornos dindmicos naturales, como suelo, compostaje industrial y agua de mar (4/taee et
al., 2016, Thirumala et al., 2010). Asi mismo, tales propiedades inherentes del PHB
permiten su aplicacion en material de empaque, recubrimiento agricola y como portador
en sistema de administracion de fAirmacos (Boey et al., 2021).

Las empresas productoras de PHA han aumentado dependiendo de su localizacion,
Estados Unidos lidera Norteamérica, por empresas como Danimer Scientific y Newlight
Technlogies. En Europa, paises como Alemania, Francia y Reino Unido poseen en
conjunto el 35 % de la cuota de mercado mundial, mientas que Asia se perfila como un
mercado importante con inversiones significativas (Top Polyhydroxyalkanoate (PHA)
Companies in Global 2025 | Global Growth Insights, n.d.).

En la actualidad, existe una creciente demanda de produccion de PHA. Seglin las
estadisticas del Instituto Nova, se proyecté que la produccion mundial de biopolimeros
aumentaria un 400 % del 2013 al 2018. Dicho lo anterior, se documenta la promesa que
ofrecen los PHA, reforzados por los avances en la ingenieria genética y la fermentacion
bacteriana, pero sefialan que los desafios econdmicos y técnicos limitan al desarrollo
actual (Pulingam et al., 2022). El obstaculo significativo que dificulta la produccion de
PHA a gran escala sigue siendo su costo de produccion (Aeschelmann & Carus, 2015). Se
han invertido grandes esfuerzos en mitigar los gastos de produccion de PHA, donde una
parte se ha logrado mediante la busqueda de cepas bacterianas eficientes y la optimizacion
de los distintos procedimientos de fermentacion y recuperacion (Gurieff & Lant, 2007).

Esos desafios incluyen un alto costo de producciéon independiente a la aplicacion; un
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precio elevado de alrededor de 10 dolares por kilo, donde el costo de otros polimeros es
mas bajo (Bugnicourt et al., 2014). Para combatir tales problematicas, se deben
implementar el establecer los valores Optimos para cada uno de los parametros de
operacion involucrados en el proceso de fermentacion, siendo de mayor incidencia el pH,
tiempo de fermentacion y la temperatura (Kulpreecha et al., 2009), el uso de materias
primas alternativas como desechos y residuos (Koller, 2018), combinar los materiales con
otros polimeros de mayor resistencia (Hutanu, 2014) y lograr una pureza adecuada de los

biomateriales (Pulingam et al., 2022).

4.4 Bioprospeccion

La bioprospecion bacteriana consiste en la exploracion y utilizacion sistémica sobre
especies para descubrir nuevos compuestos y aplicaciones, especialmente en el campo de
la biotecnologia (Demisie et al., 2024). Ademas, la bioprospeccion no solo implica una
exploracion cientifica, también un compromiso ético y legal, en especial bajo el marco del
Protocolo de Nagoya sobre acceso a los recursos genéticos y participacion justa y
equitativa en los beneficios que se seriven de su utilizacion, es decir, que al aislar bacterias
de un entorno natural, se estd accediendo a un recurso genético, y si este recurso tiene
potencial biotecnologico, puede generar beneficios econémicos (México Coyoacan et al.,
n.d.). La seleccion de la cepa microbioldgica es el punto inicial para la produccion de PHA
deseado. Esta eleccion es de gran impacto en el tipo de sustrato utilizado, los pardmetros
de fermentacion y la estructura molecular del biopolimero producido, de aqui viene la
inquietud por seguir buscando nuevas cepas productoras con propiedades cada vez
mejores de las ya reportadas (Han et al., 2014). Sin embargo, todavia hay muchas bacterias
productoras de polihidroxialcanoatos potenciales que permanecen sin descubrir. Diversas
investigaciones han intentado aislar nuevos biopolimeros que producen bacterias de varios
entornos para producir nuevos componentes de PHA con potenciales aplicaciones
industriales (Han et al., 2014). Asi mismo, se han reportado aislamientos a partir de
muestras de suelo caracterizadas por presentar condiciones climaticas favorables para el

desarrollo de microorganismos productores de PHA (Thirumala et al., 2022).



4.5 Géneros microbianos productores de PHA

Se han reportado mas de 300 especies de microorganismos productores de PHA,
principalmente bacterias. Diversas cepas se han estudiado en la produccion de PHA, y por
este motivo se planea producirlo a escala industrial utilizando bacterias Gram negativas
como Cupriavidus necator, Aeromonas hydrophila, y algunas especies de Pseudomonas,
porque estas bacterias muestran un mejor crecimiento y una mayor produccion de PHA
que las bacterias Gram positivas (Arikawa et al., 2017; Wang et al., 2017). Sin embargo,
los PHA aislados de bacterias Gram negativas contienen endotoxinas de lipopolisacaridos
(LPS) de la membrana exterior, que dan una fuerte reacciéon inmunogénica en los seres
humanos. Por esto, los PHA de tales bacterias, son indeseables, particularmente para
aplicaciones biomédicas y/o en el drea de alimentos (Reinecke & Steinbiichel, 2008).
Hasta el momento, se conocen diversas especies bacterianas productoras de PHA,
incluyendo diversas bacterias Gram negativas y Gram positivas, pero solo unas pocas se
utilizan industrialmente, dadas sus altas eficiencias en la transformacion de los sustratos
y concentracion final del biopolimero en sus células (Lopez et al., 2012).

Con respecto a las bacterias Gram positivas, se han reportado como productoras de PHA
algunas especies del género Bacillus, incluyendo B. megateriumy B. cereus (San Miguel-
Gonzalez et al., 2024) asi como también actinomicetos del género Streptomyces
(Vishnuvardhan Reddy et al., 2009). El grupo de bacterias Gram positivas con mejor
caracterizacion y el primer productor de PHA del género Bacillus fue identificado como
Bacillus megaterium por Lemoigne en 1926. Hasta la fecha, se han aislado y caracterizado
muchas especies de bacilos productores de PHA de varios ambientes. Algunos de estos
pueden producir copolimeros de PHA a partir de fuentes de carbono baratas y

estructuralmente no relacionadas (Vishnuvardhan Reddy et al., 2009).

4.6 Aplicaciones

Debido a que los PHA son biodegradables y biocompatibles, suelen tener aplicaciones
prometedoras e interesantes. Se ha utilizado en el campo de la industria para producir
algunas botellas, peliculas protectoras, fibras para empacar los alimentos y cubiertas
agricolas (Lopez et al., 2012). También ha sido reportado para distintas aplicaciones

industriales como material consumibles de uso diario, aditivos para biocombustibles y
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recubrimiento de papel. Varias combinaciones de copolimeros producen biopolimeros con
varias propiedades fisicas interesantes (Rodriguez-Sepulveda & Orrego-Alzate, 2016). En
la agricultura, el PHB se ha informado para la produccion de la manufactura de bolsas
(Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016). A pesar de que aun no hay empresas mexicanas
que se dedican a la produccion de este biopolimero, existe ya un importante avance en la
investigacion sobre el uso de sustratos econdmicos que pueden disminuir el costo de
fermentacion (Flores-Sanchez et al., 2017).

Estas aplicaciones estdn mayormente producidas a las comparadas con la medicina, campo
donde también pueden aportar avances significativos (Abdeladhim et al., 2024). Uno de
los PHA mas utilizados en el campo médico es el PHB, esto gracias a su
biocompatibilidad, siendo el soporte para elaborar filamentos de suturas, vehiculo para
farmacos, constructos para el crecimiento de células, entre otros (Grigore et al., 2019).
Ademas, en medicina, este biomaterial ha sido utilizado para la producciéon de valvulas
cardiacas, injertos para regeneracion de tejidos, guias nerviosas, sintesis de farmacos de
liberacion controlada, hilos para suturas y algodon quirurgico. Debido a esto, se ha
despertado el interés en los PHA para la investigacion sobre el desarrollo de
nanoparticulas cargadas de farmacos dirigidos a la industria farmacéutica, se dice que
estos proporcionan diversas ventajas para la liberacion sostenida de fArmacos, basada en
la tecnologia de microencapsulacion, pues se ha demostrado que pueden usarse en la
liberacion controlada de varios medicamentos (Zhang et al., 2018). Estos materiales
también han sido probados in vitro e in vivo en estudios que utilizan diferentes lineas
celulares como modelos de crecimiento y tejido conectivo de ratén y ratas, como modelos
para la ingenieria de tejidos (Costa-Pinto et al., 2016). Por lo tanto, para poder establecer
aplicaciones comerciales de PHB, especialmente en el area biomédica, es importante
obtener polimeros con peso molecular adecuado y comprender la interrelacion entre peso
molecular y propiedades fisicas, como transiciones térmicas, comportamiento mecanico
(Dominguez-Diaz et al., 2021).

En la ultima década, las nanoparticulas basadas en PHA como transportadores de
farmacos han atraido una atencion significativa para el tratamiento de diversas
enfermedades, debido a su potencial para mejorar los sistemas de administracion de

farmacos existentes mediante el disefio de nuevas formas de dosificacion. Dichas
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formulaciones podrian tener un mejor resultado de tratamiento que la terapia convencional
debido a sus prometedoras propiedades fisicoquimicas (Prakash et al., 2022). Estos
incluyen: La capacidad de superar la solubilidad de los farmacos hidrofobos, ser
facilmente manipulables para la orientacion activa, estabilizacion de los agentes
quimioterapéuticos, biocompatibilidad y no inmunogenicidad, asi como farmacocinética
y farmacodindmica superiores en comparacion con la terapia con medicamentos libres
(Aghebati-Maleki et al., 2020). Sin embargo, los nano-medicamentos basados en PHA
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) no estan disponibles para el
tratamiento, las terapias basadas en nanotecnologia y PHA aun se encuentran en etapas
experimentales, ademas que el costo de produccion es elevado, y aqui radica la
importancia de incluir méas ensayos que conduzcan al proximo tratamiento y sustratos

econdémicos en la produccion del biopolimero (Prakash et al., 2022; Ren et al., 2023).
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5. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, se produjo alrededor del 50 % de la produccion total de plastico de
todos los tiempos, ademas, por la pandemia de COVID-19 estas cifras siguieron en
aumento.

Por lo tanto, se propone la bioprospecciéon de nuevos microorganismos con altos
rendimientos de bipolimeros tipo PHA, ya que representa el punto inicial en el ambito
biotecnolégico de produccion de biomateriales. Asimismo, una optimizacion de
pardmetros de fermentacion para obtener un mayor rendimiento.

Por otro lado, los estudios a nivel laboratorio, permitird que tales biomateriales sean
factibles y competentes para su empleo en aplicaciones biomédicas, debido a que bacterias

Gram positivas son ideales para tales fines.
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6. HIPOTESIS

Una nueva cepa del género Bacillus aislada de un suelo agricola demuestra rendimientos
elevados de biomateriales tipo PHA, que bajo pardmetros Optimos para su biosintesis
permitira obtener un material con cualidades aptas para generar andamios de importancia

biomédica.
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7. OBJETIVO GENERAL

Aislar cepas del género Bacillus productoras de biopolimeros tipo Polihidroxialcanoatos
(PHA) a partir de un suelo agricola, seleccionar una cepa altamente productora, conocer
su identidad mediante pruebas bioquimicas y andlisis filogenético del gen 16S rRNA, y

evaluar la potencial aplicabilidad del biopolimero en la liberacion de farmacos e ingenieria

de tejidos.
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8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y seleccionar mediante técnicas cualitativas y cuantitativas cepas del género
Bacillus altamente productoras de biopolimeros tipo Polihidroxialcanoatos (PHA)
Optimizar los parametros de fermentacion de dos cepas bacterianas mediante un
disefio experimental Taguchi

Identificar la cepa seleccionada de Bacillus por técnicas bioquimicas y
moleculares (16S ARNTr)

Evaluar el comportamiento cinético de Bacillus cereus 12GS en relacion a la
productividad de PHA (g/L) y caracterizar por FTIR, DSC y RMN el biopolimero
producido

Elaborar membranas hiladas de PHB para su evaluacion como vehiculo en la
liberacion controlada de nicotina

Estudiar la factibilidad de andamios electrohilados de PHB para el crecimiento de

fibroblastos dérmicos humanos
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9. CAPITULO11.

AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPAS DEL GENERO BACILLUS
PRODUCTORAS DE BIOPOLIMEROS TIPO POLIHIDROXIALCANOATOS
(PHA)

9.1 Resumen

El aislamiento de bacterias productoras de biopolimeros microbianos tipo
Polihidroxialcanoatos (PHA) y la seleccion de cepas altamente productoras representa el
primer paso en el estudio del incremento de produccion de tal biopléstico. Distintas
especies del género Bacillus han sido reportadas con rendimientos interesantes, sin
embargo, se pretende incrementar tales valores reportadas a traves de cepas altamente
productoras y un medio de cultivo de solo cuatro componentes. Por lo tanto, el objetivo
del presente capitulo fue aislar cepas del género Bacillus, evaluarlas por métodos
cualitativos y cuantitativos la produccién de PHA y seleccionar las sobresalientes, donde
resalto el aislado B12 en biomasa y PHA g/L con 4.6 y 0.65 g/L respectivamente. Por otro
lado, la cepa B1 resultdé con un rendimiento elevado de 40.1 %. Dichas cepas seguiran
siendo estudiadas con la finalidad de incrementar tales rendimientos por medio de

fermentacion liquida a nivel matraz.

Palabras clave: Aislamiento, Bacillus, Cribado, Fermentaciones, Polihidroxialcanoatos
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9.2 Introduccion
Actualmente, los plésticos se han convertido en un componente esencial de la vida
cotidiana, lo que ha dado como resultado un aumento importante en su produccion, que
ha pasado de 1,5 millones de toneladas métricas en 1950 a aproximadamente 370 millones
de toneladas métricas en los ultimos afos (Horton, 2022). Una alternativa a tal
problematica, son los polimeros biodegradables de base bioldgica, con el objetivo de
mitigar la acumulacién de plasticos sintéticos (Moshood et al., 2022).
Los PHA son polimeros biodegradables producidos por diversos microorganismos,
incluidas las cepas de Bacillus, en condiciones ambientales especificas. La produccion del
biopolimero estad ampliamente influenciada por la disponibilidad de nutrientes, asi como
la composicion del medio de cultivo (Chaudhry et al., 2011). Aunque la acumulacion de
tales carbonosomas se ha investigado en varios microorganismos, las especies de Bacillus,
han demostrado altos rendimientos de hasta 90%. Asimismo, la versatilidad fisiologica le
permite distribuirse en la naturaleza ampliamente, ademas, esta bacteria se encuentra en
casi todos los habitats, desde climas extremos hasta templados alrededor del mundo
(Mohapatra et al., 2017; Thirumala et al., 2010).
El aislamiento de cepas de Bacillus que son productoras de Polihidroxialcanoatos (PHA)
es un topico muy importante en la investigacion biotecnologica, ya que los PHA son
polimeros biodegradables que ofrecen alternativas sostenibles a los plasticos derivados
del petroleo. Las especies de Bacillus, precisamente B. subtilis y B. cereus han demostrado
un potencial considerable para la producciéon PHA (Singh et al., 2009).
Los métodos de aislamiento de estas cepas bacterianas implican el muestreo de entornos
donde los factores de estrés pueden mejorar la produccion de PHA como reserva de
energia (Chaudhry et al., 2011). La seleccion de cepas bacterianas de este género esta
guiada por varios criterios que garantizan un rendimiento y eficiencia 6ptimos, por tanto,
es importante enfatizar cepas bacterianas eficientes con la finalidad de reducir el costo de
produccion (Aeschelmann & Carus, 2015; Gurieff & Lant, 2007).
Por lo anterior, el objetivo del presente capitulo se centr6 en el aislamiento de cepas del
género Bacillus a partir de un suelo con alto contenido de carbono y realizar tamizajes
cualitativo y cuantitativo con la finalidad de seleccionar cepas altamente productoras de

PHA.
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9.3 Materiales y Métodos

9.3.1 Reactivos y sustratos

Todos los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente trabajo se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Chemicals Co. (EUA). (Agua destilada, Agar nutritivo,
negro Sudan B, azul de Nilo A, Xileno, Safranina, Dextrosa, Extracto de levadura,

Peptona, NaCl, NaOH, CHCI5).

9.3.2 Toma de muestra y andlisis de suelo agricola

Se recolect6 una muestra de suelo agricola de manera aséptica en General Terdn, Nuevo
Leoén, México (25°20'45.0" N 99°35'29.0” O) y se analiz6 por combustion flash (Método
Dumas Modificado) con deteccion por conductividad térmica a través de un analizador
elemental, modelo FlashSmart (Thermo Fisher Scientific). Ademads, se sometid a
procedimientos para el aislamiento de microorganismos productores de

polihidroxialcanoatos (PHA).

9.3.3  Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas del género Bacillus

Se disolvid 1 g de la muestra de suelo en 10 mL de agua destilada estéril y se calent6 a 80
°C durante 10 min, con la finalidad de aislar s6lo bacterias formadoras de endosporas
(Bacillus). Se realizaron diluciones seriadas de esta muestra de 10°! hasta 107>, Luego, 1
mL de la muestra diluida se agrego6 por el método de vertido en placa de agar nutritivo
previamente preparado y se incubd a 30 °C durante 48 h (Thapa et al., 2018).
Posteriormente, se observaron las colonias aisladas y se purificaron nuevamente en placas
de agar nutritivo, incubando a 30°C por 48 h. Se purificaron un total de 20 colonias

bacterianas, las cuales fueron sometidas a estudios de tincion de Gram.

9.3.4 Deteccion cualitativa de cepas bacterianas productoras de PHA
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9.3.4.1 Tincion negro Sudan B

Se preparon distintos frotis a partir de colonias aisladas en portaobjetos limpios y se fijaron
con calor. Luego, se tifieron con el colorante negro Sudan B (0.3 % p/v) durante 10
minutos. Posteriormente, se lavaron con xileno y se tifieron con con safranina (0.5 % p/v)
durante 5 minutos. Finalmente, los frotis tefiidos se lavaron con agua destilada y se dejaron
secar. Los frotis se observaron a traves de un microscopio 6ptico BA410E a un aumento

de 100X (Mesquita et al., 2015).

9.3.4.2 Tincion azul de Nilo A

Se realizaron distintos frotis y se fijaron con calor en portaobjetos limpios, luego se tifieron
con colorante azul de Nilo A (1 % p/v) a 55°C durante 10 minutos y se lavaron con acido
acético al 8% (v/v). Finalmente, la preparacion se cubri6 con un cubreobjetos limpio y se
visualiz6 utilizando un microscopio de fluorescencia VE-146YT a un aumento de 100 x
y a una longitud de onda de 460nm (Tekin et al., 2012). Las iméagenes resultantes se
analizaron en Image J utilizando el complemento de densidad integrada y se seleccionaron

distintas cepas para evaluacion cuantitativa.

9.3.5 Deteccion cuantitativa de cepas bacterianas productoras de PHA

9.3.5.1 Evaluacion de la generacion de biomasa y produccion de PHA

La produccion de biomasa y generacion de PHA de las cepas bacterianas seleccionadas
cualitativamente se evaluaron utilizando el medio de cultivo GRPD a pH 6. Este medio
estd compuesto de glucosa (15 g/L), peptona (2 g/L), extracto de levadura (2,5 g/Ll) y
cloruro de sodio (1,25 g/L) (Masood et al., 2017). Se colocd un pre-indculo, siendo un
matraz de 250 mL, que contenia 100 mL de medio de cultivo GRPD, se inoculé 100 pL
(103 UFC/mL) de una solucion de esporas de las cepas previamente seleccionadas y se
incub6 a 30°C, 150 rpm durante 24 horas en una incubadora con agitacion MaxQ4000.

Posteriormente, se evalu6 la produccion de PHA en matraces Erlenmeyer de 500 mL
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conteniendo 200 mL de medio de cultivo GRPD, el cual fue inoculado con 2 % (v/v) del
pre-inoculo de 24 horas y se incubo a 150 rpm y 30°C durante 48 horas utilizando una

incubadora con agitacion MaxQ4000.

9.3.5.2 Protocolo de extraccion de PHA

La extraccion y purificacion de PHA se llevo a cabo siguiendo el protocolo US & SFE
reportado por (Martinez-Herrera et al., 2020). En la primera etapa, los medios de cultivo
después de la fermentacion se trasvasaron a botes de polipropileno y se centrifugaron a
8,000 rpm y 4°C durante 15 minutos usando una ultracentrifuga J251, y el sobrenadante
fue descartado. En la segunda etapa, los pellets obtenidos fueron tratados con 15 mL de
NaClO comercial e incubados durante 30 minutos en un bafio de ultrasonido 5510R-MT
con potencia de 117 Vy 135 W, y frecuencia 42 kHz. Luego, se volvieron a centrifugar
con las mismas condiciones y los pellets se sometieron a un enjuague con agua destilada
y se volvieron a centrifugar. En la tltima etapa, los pellets resultantes fueron tratados con
10 mL de cloroformo y se sometieron a un bafio de ebullicién durante 1 minuto. El extracto
se colocd en placas Petri de vidrio previamente pesadas y se dejaron secar durante la

noche.

9.3.5.3 Cuantificacion de la generacion de biomasa

Para la evaluacion de la generacion de biomasa, se dispensaron 10 mL de medio de cultivo
posterior a la fermentacién en microtubos de 2 mL previamente pesados y se centrifugaron
durante 15 minutos y 3,000 rpm utilizando una microcentrifuga TM22R. Después, se
descartd el sobrenadante y los pellets se dejaron secar a 60°C durante 24 horas.
Finalmente, los microtubos se pesaron utilizando una balanza analitica AG204, con una

precision de 0,1 mg. La generacion de biomasa se cuantificd en gramos por litro (g/L).

9.3.5.4 Cuantificacion del rendimiento o porcentaje de acumulacion de

PHA
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El porcentaje de acumulacion (% PHA) se calcul6 utilizando la siguiente férmula:
P

Donde P es la produccion de PHA calculada en g/L. y X es la generacion de biomasa

calculada en g/L.
9.3.6 Analisis estadistico

El andlisis cuantitativo (seccion 2.5) se realizé por triplicado. Asimismo, estos datos se
compararon y evaluaron estadisticamente mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA), asi como una prueba posterior de Tukey para grupos de homogeneidad, se
consider6 significativo un valor p < 0,05. Los datos se expresan como valores medios +
desviacion estandar. Los parametros evaluados fueron generacion de biomasa (g/L) y
produccion de PHA (g/L). El andlisis estadistico se realizé a través del software SPSS

v20.
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9.4 Resultados

A partir de la muestra de suelo recolectada en el presente estudio, se aislaron 20 cepas
bacterianas con diversas morfologias coloniales, obtenidas mediante técnicas de cultivo
puro en agar nutritivo. Las veinte cepas aisladas mostraron caracteristicas morfologicas
microscopicas (Gram positivas, formadoras de endosporas, de forma bacilar) tipicas del

género Bacillus (Fig. 2). Por otro lado, los resultados del analisis elemental de la muestra

de suelo muestran una elevada cantidad de Carbono y Oxigeno (Tabla 1).
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Figura 2. Morfologia microscépica de las cepas de Bacillus aisladas (1-20) observadas
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mediante microscopia 6ptica después de 24 h, 30 °C, agar nutritivo, tincién de Gram

(100 x).
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Tabla 1. Andlisis elemental de suelo agricola en estudio

CHON en muestras organicas y suelos

Composicion quimica (%)
C H (0] N TOC
7.521 0.408 16.4 0.14 1.36
Nota: C — Carbono, H — Hidrégeno, O — Oxigeno, N — Nitrogeno, TOC — Carbono

organico total.

Las cepas bacterianas aisladas resultaron positivas en la produccion de PHA. Por medio
de la tincién negro Sudan B, se observaron granulos compuestos por acidos grasos, de

color negro, y el citoplasma de color rosa (Fig. 2a).

Figura 3. Tincion para la confirmacion de PHA. a) negro Sudan B b) azul de Nilo A de

una cepa de Bacillus

Las cepas de Bacillus también se evaluaron con azul de Nilo A para confirmar la
produccion de PHA (Fig. 3b). Se observé que los aislados presentaron una produccion de
PHA distinta, debido a la presencia de varios grados de fluorescencia naranja-roja en todas
las cepas. Las cepas B1, B2, B3,B4, B5, B6, B9, B11, B12, B13 fueron seleccionadas para

el tamizaje cuantitativo (Tabla 2).
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Tabla 2. Evaluacion cualitativa de PHA por cepas aisladas de Bacillus

Tinciones de deteccion de la produccion de PHA

Cepa negro Sudan B azul de Nilo A
(Produccion) (Densidad integrada)
Bl (++) 44,013.228
B2 (++) 166,705.709
B3 (+++) 728,499.860
B4 (++) 31,617.513
BS5 (++) 87,029.191
B6 (++) 8,140.101
B7 +) 2,472.227
B8 +) 2,551.696
B9 (++) 7,311.102
B10 +) 4,247.510
Bl11 (++) 173,663.663
B12 (+++) 1,695,242.386
B13 (++) 123,182.626
B14 (++) 72,675.122
B15 +) 5,060.914
B16 +) 4,856.413
B17 (++) 175,356.035
B18 (+++) 347,629.345
B19 +) 5,420.557
B20 (++) 29,617.563

(+): Produccion baja, (++): Produccion media, (+++): Produccion alta

Las cepas restantes se evaluaron de manera cuantitativa, y los resultados mostraron,

primeramente, que todas las cepas de Bacillus producian PHA, luego, al realizar un
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andlisis estadistico Tukey, se observd una diferencia significativa (p < 0,05) entre las

cepas bacterianas aisladas, inicamente en la produccion de biomasa (g/L), por lo tanto, se

selecciond la cepa B12 al ser sobresaliente en produccion de biomasa y PHA (g/L),

asimismo, la cepa con mayor rendimiento (% PHA) fue la cepa B1 (Tabla 3). Debido a

esto, tales cepas se seleccionaron para experimentos posteriores.

Tabla 3. Evaluacion cuantitativa de biomasa g/L, PHA g/L, % PHA de cepas de Bacillus

Cepa Biomasa (g/L) PHA (g/L) Rendimiento
bacteriana (% PHA)
B1 0.96 +0.18¢ 0.39+0.082 40.72

B2 1.67 £ 0.3 bede 043 +£0.152 25.82

B3 1.49 £0.07 d¢ 0.59+0.182 39.8¢

B4 1.4+£0.14¢ 0.39+0.142 28.12
B5 1.84 £ 0.22bcde 0.52+0.1° 29.82

B6 1.73 £0.11bede 0.31+£0.052 182

B9 1.88 +£0.07 bode 0.48 £0.142 25.72
B11 1.95 £ 0.26 bode 0.41+£0.012 21.1°
B12 4.6 +0.72 0.65+0.152 14.2%
B13 2.81+£0.5° 0.49+0.162 17.32
B14 2.48 £0.275¢4 0.44 £0.09? 17.62
B17 2.69 £ 0.9b¢ 0.63+£0.152 182

B18 2.42 +£0.17bc4d 0.44 £0.142 18.32
B20 1.63 £ 0.08 4= 0.64+£0.152 39.12
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Nota: Las letras superindices (a-¢) indican diferencias significativas entre los tratamientos.

9.5 Discusion

El aislamiento y seleccion de bacterias del género Bacillus para la produccién de
biopolimeros microbianos (PHA) representa un area critica en la investigacion, cuyo
objetivo es preservar e identificar cepas microbianas eficientes (Singh et al., 2009).

De la muestra de suelo agricola utilizada en este estudio, veinte aislados con distintas
morfologias de colonias, fueron obtenidas por técnicas de cultivo puro en agar nutritivo.
Los aislados de Bacillus presentaron caracteristicas morfologicas macroscopicas (colonias
circulares, tamafio mediano, color blanco grisdceo) y caracteristicas microscopicas (Gram
positivas, formadoras de endosporas, forma de bacilos) tipicas del género Bacillus (Lu et
al., 2018).

Las tinciones representativas de la produccion de PHA son negro Sudéan B (caracterizada
por tener la capacidad de observar el tamafo y volumen que ocupa el granulo dentro de la
célula) (Aljuraifani et al., 2019; Evangeline & Sridharan, 2019) y azul de Nilo A (utilizada
como prueba especifica y confirmatoria de la produccién de PHA) en este caso, se observo
que los aislados presentaron una produccion distinta de Polihidroxialcanoatos, debido a la
presencia de varios grados de fluorescencia naranja-roja en todas las cepas, al utilizar
microscopia de fluorescencia. Esta tincion es capaz de seleccionar las cepas por intensidad
de fluorescencia (Tabla 2). Estudios publicados anteriormante, mencionan un valor de
densidad integrada de 6513,5 como un signo alto de productor de PHA (Bhagowati et al.,
2015). De tal modo, las cepas del presente estudio con valores elevados al mencionado,
fueron seleccionadas para el tamizaje cuantitativo.

Los aislados B1, B2, B3, B4, B5, B6, 9, B11, B12, B13, B14, 17, B18, B20 evaluados en
el tamizaje cuantitativo mostraron que en la biomasa seca, los resultados variaron de 0.96
a 4.6 g/L, tales resultados fueron similares reportados anteriormente, donde otuvieron 4.3
g/L de biomasa utilizando cepas de Bacillus aisladas de aguas residuales petroquimicas y
3.76 g/L utilizando medio de cultivo GRPD Y Bacillus aislados de suelo respectivamente

(Kojuri et al., 2021) (Martinez-Herrera et al., 2020). Asimismo, otros autores reportan
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valores inferiores de veinte aislados en comparacion a los del presente estudio utilizando
1 % de sacarosa como fuente de carbono (Thammasittirong et al., 2017).

La produccion de PHA (g/L) vario de 0.31 a 0.65 g/L. Todas las cepas bacterianas
presentaron valores superiores a distintos autores, donde muestran 0.07 g/L utilizando B.
subtilis y 0.55 g/L utilizando Bacillus sp., mientras que también se reportan valores
similares a los del presente estudio, mostrados respectivamente (Alshehrei, 2019; Lee et
al., 2021; Yadav et al., 2017).

Por otro lado, el rendimiento de las cepas (% PHA) oscil6 entre 18 y 40.7 %, la literatura
muestra 20 % PHA utilizando glucosa como fuente de carbono, también reportan valores
similares a los del presente estudio, mostrados respectivamente (El-Kadi et al., 2021;
Masood et al., 2012). La cepa bacteriana B12 produjo la mayor produccion de biomasa
seca 4.6 g/L, junto con una produccién de PHA g/L de 0.65 g/L, mientras que la cepa Bl
produjo 40.7 % de rendimiento de PHA, es por tanto que fueron seleccionadas para

evaluar posteriores pardmetros de optimizacion.
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10. CAPITULO 2

OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS DE FERMENTACION DE DOS
CEPAS BACTERIANAS MEDIANTE UN DISENO EXPERIMENTAL
TAGUCHI

10.1 Resumen

Actualmente, la optimizacion de parametros de fermentacion permite la eficiencia de
produccion de PHA y representa una parte importante en la investigacion de bioprocesos,
debido a esto, un disefio de experimentos adecuado dara paso a la obtencion de pardmetros
optimos. Por tal motivo, el objetivo del presente capitulo fue la implementacion de un
disefio experimental Taguchi, el cual se caracteriza por destacar el rendimiento individual
de cada parametro. Los resultados obtenidos demostraron a la cepa B12 (150 rpm, pH 8,
30°C y 4 % de indculo) y la cepa Bl (150 rpm, pH 7, 28 °C y 2 % de in6culo) un
rendimiento de 0.65 a 1.91 g/L y 0.39 a 0.67 g/L respectivamente, por lo que, ademas de
conocer los parametros Optimos de cada cepa en estudio, se procedio a seleccionar a la

cepa B12 para futuros experimentos por resultar rendimientos sobresalientes sobre la cepa

Bl1.

Palabras clave: Disefio de experimentos, Optimizacion, PHA, Taguchi

28



10.2 Introduccion

La optimizacién de los parametros para la producciéon de biopolimeros microbianos
mediante el disefio de experimentos (DOE) de Taguchi ha surgido como una estrategia
importante para mejorar la rentabilidad y eficiencia de produccion (Mohan, 2013).
Mediante la aplicacion de Taguchi, se puede identificar de manera eficiente factores clave,
como la velocidad de agitacion, pH, temperatura, concentraciéon de fuente de carbono,
entre otros que influyen en la acumulacion de PHA (Trego et al., 2024).

Generalmente, el disefio incluye:

e Identificacion de los parametros; donde se especifican los niveles en que variaran
los parametros. Creacion de matrices ortogonales; que determinan las condiciones
de cada experimento en funcién de la cantidad de parametros y sus niveles.

e Realizacion de experimentos; en el cual se llevan a cabo los experimentos como
especifica la matriz ortogonal completa para la recopilacion de datos.

e Analisis de datos; después de recopilar los datos, se realiza un analisis estadistico
para evaluar la influencia de cada parametro, esto incluye la relacion sefial-ruido
(S/N) para cada experimento y cuantificar el efecto del rendimiento (Nurul Fazita
et al., 2021).

Al analizar los valores 6ptimos, se puede determinar un conjunto 6ptimo de condiciones
que mejoran significativamente los resultados del rendimiento de, en este caso, el
biopolimero (Patyal, 2012).

Por lo anterior, el presente capitulo se centr6 en la implementacion de un disefio
experimental efectivo para conocer los parametros optimos de dos cepas en estudio y

conocer el rendimiento de cada una, asi como seleccionar una cepa altamente productora

de PHA.
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10.3 Materiales y métodos

10.3.1 Reactivos y sustratos

Los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente estudio se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (EUA). (Agua destilada, Dextrosa, Extracto de
levadura, Peptona, NaCl, NaOH, CHCIy).

10.3.2 Optimizacion de distintos parametros de fermentacion

Este disefio de experimentos (Taguchi) implementado para dos cepas bacterianas distintas
incluy6 cuatro factores con cinco niveles cada uno: pH (6, 6.5, 7, 7.5, y 8), temperatura
(28, 30, 32, 34 y 36 °C), tamaiio del inoculo (1, 2, 3 .4y 5 %) y velocidad de agitacién
(110, 120, 130, 140 y 150 rpm) fueron identificados y seleccionados para la optimizacion
de PHA (Tabla 4). A continuacion, se cred una matriz experimental para tener en cuenta
las distintas variaciones de los factores en los cinco niveles diferentes. Se utilizo un disefio
de matriz ortogonal Taguchi L25 (5*4) para realizar 25 ensayos experimentales para

determinar y analizar los procesos Optimos de biosintesis de PHA g/L.

Tabla 4. Factores y niveles utilizados en el disefio experimental de Taguchi para producir
PHA.

Experimento Factor

A: Agitacion B: pH C: Temperatura (°C) D: In6culo (%)

(rpm)

1 110 6 28 1
2 110 6.5 30 2
3 110 7 32 3
4 110 7.5 34 4
5 110 8 36 5
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6 120 6 30 3
7 120 6.5 32 4
8 120 7 34 5
9 120 7.5 36 1
10 120 8 28 2
11 130 6 32 5
12 130 6.5 34 1
13 130 7 36 2
14 130 7.5 28 3
15 130 8 30 4
16 140 6 34 2
17 140 6.5 36 3
18 140 7 28 4
19 140 7.5 30 5
20 140 8 32 1
21 150 6 34 4
22 150 6.5 28 5
23 150 7 30 1
24 150 7.5 32 2
25 150 8 34 3

Los procesos de fermentacion se llevaron a cabo a partir de matraces Erlenmeyer de 250
mL con un volumen de 100 mL de medio de cultivo. Luego, estos fueron inoculados con
100 pL (10 UFC/mL) de la solucion de esporas de las cepas de Bacillus B12 y Bl por
separado y previamente reactivadas con un choque térmico a 100 °C durante 1 min, y se
incubaron en agitacion continua en una incubadora MaxQ4000 (Thermo Fisher Scientific,
E. U. A) a las condiciones correspondientes por cada experimento durante 24 h. Después,
matraces Erlenmeyer de 500 mL con un volumen de 200 mL del mismo medio de cultivo
se inocularon con el porcentaje del pre-indculo correspondiente al experimento con el

preindculo de 24 h. Finalmente, estos matraces de fermentacion se incubaron con
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agitacion continua en una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a

las condiciones correspondientes.

10.3.3 Extraccion de PHA

La extraccion y purificacion de los polihidroxialcanoatos (PHA) se llevo a cabo conforme
al procedimiento descrito por Martinez-Herrera et al. (2020). Primeramente, los cultivos
fermentados fueron transferidos a recipientes de polipropileno y sometidos a
centrifugacion a 8,000 rpm y 4°C durante 15 minutos utilizando una ultracentrifuga J251,
eliminando el sobrenadante. Posteriormente, los sedimentos obtenidos fueron tratados con
15 mL de hipoclorito de sodio comercial y expuestos a un bafio de ultrasonido (modelo
5510R-MT) con potencia de 117 V y 135 W, y frecuencia 42 kHz durante 30 minutos. A
continuacion, se realizé una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones y los
pellets fueron lavados con agua destilada antes de ser centrifugados nuevamente.
Finalmente, los sedimentos resultantes fueron tratados con 10 mL de cloroformo y
expuestos a un bafio de ebullicion durante un minuto. El extracto obtenido se depositoé en

placas Petri de vidrio previamente pesadas y se dejo secar durante la noche.

10.3.4 Cuantificacion de biomasa y porcentaje de acumulacion de PHA

La cuantificacién de la biomasa se realiz6 siguiendo la metodologia documentada por
Aramvash et al. (2015). Para ello, se tomaron 10 mL del medio de cultivo fermentado en
tubos de microcentrifuga de 2 mL previamente pesados, y se centrifugaron a 3,000 rpm
durante 15 minutos utilizando una microcentrifuga modelo TM22R. El sobrenadante fue
descartado y los pellets resultantes se secaron a 60°C durante 24 horas. Finalmente, los
tubos fueron pesados en una balanza analitica modelo AG204 con una precision de 0,1

mg. La biomasa generada se expres6 en gramos por litro (g/L).

El porcentaje de acumulacion de PHA (% PHA) fue calculado utilizando la siguiente
formula donde P representa la produccion de PHA en g/L y X corresponde a la biomasa

generada en g/L:
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P
%PHA = [7] * 100

10.3.5 Analisis estadistico Minitab

El andlisis de validacion se basd en los experimentos disenados y los resultados
obtenidos, utilizando la relacion sefial-ruido (S/N). Durante este paso se consideraron
para la validacion la generacion de biomasa (g/L), PHA (g/L), y % PHA. Los datos

obtenidos se analizaron utilizando el software Minitab 17v.
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10.4 Resultados

La biosintesis de PHA se optimizé para la cepa B12 y B1 utilizando el método DOE

Taguchi (Tabla 5y 6). En el caso de la cepa B12, los niveles, medias y relaciones S/N

para el factor de control que pudieron dar el mejor nivel de concentracion de PHA g/L

analizado en Minitab 17v, demostro, en caso de las medias, el factor A nivel 5, media =

1.1613, factor B nivel 5, media = 0.9577, factor C nivel 2, media = 1.0195 y factor D nivel

4, media = 0.9889, (Fig. 4a). Mientras que relaciones sefal/ruido, los factores que

causaron mayor impacto fueron agitacion, pH, inodculo y temperatura respectivamente

(Fig. 4b). Por lo tanto, los parametros optimos para producir PHA g/L de la cepa B12
fueron 150 rpm, pH 8, 30°C y 4 % de ino6culo.

Tabla 5. Disefio experimental utilizando un arreglo ortogonal de Taguchi L25 (5*4) de la

cepa B12.
Experimento Biomasa (g/L) PHA (g/L) Rendimiento
(% PHA)
1 1.89 £0.57 0.65+0.12 52.24
2 1.86+0.14 0.58+0.21 31.35
3 1.93 +£0.52 0.62+0.13 31.92
4 1.7+£0.01 0.53£0.15 30.9
5 1.33 +£0.07 0.25+0.12 19.19
6 1.82+0.11 1.01 £0.05 55.45
7 2.29+0.18 0.93+0.2 40.37
8 1.96 £0.17 0.58 +0.04 29.61
9 2.06 £0.05 0.61 +0.09 29.52
10 2.6 £0.06 1.14 £0.07 43.76
11 2.16+£0.12 0.63 +0.22 32.33
12 2.03 +£0.27 0.42+0.11 20.5
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13 1.45+£0.08 0.3+0.14 20.48
14 2.27+0.11 0.7+0.14 30.77
15 2.52+0.34 1.26 £0.15 50.03
16 2.02+0.41 0.53+0.1 26.18
17 2.28+0.25 0.55+0.4 42.07
18 2.61+£0.25 1.52+0.13 58.35
19 2.96+0.43 0.97+0.22 32.75
20 3.26 £0.32 1.11 £0.04 34.09
21 3.42 +£0.09 0.79+£0.19 23.10
22 4.33+0.62 1.06 £ 0.33 24.46
23 2.6+0.17 1.28+0.14 48.78
24 2.95+0.12 1.67+£0.23 56.60
25 22+0.21 1.01 £0.16 45.98
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Figura 4. Efecto del factor de control para la optimizacion de PHA de la cepa B12.
a) Grafica de efectos principales para Medias, b) Grafica de efectos principales para

Relaciones SN.



Por otro lado, la cepa B1, demostro valores sobresalientes, de las medias el factor A nivel

5, media = 0.7537, factor B nivel 3, media = 0.6482, factor C nivel 1, media = 0.6772 y

factor D nivel 2, media = 0.6540 (Fig. 5a). Mientras que relaciones sefial/ruido, los

factores que causaron mayor impacto fueron pH, indculo, temperatura y agitacion

respectivamente (Fig. Sb). De tal manera, los pardmetros dptimos para producir PHA g/L

de la cepa B1 fueron 150 rpm, pH 7, 28 °© C y 2 % de in6culo.

Tabla 6. Disefio experimental utilizando un arreglo ortogonal de Taguchi L25 (5*4) de la

cepa BI.
Experimento Biomasa (g/L) PHA (g/L) Rendimiento
(% PHA)
1 1.27+0.08 0.42+0.01 33.33
2 1.43+0.01 0.55+0.06 38.44
3 1.17+0.4 0.49+0.15 41.9
4 1.18+0.46 0.51+0.15 43.23
5 1.16+0.58 0.31+0.11 26.4
6 1.28+0.23 0.44+0.06 34.64
7 1.64+0.1 0.44+0.05 26.97
8 0.96+0.31 0.68+0.03 71.14
9 0.79+0.23 0.46+0.16 58.22
10 1.46+0.03 0.55+0.15 37.17
11 1.47+0.18 0.51+0.08 34.54
12 1.5+0.11 0.55+0.09 36.8
13 1.76+0.04 0.6+0.05 33.9
14 2.7+0.14 0.55+0.06 20.27
15 1.96+0.17 0.63+0.08 32.24
16 3.89+0.41 0.74+0.07 18.91
17 0.97+0.14 0.25+0.12 25.51
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18 2.52+0.22 0.85+0.07 33.59
19 2.4+0.37 0.76+0.1 31.73
20 2.55+0.02 0.62+0.04 24.41
21 2.46+0.26 0.52+0.08 20.9
22 5.19£1.16 1.02+0.08 19.68
23 4.03+0.84 0.64+0.1 15.83
24 2.67+0.44 0.83+0.06 34.18
25 2.67+0.44 1.01+0.02 37.62
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Figura 5. Efecto del factor de control para la optimizaciéon de PHA de la cepa B1.

a) Grafica de efectos principales para Medias, b) Grafica de efectos principales para

Relaciones SN.

Posterior al andlisis de validacion en Minitab v17 y al determinar las condiciones 6ptimas

para la cepa B12 (150 rpm, pH 8, 30°C y 4 % de in6culo) y la cepa B1 (150 rpm, pH 7,
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28 °Cy 2 % de indculo) se procedio a probar las condiciones dptimas de fermentacion en
el laboratorio y se compar6 con las condiciones originales del tamizaje cuantitativo (150
rpm, pH 6, 30 °C, 2 % de in6culo) de cada cepa, lo que resultd a la cepa B12 sobresaliente
en rendimiento y PHA g/L en comparacion a la cepa B1, por lo que se seleccion6 a la cepa

B1 para continuar con los futuros experimentos (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de la produccion de B12 y Bl en condiciones originales y

optimizadas.

Condiciones Biomasa (g/L) PHA (g/L) % PHA
Originales Cepa B12 4.6+0.7 0.65+0.15 14.2
Optimizadas Cepa B12 2.19+0.05 1.91+ 0.1 87.2
Originales Cepa B1 0.96 £0.18 0.39+0.08 40.7
Optimizadas Cepa Bl 1.7£0.3 0.67 +£0.22 39.3
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10.5 Discusion

El disefio de experimentos (DOE) es un enfoque utilizado para analizar la influencia de
distintos parametros de proceso en los resultados de rendimiento. Es eficaz para optimizar
distintos procesos de produccion, debido a que permite identificar configuraciones de
parametros Optimos con una reduccion de las ejecuciones experimentales y los costos
asociados a la produccion (Patyal, 2012).

El método experimental de Taguchi, tiene como objetivo optimizar las caracteristicas de
rendimiento individuales (Mohammed et al., 2020). Este disefio utilizé una funcién de
pérdida para medir la desviacion entre los valores experimentales y los valores deseados.
Esta funcion de pérdida luego se transforma en una relacion sefial ruido (S/N). En el
analisis de la relacion S/N, se consideran tres tipos de caracteristicas de calidad: ‘’cuanto
mas pequeiio mejor’’, “’cuanto mas grande mejor’’ y “’el nominal mejor’’ (Xiao et al.,
2017). En este estudio, se utilizo el enfoque ‘’el nominal mejor’” para la experimentacion
y validacion de los procesos de optimizacion de PHA, debido a que se pretende definir el
objetivo de respuesta y basar la relacion de sefial a ruido en desviaciones estandar (Gupta
et al., 2011). Independientemente de las caracteristicas que se utilicen para el enfoque, la
relacion S/N de cada factor debe ser amplia, lo que indica la influencia del parametro
(Gupta et al., 2011).

Los parametros optimos para la cepa B12 fueron 150 rpm, pH 8, 30 °C y 4 % de in6culo,
elevando la produccion de PHA de 0.65 a 1.91 g/L y el rendimiento de 14.2 a 87.2 % de
PHA con tales parametros, por su parte, al ejecutar los parametros 6ptimos de la cepa B1,
los cuales fueron 150 rpm, pH 7, 28 °C y 2 % de in6culo se incrementd la produccion de
PHA de 0.39 a 0.67 g/L, mientras que el rendimiento se mantuvo practicamente igual (De
40.7 a 39.3 %). Es por tanto que se optd por continuar con la experimentacion de los
siguientes capitulos con la cepa bacteriana de Bacillus B12, al demostrar rendimientos
sobresalientes.

Los parametros mas importantes para la determinacion de la seleccion fueron la velocidad
de agitacion y el pH, segiin otros reportes (Masood et al., 2017) informaron que la
agitacion de 150 rpm era la mejor velocidad para la produccion de PHA utilizando B.

cereus FA11, por otro lado, el pH 8, un pH alcalino, representa un rendimiento elevado e
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inusual para bacterias de este género, sin embargo, estudios lo han reportado como el
mejor para la produccion del biomaterial utilizando B. megaterium JHA (Mascarenhas &
Aruna, 2021). Esto sugiere que el disefio experimental utilizado para optimizar la
produccion de PHA se baso en la combinacion de diferentes factores y su desempeiio
individual (Mohammed et al., 2020; Mokhtarani et al., 2012). Estudios reportados
anterormente optimizaron las condiciones del medio de cultivo y obtuvieron el 49 % de
PHA (RondoSova et al., 2022). Del mismo modo, se reportd otro estudio un 29 % de PHA
usando el disefio experimental de Taguchi (Garcia et al., 2020).

Al evaluar la relacion sefial-ruido (S/N), es posible discernir caracteristicas favorables.
Tales discrepancias podrian deberse a que las cepas de Bacillus demuestran una variedad
de comportamientos productivos especificos de cada cepa. Ademas, cada cepa bacteriana
tiende a responder de acuerdo con su lugar de aislamiento, lo que ocasiona a la adaptacion
a diferentes condiciones ambientales, también conocido como plasticidad metabolica
(Martinez-Herrera et al., 2023). El pardmetro que exhibe la mayor relacién SN indica el
de mayor impacto. Por lo tanto, el disefio experimental facilita la optimizacion de los

pardmetros, y detalla la influencia de cada factor (Ramarao et al., 2021).
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11. CAPITULO 3
CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y MOLECULAR (16S ARNr) DE LA
CEPA DE BACILLUS ALTAMENTE PRODUCTORA

11.1 Resumen

Bacillus se ha caracterizado entre las bacterias Gram positivas con mayor rendimiento en
la produccion de biopolimeros (PHA), ademads, algunas especies en especifico, como B.
cereus ha reportado valores de interés biotecnoldgico e industrial. Es por tanto que la
identificacion bioquimica y molecular de microorganismos juega un papel importante,
debido a que, al conocer la identidad del microorganismo que se esta estudiando, se eleva
su importancia en el 4ambito. Por tal motivo, el objetivo del presente capitulo fue realizar
la caracterizacion bioquimica y molecular de la cepa. Los resultados de la identificacion
molecular 16S rRNA demuestran a un B. cereus denominado B. cereus 12GS
recientemente aislado y que produce valores elevados de PHA, y se encuentra con un

namero de acceso en GenBank: PRINA1066477.

Palabras clave: ADN, Arbol filogenético, B. cereus, Biopolimeros
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11.2 Introduccion
La caracterizacion de cepas bacterianas altamente productoras de PHA por medio de
métodos bioquimicos y moleculares es un tdpico interesante en la investigacion de la
biotecnologia microbiana. Las especies de B. cereus, han surgido como caballo de batalla
en la produccion de biopolimeros debido a sus rapido crecimiento y su versatilidad
metabolica en condiciones de limitacion de nutrientes, ofreciendo potenciales alternativas
a los petroplasticos (Porwal et al., 2009; Martinez-Herrera et al., 2023).
El ARN ribosomico 16S (ARNr 16S) es un componente importante de la subunidad
ribosomica 30S que se encuentra en microorganismos procariotas, como bacterias y
arqueas. Esta molécula de ARN tiene aproximadamente 1500 nucleétidos de longitud y
varias regiones hipervariables, sujetas a mutaciones y cambios al paso del tiempo
(Mohammed & Ray, 2022).
La clasificacion de las cepas de Bacillus suele ser complicada debido a la alta variabilidad
genética entre sus especies, en particular dentro de B. cereus. Los espaciadores transcritos
internos (ITS) entre los genes 16S se han identificado como regiones hipervariables que
pueden ofrecer cierta resolucion para diferenciar estas especies, este método,
implementado por primera vez por Carl Woese y George E. Fox, se ha convertido en un
extandar de oro para identificar la diversidad bacteriana (Porwal et al., 2009; Garrett,
2014). Sin embargo, la presencia de multiples operones rRNA en genomas de Bacillus
puede conducir a variaciones intragendémicas, afectando el andlisis de secuencia y la
discriminacién de especies(Masood et al., 2012; Hakovirta et al., 2016). Si bien, la
secuenciacion 16S rRNA es generalmente efectiva para la identificacion de especies,
puede que no siempre distinta entre B. cereus y B. anthracis (Blackwood et al., 2004) por
lo que, se puede confirmar la especie por medio de pruebas bioquimicas si s6lo se cuenta
con tal recurso molecular.
Dado lo anterior, el objetivo del presente capitulo fue evaluar al microorganismo por
métodos bioquimicos y morfologicos, asi como su identificacion molecular a traves de
extracion de ADN, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) seguido de secuenciacion
ARNr 16S y la elaboracion del arbol filogenético sobre su relacion genética con la
finalidad conocer la identidad del Bacillus en estudio y profundizar su estudio en la

produccion de Polihidroxialcanoatos.
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11.3 Materiales y métodos

11.3.1 Reactivos y sustratos

Los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente estudio se
obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. (EUA). (Agar nutritivo, Oxidasa, Catalasa, Medios
de cultivo SIM, Citrato, TSI, LIA, MIO, Urea, MR-VP, Hidrolisis de Almidon,
Lecitinasa, CHCIz, EtOH 100 %, EDTA, Triton 2 %, SDS 1 %, NaCl, HCI, fenol-
cloroformo, Agarosa 1 %, DreamTaq PCR master mix (2X), H>O libre de nucleasas,

cebadores universales 27F y 1492R).

11.3.2 Caracterizacion bioquimica

La identificacion de las cepas bacterianas aisladas se llevd acabo mediante estudios
macroscopicos y microscopicos, asi como pruebas bioquimicas. La identificacion
macroscopica implicd evaluar la morfologia de las colonias, pigmentacion, forma y
tamano en placas de agar nutritivo. Los estudios microscopicos incluyeron tincion de
Gram para estudiar el comportamiento de tincidén, la disposicion celular y la
granulacion, asi como tincidon de esporas. Asimismo, se realizaron distintas pruebas
bioquimicas, incluyendo las siguientes pruebas: Oxidasa, Catalasa, Azufre, Indol y
Motilidad (SIM), Citrato, Triple Azucar Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LIA),
Motilidad Indol Ornitina (MIO), Urea, Rojo de Metilo, Voges- Proskauer (MR-VP),

Crecimiento en NaCl 6.5%, Hidrdlisis de Almidon, y Lecitinasa.

11.3.3 Identificacion molecular

11.3.3.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizd a partir de cultivos liquidos de 24 horas,

aislados utilizando el método de fenol-cloroformo modificado (Arocha-Garza et al.,

2017). Primeramente, para preparar la pared celular del aislado, se realiaron multiples
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lavados con Buffer TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM). Luego, el pellet de estos
lavados, se resuspendi6 en buffer de lisis (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100
mM, SDS 1 % p/v) y se agregaron perlas de vidrio de 0.1 mm. Utilizando un
instrumento MagnaL yser, se aplicaron cuatro ciclos de 40 segundos, con intervalos de
un minuto. Utilizando el sobrenadante, los pasos posteriores incluyeron lavados con
fenol-cloroformo para separar el material genético de las impurezas, siguiendo con
lavados de Etanol al 70% para eliminar el fenol residual. Finalmente, utilizando el
precipitado, se cuantificé utilizando un espectrofotdmetro nanodrop para la evaluacion
de la calidad y la concentracion. Luego, se prepararon geles de agarosa al 1 % para la
electroforesis, ejecutando las muestras de ADN con GelRed y el marcador
Hyperleadeff 1kb. El gel de agarosa se fijo a una concentracion del 1 % y las muestras
se sometieron a electroforesis a 110V durante 45 minutos. Posteriormente, los geles

se visualizaron utilizando un transiluminador UV.

11.3.3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Como parte de la metodologia de PCR, los cebadores universales 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT-
3") se sometieron a amplificacion en un volumen de reaccion de 15 pL. La
composicion incluia 0.5 pg del ADN genomico aislado, 0.5 uL para cada cebador, 7.5
pL de DreamTaq PCR master mix (2X) y 6 pL de agua libre de nucleasas. El
termociclador utilizando para el protocolo de ciclado PCR se definid de la siguiente
manera: Primeramente, una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos, 30
ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, hibridacién de cebadores a
49°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante un minuto, seguido de un paso
de extension final a 72°C durante 10 minutos. Posteriormente, los productos de PCR
amplificados se sometieron a un nuevo experimento a través de electroforesis en un

gel de agarosa al 1%.

11.3.3.3  Anadlisis filogenético mediante secuenciacion del ARNr 16S
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El producto de PCR se clon¢ utilizando el sistema de vector pGEM t easy, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y siguiendo el método publicado anteriormente
(Fuentes-Garibay et al., 2015). Luego, la muestra de ADN gendmico se envid para ser
secuenciada mediante tecnologia Sanger para el gen 16S rRNA utilizando un
analizador genético 3130. La secuencia se derivo de los electroferegramas resultantes
y la cepa bacteriana se identifico utilizando la herramienta BLAST.

La secuencia ribosomal 16S, obtenida a partir de los cebadores, fue procesada en
Bioedit v 7.0.5.3. Posteriormente, la secuencia fue consultada en la base de datos
NCBI, utilizando la herramienta BLAST para identificar las coincidencias mas
cercanas a las secuencias identificadas. Posteriormente, la secuencia fue alineada,
incorporando secuencias de referencia obtenidas de la base de datos NCBI. La
alineaciéon comprendi6 15 secuencias y posteriormente procesadas en MEGA 11.
Finalmente, esta alineacion fue analizada para determinar el modelo de sustitucion
Optimo para construir el arbol filogenético ’Kimura 2-parameter’’. Dentro del mismo

software, el arbol filogenético fue construido utilizando *’Maximum Likelihood’’.
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11.4 Resultados

La cepa del género Bacillus seleccionada (B12) es Gram positva, forma endosporas

luego de la tinciodn con las técnicas Shaffer Fulton y Gram; la prueba catalasa y oxidasa

fueron positivas, del mismo modo, la lecitinasa y la hidrolisis de almidon fueron

positivas (Tabla 8). Las caracteristicas bioquimicas de la cepa en estudio se

compararon con una cepa de Bacillus cereus denominada Bacillus cereus saba.zh

(Amiri et al., 2021) y se encontraron similitudes considerables a esta especie.

Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas y morfologicas de Bacillus sp. (B12) y Bacillus

cereus saba.zh

Caracterizacion Bacillus sp. (B12) Bacillus cereus saba.zh
Forma Bacilo Bacilo
Esporulacion (+) )
Gram () ()
Oxidasa (+) H
Catalasa (+) H
H.S (-) —
Indol (-) -)
Motilidad Q) -
Citrato (-) +)
TSI (K/A) (K/A)
MIO (-) —
LIA (-) —
Urea +) )
Rojo de metilo ) )
Voges-Proskauer ) (+)
NaCl 6.5% (-) —
Hidrdlisis de almidon (+) +)
Lecitinasa () —
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(+): Reaccion positiva, (-) Reaccion negativa, (K/A): Alcalino/acido, — : No

mencionado.

Para amplificar el gen 16S rRNA de la cepa B12, se extrajo ADN gendémico y se utilizd
para la amplificacion por PCR. Como resultado de la amplificacion y secuenciacion del
gen 16S rRNA, se encontr6 que la cepa B12 comparte una elevada identidad con Bacillus
cereus. La secuencia del gen que se obtuvo se depositdé en GenBank con el nimero de
acceso "PRINA1066477’ y se conoce como Bacillus cereus 12GS. Se construy6 un arbol
filogenético para la cepa y otras especies de Bacillus (Figura 6). Se utilizaron cuatro cepas
de B. cereus, dos de B. anthracis, una de B. licheniformis, dos de B. paramycoides, dos de
B. albus, dos de B. proteolyticus, una de B. megaterium y el género Amphipabacillus sp.

como grupo externo.

PRJINA1066477 Bacillus cereus
‘m_‘—nh‘: MK859966.1 Bacillus cereus
MT086205.1 Bacillus cereus

70033 MN227494.1 Bacillus cereus
LN890140.1 Bacillus cereus

0Q293911.1 Bacillus anthracis

[ == ] W‘—mm_‘: 0Q726403.1 Bacillus licheniformis

— ORG604493.1 Bacillus anthracis
- MT875316.1 Bacillus paramycoides
. OR455409.1 Bacillus paramycoides
OR514226.1 Bacillus albus
OR514221.1 Bacillus albus
— MZ470460.1 Bacillus proteolyticus
OR143772.1 Bacillus proteolyticus
GU384688.1 Bacillus megaterium
OR965063.1 Amphibacillus sp.

Figura 6. Arbol filogenético sobre la relacion genética de PRINA1066477 B.

cereus 12GS (mostrado en negritas). Se presenta el nimero de acceso en GenBank para

cada cepa. Se utilizé Amphibacillus sp. como grupo externo.
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11.5 Discusion

Las técnicas de identificacién molecular, incluida la extraccion de ADN y la amplificacion
de ARNr 16S, desempefian un papel importante en la diferenciacion de B. cereus de
especies estrechamente relacionadas (Adesetan et al., 2020). Las pruebas bioquimicas,
implementadas como caracterizacion preliminar de la cepa de B. cereus en estudio, donde
las pruebas que resultaron positivas como catalasa, oxidasa, lecitinasa e hidrolisis de
almidon, coinciden con cepas de la literatura de Bacillus cereus (Amiri et al., 2021;
Pirttijérvi et al., 2000).

Se han reportado estudios similares que implementan el analisis del gen 16S rRNA para
la identificacion de aislados desconocidos que producen PHA. Se han aislado de distintos
ecosistemas y se identificaron mediante el analisis de secuencias de ARNr 16S, incluidas
B. cereus saba.zh aislada de aguas residuales petroquimicas (Amiri et al., 2021), suelo
contaminado con TNT en el caso de B. cereus FA11 (Masood et al., 2012), residuos
plasticos B. cereus BNPI-92 (Mohammed et al., 2020), y suelo (B. cereus VIT-SSR1, B.
cereus 4N) (Evangeline & Sridharan, 2019; Martinez-Herrera et al., 2020) con diferentes
cantidades de produccion y rendimientos (Tabla 9). Las cepas de esta especie pueden
producir PHA en distintas condiciones nutricionales y de incubacion, asi como un exceso
de fuentes de carbono y limitantes de nitrogeno(Javaid et al., 2020). Actualmente, se han
identificado varios medios de crecimiento para la produccion de biopolimero con B.
cereus, y el tipo de sustrato agregado al medio de cultivo no impide su capacidad para
producir PHA.

En general, tales cepas microbianas pueden producirlo en condiciones de pH no
controlado, temperaturas moderadas y velocidades de agitacion que varian desde 120 a
250 rpm (Martinez-Herrera et al., 2023). Tales condiciones deberian garantizar niveles
optimos de oxigeno disuelto, transferencia de masa eficiente y prevenir la degradacion del

polimero (Masood et al., 2017; Philip et al., 2009).
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Tabla 9. Produccion y rendimiento maximo de PHB de distintos B. cereus y su lugar de

aislamiento.

Bacillus cereus como productor de PHA

Nombre de la cepa Lugar de Maixima Referencia

aislamiento produccion de PHA

B. cereus 12GS

Suelo agricola

1.91 g/L, 87 %

Este estudio

B. cereus saba.zh

Aguas residuales

petroquimicas

1.6 g/L, 60 %

(Amiri et al.,

2021)
B. cereus BNPI-92  Residuos plasticos 0.95 g/L, 38 % (Mohammed et
al., 2020)
B. cereus FA11 suelo contaminado 3.1¢g/L,48.4% (Masood et al.,
con TNT 2017)
B. cereus VIT- Suelo 1.1 g/L,33 % (Evangeline &
SSR1 Sridharan, 2019)
B. cereus 4n Suelo 1.52 g/L, 40.4 % (Martinez-

Herrera et al.,

2020)
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12. CAPITULO 4

COMPORTAMIENTO CINETICO DE Bacillus cereus 12GS EN RELACION A
LA PRODUCTIVIDAD DE PHA Y CARACTERIZACION FISICOQUiMICA
DEL POLIMERO

12.1 Resumen

La evaluacion del crecimiento microbiano es importante debido a que colabora a optimizar
procesos biotecnologicos, como la produccion de PHA. Tal biomaterial alcanza niveles
elevados de produccion al realizar un estudio cinético previo. Ademads, la caracterizacion
es importante debido a que se demuestra la potencial aplicabilidad que tiene con otros
materiales sintéticos. Por tales motivos, el presente estudid se centrd6 en conocer la
concentracion optima de fuente de carbono (20 g/L), el tiempo de fermentacion (48 h), asi
como conocer los parametros cinéticos. Asimismo, analizar la estructura del biopolimero,
demostrando que B. cereus 12GS produjo un PHA de cadena corta denominado
polihidroxibutirato a traves de FTIR y 'H RMN. Finalmente, conocer las propiedades

térmicas del PHB producido, donde se demostraron temperaturas de interés industrial.

Palabras clave: Cinética de crecimiento, DSC, FTIR, RMN
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12.2 Introduccion

Bacillus cereus ha demostrado un potencial prometedor para la produccion de PHA,
polimeros biodegradables con potencial para reemplazar a los plasticos derivados del
petroleo (Martinez-Herrera et al., 2023). Distintas investigaciones han demostrado la
capacidad de B. cereus para acumular PHA en condiciones ricas en carbono y limitadas
en nitrégeno. Se ha observado una produccion 6ptima de PHA utilizando glucosa como
fuente de carbono con rendimientos elevados (Yasin & Al-Mayaly, 2021). Ademas, puede
producir el biopolimero utilizando residuos agroindustriales como fuentes de carbono
econdmicas (Murugan et al., 2021). Asimismo, otra ventaja de este género de Bacillus es
la copolimerizacion al usar distintas fuentes de carbono, como el glicerol, donde se ha
reportado que se produjeron copolimeros de PHA con 13 % mol de 3-hidroxivalerato
(Mohandas et al., 2018) Ademas, la hidrolisis controlada de biorresiduos puede generar
acidos grasos volatiles, que sirven como materia prima para la produccion de copolimeros
(Kumar et al., 2016). Estos estudios demuestran la versatilidad de B. cereus en la
produccion de pH y su potencial para la biosintesis a escala industrial utilizando
condiciones optimizadas y recursos renovables. Si bien, B. cereus muestra potencial para
la produccion industrial de PHA, se necesitan mas estudios de optimizacion de parametros
(San Miguel-Gonzalez et al., 2024) asi como el uso de subproductos agroindustriales
como sustratos y estudios de fermentacion a escala piloto (Martinez-Herrera et al., 2023).
Debido a lo anterior, el objetivo del presente capitulo fue conocer el comportamiento
cinético de la cepa bacteriana en estudio bajo distintas concentraciones de fuente de
carbono y tiempos de fermentacion, que permitan determinar un incremento de PHA g/L,
asi como conocer la estructura del material y evaluar las propiedades mediante analisis de
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), resonancia magnética

nuclear de protones ("H-RMN) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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12.3 Materiales y métodos

12.3.1 Reactivos y sustratos

Los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente estudio se obtuvieron
de Sigma-Aldrich Co. (EUA) (Agua destilada, Dextrosa, Extracto de levadura, Peptona,
NaCl, NaOH, CHCIls, CDCls, acido 3,5-dinitrosalicilico).

12.3.2 Cepa bacteriana

Para el presente estudio se utilizd la cepa bacteriana B. cereus 12GS (NCBI- GenBank:
PRINA1066477), la cual fue previamente aislada y caracterizada como productora de
biopolimeros PHA en la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Ciencias

Biologicas, Instituto de Biotecnologia.

12.3.3 Fermentaciones a nivel matraz para evaluar la produccion de PHA

Los procesos de fermentacion a nivel matraz se llevaron a cabo a partir de matraces de
250 mL con un volumen de 100 mL de caldo GRPD y con distintas cantidades de fuente
de carbono (0, 5, 10, 15, 20 y 25 g/L). Luego, estos fueron inoculados con 100 uL (108
UFC/mL) de la solucidon de esporas de la cepa de Bacillus cereus 12GS previamente
reactivada a trdves de un choque térmico a 100 °C durante 1 min, y se incubaron en
agitacion continua en una incubadora MaxQ4000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a
las condiciones optimizadas (150 rpm, pHS8, 30°C y 4 % de indculo). Después, matraces
de 500 mL con un volumen de 200 mL del medio de cultivo GRPD se inocularon con el
preindculo de 24 h. Finalmente, estos matraces de fermentacion se incubaron con
agitacion continua en una incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a 0,

6,12, 18,24, 36,48,60y 72 h.

12.3.4 Extraccion de PHA
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Primeramente, los cultivos fermentados fueron transferidos a recipientes de polipropileno
y sometidos a centrifugacion a 8,000 rpm y 4°C durante 15 minutos utilizando una
ultracentrifuga J251, eliminando el sobrenadante. Luego, los pellets obtenidos fueron
tratados con 15 mL de hipoclorito de sodio comercial y expuestos a un bafio de ultrasonido
(modelo 5510R-MT) con potencia de 117 V y 135 W, y frecuencia 42 kHz durante 30
minutos. A continuacidon, se realizd6 una segunda centrifugacion bajo las mismas
condiciones y los pellets fueron lavados con 15 mL de agua destilada antes de ser
centrifugados nuevamente. Finalmente, los sedimentos resultantes fueron tratados con 10
mL de cloroformo y expuestos a un bafio de ebullicion durante un minuto. El extracto
obtenido se depositd en placas Petri de vidrio previamente pesadas y se dejo secar durante

la noche.

12.3.5 Cuantificacion de biomasa y porcentaje de acumulacion de PHA

Para ello, se tomaron 10 mL del medio de cultivo fermentado en tubos de microcentrifuga
de 2 mL previamente pesados, y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 15 minutos
(microcentrifuga modelo TM22R). El sobrenadante fue descartado y los pellets resultantes
se secaron a 60°C durante 24 horas. Finalmente, los microtubos fueron pesados en una
balanza analitica (AG204) con una precision de 0,1 mg. La biomasa generada se expresé

en gramos por litro (g/L).

El porcentaje de acumulacion de PHA (% PHA) fue calculado utilizando la siguiente
formula donde P representa la produccion de PHA en g/L y X corresponde a la biomasa

generada en g/L:

P
%PHA = [7] * 100

12.3.6 Andalisis de la cinética del crecimiento bacteriano

El andlisis cinético de la cepa bacteriana seleccionada en condiciones Optimas se realizd

por triplicado. Este andlisis cinético se realiz6 a las 0, 6, 12, 18, 24, 36,48, 60y 72 h, y al
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mismo tiempo distintas concentraciones de glucosa (0, 5, 10, 15, 20 y 25 g/L). Ademas,
se empled el método del 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) con la finalidad de medir las
concentraciones de azucar al paso del tiempo de fermentacion (Gupta et al., 2011).
Ademas, a partir de los datos experimentales, se calcularon los siguientes parametros
cinéticos con la finalidad de evaluar el crecimiento y el comportamiento de la produccién

de PHA (Amit et al., 2020; Quintero-Silva et al., 2024; Saratale et al., 2022).

In (x%)

T_TO

u:

Donde p es la tasa de crecimiento especifica (h!), X, y X son la generacion de biomasa

(g/L) obtenida en el tiempo T and T, respectivamente.

LN(2
Td = N2
i

Donde Td representa el tiempo de duplicacion (h), que se calcula como el logaritmo

natural de 2 dividido por p (h).

@ - P)
e = X, =Xy
X, — X)

Yy« =
XI5 (81— Sy)

v _ (=P
PIS ™ (81— Sy)

Donde Yp/x representa el rendimiento del producto sobre biomasa (g/g), calculado como
la diferencia entre el PHA producido (g/L) y la biomasa generada (g/L). Yx/s representa
el rendimiento de biomasa sobre sustrato (g/g), calculado como la diferencia entre la

biomasa generada (g/L) y el sustrato consumido (g/L). Ypss representa el rendimiento del
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producto sobre sustrato (g/g), calculado como la diferencia entre el PHA producido (g/L)

y el sustrato consumido (g/L).

(T, — Ty)

Donde Qp es la tasa de productividad (g/L*h), que se calcula como la relacion entre el

PHA producido (g/L) y el tiempo de fermentacion (h).

12.3.7 Andlisis estadistico

Los tratamientos evaluados en la cinética se realizaron por triplicado. Asimismo, estos
datos se compararon y evaluaron estadisticamente mediante un andlisis de varianza de una
via (ANOVA), se consider6 significativo un valor p < 0,05. Los datos se expresan como
valores medios + desviacion estandar. Los parametros evaluados fueron produccion de
PHA (g/L) a distintos tiempos de fermentacion y cantidad de fuente de carbono. El anélisis

estadistico se realiz6 a través del software GraphPad Prism 8.
12.3.8 Caracterizacion del biopolimero
12.3.8.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion de los grupos funcionales se analiz6 mediante espectros infrarrojos por
transformadas de Fourier (FTIR), se obtuvieron con un espectrofotoémetro PerkinElmer
Spectrum Frontier. Se escaned una muestra de biopolimero en el rango de 400 a 4000 cm

-1, registrandose 25 escaneos por muestra, utilizando una resolucion de 4 cm™.
12.3.8.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las transiciones térmicas de los compuestos se determinaron mediante DSC utilizando un

calorimetro diferencial de barrido Q2000 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA). Las
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muestras se colocaron en una bandeja hermética de aluminio, se selld y se escaned en un
rango de 25 a 300 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Las propiedades
térmicas, incluida la entalpia de fusion (AHm), temperatura de fusion (Tm) y temperatura
de cristalizacion (Td) se calcularon a partir de los termogramas utilizando el software
Universal Analysis 2000 v 2.0. Todos los experimentos se llevaron acabo por triplicado.
Las bandejas selladas que contenian las muestras se equilibraron a 25 °C durante 1 hora
antes del andlisis. La cristalinidad (X) se evalu6 utilizando la formula reportada por (Maity
et al., 2020).
Xc (%) = (AHm) / (AHmo) * 100

Donde AHm es la entalpia de fusion de la muestra y AHmo es el calor de fusion del PHB

estandar (146 J/g).

12.3.8.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

El analisis estructural se midi6 por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protones ('H RMN) empleando un espectrometro Eft-90 (Anasazi Instruments, IN, EE.
UU.), utilizando cloroformo deuterado (CDCI3) como disolvente. Para este analisis, se
disolvié una muestra de PHA, 10 mg en 1 mL de CDCIl; y se analiz6 a 90 MHz y
temperatura ambiente. Los desplazamientos quimicos se presentan en la escala 6 (ppm) y
las multiplicidades se indican de la siguiente manera: s (singlete), d (doblete), t (triplete),

q (cuadruplete) y m (multiplete).
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12.4 Resultados

El analisis cinético a distintos tiempos de fermentacion y concentraciones de fuente de
carbono demostré una producciéon mas elevada de biopolimeros a las 48 h (Fig. 7), asi
como a la concentracion de 20 g/L, seguido de 15 y 5 g/L respectivamente segun el analisis
estadistico (Fig. 8). A partir de estos datos, la cepa B. cereus 12GS mostr6 una tasa de
crecimiento especifico de 0,07 h ~! con un tiempo de duplicacion de 9,90 h. Asimismo, el

valor de rendimiento de biomasa de PHB (Y p/x) fue de 0,52 g/L*h (Tabla 10).

Tabla 10. Pardmetros cinéticos calculados para B. cereus 12GS

Parametro cinético Valor
w (b 0.07
pumax (h'!) 0.09
Td (h) 9.90
Ks (g/L) 5
Y p/x (ggh) 0.52
Y x/s (ggh) 0.22
Y p/s (ggh) 0.15
Y x+p/s (ggh) 0.37
gs (gg! *h) 0.09
qp (gg! * h) 0.014
Qp (g/g*h) 0.04
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Figura 7. Cinética de crecmiento de B. cereus 12GS con 20 g/L de fuente de carbono.
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Figura 8. Analisis cinético de la produccion de PHB por B. cereus 12GS bajo la influencia

de distintas concentraciones de glucosa.
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El andlisis espectrofotométrico por transformada de Fourirer infrarroja (FTIR) es una
herramienta para mostrar los grupos funcionales quimicos presentes en la muestra
analizada. El patron espectral que abarca un rango de 400 a 4000 cm™! se muestra de
manera grafica en la Figura 9. En particular, los picos formados aproximadamente a
1719¢m ! se atribuyen al grupo carbonilo (C=0) que caracteriza al éster, un pico adicional
a 1276 cm™! sugiere la presencia del grupo (-CH). Un analisis mas detallado revela una
banda distintiva que aparece a 1450 cm ! asociada con la deformacion asimétrica de los
enlaces (CH) dentro de los grupos (-CH>) y (-CH3) con otra aparicion notable a 1379 cm™!.
Dentro del rango de 1000 a 1300 cm !, una serie de bandas pronunciadas significa el
estiramiento del enlace (C-O) inherente al grupo éster. Es importante destacar que tales

caracteristicas espectrales coinciden con un polihidroxialcanoato de cadena corta (PHB).
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Figura 9. Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de

a) PHB comercial (Sigma-Aldrich), b) PHB producido por B. cereus 12GS.

El andlisis de las propiedades térmicas de PHB se realiz6 utilizando DSC, conducido para
investigar la entalpia de fusion, (AHm), la temperatura de fusion (Tm), la temperatura de
cristalizacion (Tc), la temperatura de degradacion (Td) y la cristalinidad (y) de PHB (Fig.
10) mostrando resultados similares a las propiedades térmicas del PHB control (Tabla
11).
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Figura 10. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de a) PHB comercial (Sigma-
Aldrich) b) PHB producido por B. cereus 12GS.
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Tabla 11. Propiedades térmicas del PHB comercial (Sigma-Aldrich) y del PHB producido

por B. cereus 12GS.

Muestra Tm AHm Tc(°C) Td(CC) Xc (%)
O g
PHB control 177.38 76.78 166.33 277.83 52.59
(Sigma-Aldrich)
PHB  producido 172.49 61.55 163.17 237.82 42

por B. cereus 12GS

Los espectros de 'H RMN (Fig. 11) representan una estructura mas detallada a los analisis

anteriores, confirmando la presencia un polihidroxibutirato (PHB).

c
CH, (o}
| ]
{O-CH —CHZ—C] (PHB)
a b

Figura 11. Espectros de 'H RMN de PHB producido por B. cereus 12GS.
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12.5 Discusion

Las variaciones en los parametros de incubacion, afectan la productividad del biomaterial
y las propiedades fisicoquimicas del biopolimero extraido. Tal variabilidad se atribuye a
la plasticidad metabolica, ya que los pardmetros Optimos y los comportamientos
productivos se diferencian entre las cepas de B. cereus. Las fluctuaciones frecuentes en
materia organica y compuestos quimicos son comunes ¢ influyen en las propiedades
genéticas y metabolicas (Martinez-Herrera et al., 2023).

El andlisis cinético mostro a la concentracion de 20 g/L como sobresaliente en produccion
de PHB g/L. El valor de rendimiento de biomasa de PHB (Y p/x) 0.52 g/L/*h. Otras cepas
de Bacillus reportaron valores mas bajos, alrededor de 0.40 g/L*h (Manikandan et al.,
2020; Rehman et al., 2020). El valor de productividad volumétrica de PHB (Qp) fue de
0.04 g/L*h, un valor mayor y similar reportado anteriormente donde se utilizé glucosa
como fuente de carbono (Tabla 12). Por otro lado, se reportd que otros Bacillus cereus
tenian valores similares y més bajos, El tiempo en el que Bacillus cereus 12GS alcanza
una biosintesis méaxima de PHB (48h) es una de las principales ventajas para la produccion

de este biomaterial a nivel industrial (Lathwal et al., 2015).

Tabla 12. Productividad volumétrica (Qp) de biopolimeros por distintas cepas de B.

cereus utilizando glucosa como fuente de carbono.

Productividad volumétrica (Qp)

Cepa Valor (g/L*h) Referencia
B. cereus 12GS 0.04 Este estudio
B. cereus FA11 0.064 (Masood et al., 2012)
B. cereus CFR06 0.019 (Halami, 2008)
B. cereus SPV 0.005 (Valappil et al., 2008)
B. cereus 4n 0.032 (Martinez-Herrera et al.,
2020)
B. cereus BNPI-92 0.029 (Mohammed et al., 2020)
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El analisis fisicoquimico del biopolimero incluyendo al FTIR, DSC y RMN es de gran
utilidad para determinar la estructura quimica del biomaterial, asi como conocer sus
propiedades térmicas y conocer si es comparable a los plasticos convencionales. El
analisis por FTIR demostr6 que la cepa de B. cereus 12GS produjo un
polihidroxialcanoato de cadena corta denominado polihidroxibutirato (PHB), esto se
comprobd al comparar un PHB comercial (Sigma-Aldrich) y al observar similitudes
considerables en sus picos de absorcion (Hagagy et al., 2022; Quintero-Silva et al., 2024).
Asimismo, el analisis 'H RMN demuestra una estructura quimica mas detallada del PHB,
las sefiales de protones muestran claramente que la cepa en estudio sintetizO PHB,
comparando con la literatura (Van-Thuoc et al., 2012).

Se ha descubierto que B. cereus 12GS es un potente productor de PHB, un plastico
biodegradable caracterizado por prometedoras caracteristicas térmicas. Se encontrd que la
Tm y la cristalinidad de PHB eran 172.4 °C y 42 %, respectivamente; otros estudios
informaron un valor similar de Tm 165.6 °C para PHB producido por B. megaterium
(Chang et al., 2021). Ademas, Bhagowati y colaboradores informaron una temperatura de
fusion (Tm) de 109.4 °C para PHB sintetizado por esta bacteria (Bhagowati et al., 2015).
Tal observacion fue corroborada por Rheman y colaboradores, quienes notaron una Tm
de 162 °C y una cristalinidad de 51.3 % (Pati et al., 2020). Sin embargo, otros autores
reportaron una Tm menor de 171 °C y una cristalinidad de 35 % (Pati et al., 2020). La Tc
encontrada fue 163.17 °C, un valor mayor comparado con un estudio reportado
anteriormente, utilizando glucosa como fuente de carbono en la produccion PHB
(Martinez-Herrera et al., 2020). La Td encontrada en este estudio fue 237.24 °C, un valor
similar reportado en la literatura (Chang et al., 2021; Pati et al., 2020). E1 AHm fue
reportado en 61.55 J/g, un resultado similar a Oliveira y colaboradores, donde reportaron
66.9 J/g para PHB producido por fermentacion con Cupriavidus necator (Oliveira et al.,
2007).

Los resultados obenidos por DSC indican que, el PHB producido por B. cereus 12GS
exhibe temperaturas y peso molecular mas bajos (aparentemente), en comparacion con el
PHB control. Sin embargo, esto lo posiciona como un polimero de baja fragilidad pero
con una mejor tasa de biodegradacion, lo que lo hace adecuado para aplicacciones en el

area de empaques (Hong et al., 2013; Martinez-Herrera et al., 2021; Sathya et al., 2018).
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13. CAPITULO 5

ELABORACION DE MEMBRANAS HILADAS DE PHB Y SU EVALUACION
COMO VEHICULO EN LA LIBERACION CONTROLADA DE NICOTINA

13.1 Resumen

El polihidroxubutirato posee propiedades quimicas y térmicas aptas para aplicaciones en
la administracion de farmacos, que puede ser estudiada a traves de elaboracion de
membranas hiladas. Debido a esto, el objetivo del presente capitulo se centré en la
preparacion y evaluacion de distintas membranas preparadas con PHB, PEG y Nicotina.
Se encontr6 que la combinacién de distintos polimeros mejoro la procesabilidad de las
membranas, asimismo, se observo la adicion homogénea de la nicotina (el fArmaco en
estudio) en las membranas a traves de un analisis quimico. Estos resultados pueden servir
como punto de partida en el uso de la nicotina como sistema de administracion de

farmacos con un material bioderadable.

Palabras clave: Hilado por centrifugado, Membrana, Nicotina, Polietinelglicol,
Polihidroxibutirato
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13.2 Introduccion

Entre los biopolimeros disponibles en el mercado, solo el 4cido polilactico (PLA) y los
polihidroxialcanoatos (PHA) poseen propiedades térmicas y mecénicas similares a los
plasticos convencionales, lo que ofrece alternativas prometedoras (Vu et al., 2021).

Las bacterias de Bacillus, al ser Gram-positivas, carecen de lipopolisacaridos en la
membrana externa, lo que simplifica la extraccion y facilita aplicaciones biomédicas como
andamios, administracion de farmacos e ingenieria de tejidos (Mohanrasu et al., 2020).
El polihidroxibutirato (PHB), un tipo de PHA de cadena corta, se ha estudiado
ampliamente. Sin embargo, presenta limitaciones como la fragilidad e inestabilidad
térmica en el estado fundido cuando se usa en andamios (Kandhasamy et al., 2017). Una
estrategia para mitigar estas limitantes implica mezclarlo con otros polimeros. La
incorporacion de plastificantes con mayor hidrofilicidad (afinidad por el agua) en
polimeros altamente cristalinos (PHB) puede mejorar la procesabilidad, ofreciendo una
solucion prometedora (Hutanu, 2014).

Una técnica para la formacion de andamios es el hilado centrifugo; tecnologia especifica
de nanofibras caracterizada por una alta eficiencia (Atici et al., 2022). Presenta distintas
ventajas, como la ausencia de requerimiento de campos eléctricos o diferencias de
potencias. Puede utilizarse con polimeros fundidos o soluciones concentradas, y siempre
que la viscosidad sea adecuada, mantiene una alta productividad.

El costo de instalacion de un dispositivo de hilado centrifugo es menor que el de un
dispositivo de electrohilado, por lo que podria volverse popular nuevamente. Es una
opcion viable para producir telas no tejidas a escala de laboratorio sin requerimientos
técnicos especializados (Z. Li et al., 2019; Merchiers et al., 2020).

Dicho lo anterior, el objetivo del presente estudio fue preparar andamios de
polihidroxibutirato por medio de hilado centrifugo, asi como evaluar el efecto de la
incoroporacion del polietinelglicol y la nicotina, con la finalidad de mejorar la
porcesbilidad del material y observar el efecto a trdves de analisis FTIR, SEM y angulo

de contacto, para introducir la investigacion del PHB en la administracion de farmacos.
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13.3 Materiales y métodos

13.3.1 Reactivos y sustratos

Los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente estudio se obtuvieron
de Sigma-Aldrich Co. (EUA) (Agua destilada, Dextrosa, Extracto de levadura, Peptona,
NaCl, NaOH, Polietinelglicol, Nicotina, CHCI3).

13.3.2 Cepa bacteriana

Para el presente estudio se utilizd la cepa bacteriana B. cereus 12GS (NCBI- GenBank:
PRINA1066477), la cual fue previamente aislada y caracterizada como productora de
biopolimeros (PHA) en la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Ciencias

Biologicas, Instituto de Biotecnologia.

11.3.3 Produccion y extraccion del biopolimero microbiano

Los procesos de fermentacion a nivel matraz se llevaron a cabo a partir de matraces de
250 mL con un volumen de 100 mL de caldo GRPD, tomando en cuenta 20 g/L de fuente
de carbono. Luego, estos fueron inoculados con 100 pL (108 UFC/mL) de la solucion de
esporas de la cepa de Bacillus cereus 12GS previamente reactivada a traves de un choque
térmico a 100 °C durante 1 min, y se incubaron en agitacion continua en una incubadora
MaxQ4000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a las condiciones optimizadas (150 rpm,
pHS, 30°C y 4 % de indculo). Después, matraces de 500 mL con un volumen de 200 mL
del medio de cultivo GRPD se inocularon con el preindculo de 24 h. Finalmente, estos
matraces de fermentacion se incubaron con agitacion continua en una incubadora
MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a 48 h.

Los cultivos fermentados fueron transferidos a recipientes de polipropileno y sometidos a
centrifugacion a 8,000 rpm y 4°C durante 15 minutos utilizando una ultracentrifuga J251,
eliminando el sobrenadante. Luego, los sedimentos obtenidos fueron tratados con 15 mL

de hipoclorito de sodio y expuestos a un bafo de ultrasonido (modelo 5510R-MT) con
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potenciade 117 Vy 135 W, y frecuencia 42 kHz durante 30 minutos. A continuacion, se
realiz6 una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones y los pellets fueron
lavados con 15 mL de agua destilada antes de ser centrifugados nuevamente. Finalmente,
los sedimentos resultantes fueron tratados con 10 mL de cloroformo y expuestos a un bafio
de ebullicion durante un minuto. El extracto obtenido se depositd en placas Petri de vidrio

previamente pesadas y se dejo secar por 24h.

11.3.4 Preparacion de soluciones poliméricas

Las soluciones poliméricas se realizaron en forma de membranas, utilizando un método
de hilado centrifugo para fabricar fibras utilizando una fuerza centrifuga. Este
procedimiento implica utilizar un deposito rotatorio con una solucién, desde el cual la
solucion se expulsa en forma de fibra a través de una boquilla y posteriormente se deposita
en un colector (Merchiers et al., 2020). Las cuatro distintas muestras se prepararon de

acuerdo con la Tabla 13.

Tabla 13. Componentes de las membranas de PHB a evaluar.

Soluciones de PHB
1 2 3 4
Biopolimero (PHB) lg lg lg lg
Polimero (PEG) - 02¢g - 02¢g
Farmaco (Nicotina) - - 20 puL 20 puL

El procedimiento para asegurar la dispersion correcta de las mezclas se siguié segin lo
reportado por la literatura (Dominguez-Diaz et al., 2021): E1 PHB (1 g) se disolvid en
cloroformo (10 mL) bajo agitacion magnética durante 4 h a 50°C. Se agreg6é PEG (0.2 g)
a la solucién anterior manteniendo la agitacion magnética y la temperatura durante 1 h.

Finalmente, se incorporo nicotina (20 pL) a la solucion polimérica a 50°C durante 1 h.
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11.3.5 Hilado centrifugo

Las membranas se obtuvieron colocando la mezcla de polimero/biopolimero en el
deposito de hilado centrifugo. El equipo de centrifugacion se construyd modificando una
centrifuga comercial, excluyendo la seccion destinada a la colocacion de tubos para fines
de dispersion. Las mejoras incluyeron la integracion de un eje giratorio, un deposito de
metal equipado con una boquilla de impresora 3D de 0,4 mm de diametro y la adicién de
ocho barras de metal que rodean el deposito para la deposicion de fibras. La distancia
entre la punta de la boquilla del depdsito y las barras fue de 8 cm, con una velocidad de

rotacion de 4000 rpm empleada para facilitar la formacion de fibras.

11.3.6 Caracterizacion
11.3.6.1 Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

El FT-IR se analiz6 utilizando un NICOLET iS-5 (Thermo Scientific) para determinar los
grupos funcionales presentes en las membranas. Se escane6 una muestra de biopolimero
en el rango de 400 a 4000 cm™!, registrandose 25 escaneos por muestra, utilizando una

resolucion de 4 cm!. El analisis de los espectros se realizd utilizando el software

GraphPad Prism 8.

11.3.6.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las distintas membranas de PHB, PEG y Nicotina se analizaron para determinar su
apariencia morfologica y didmetros utilizando un microscopio electrénico de barrido por
emision de campo (FE-SEMJSM-7800FPRIME JEOL), y las muestras se montaron en un
soporte de cobre. Los didmetros promedio de las fibras se muestran mediante 50 fibras
seleccionadas al azar de toda la region de las imagenes SEM. Los histogramas se
realizaron en el software GraphPad Prism 8. El mapeo elemental se realizo utilizando una

espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDS).
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11.3.6.3 Angulo de contacto

El 4ngulo de contacto se obtuvo mediante la técnica de gota sésil utilizando 10 pl de agua
destilada (Karbasi et al., 2016). Para cada muestra, se registraron tres mediciones de CA
utilizando un microscopio digital (Microview), el andlisis de las imagenes se llevo acabo

utilizando el software Imagel.
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13.4 Resultados

El analisis de FTIR es util para mostrar los grupos funcionales quimicos presentes en las
distintas membranas analizadas. Se muestra un pico caracteristico alrededor de 1720 cm”
Vatribuido al grupo éster. Ademas, los picos cerca de 1200 y 1300 cm™!, y las bandas
presentes alrededor de 1000 cm! con distintas intensidades entre cada muestra, representa

la presencia de los distintos componentes (Figura 12).

- — PHB
—— Membrana PHB
— Membrana PHB/PEG
W
Membrana PHB/Nicotina
—— Membrana PHB/PEG/
o Nicotina
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Figura 12. Andlisis FTIR de las membranas hildas preparadas.

La Figura 13 muestra micrografias electronicas de barrido de las membranas
desarrolladas, que revelan patrones morfologicos similares. Las membranas 1y 2 (Fig. 13
a-b) presentan hilos paralelos, mientras que la membrana 3 (Fig. 13¢) muestra hilos
desordenados. Por ultimo, la combinacion de dos polimeros y nicotina muestra una
disposicion menos organizada en comparacion con las preparaciones anteriores (Fig.
13d). Ademas, se observo una carga satisfactoria de farmaco en las membranas 3 y 4 (Fig.
13 c-d). El anélisis estadistico del didmetro de fibra determin6 que el didmetro medio de
las fibras fue de 8.64 + 2.35, 8,62 + 2,09 7,87 + 1,94 y 8,85 + 1,88 respectivamente. La

adicion de la combinacion de nicotina y polimero alterd la dispersion de la distribucion
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hacia niveles més altos o mas bajos. Dado lo anterior, la preparacion 3 fue la unica

afectada en el tamafio de fibra.

Diéimetro medio =
8.6242.09

AR XXX AR

Didmetro de fibra (uL)

EXAX TR AR

Diametro de fibra (uL)

Diémetro medio =
7.87+1.94

Diémetro medio =
8.85+1.88

AR IR

Diémetro de fibra (uL)

ERAXTRXAT LA

Diémetro de fibra (uL)

Figura 13. Imagenes de microscopio electronico de barrido de las composiciones de
membrana estudiadas: a) PHB, b) PHB/PEG, ¢) PHB/Nicotina, d) PHB/PEG/Nicotina.

Los histogramas correspondientes del didmetro de la fibra se presentan respectivamente.

Los resultados del analisis de membranas mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) con un aumento de 5000X se presentan en la Figura 14. Las fibras de la Figura
14a exhibieron superficies rugosas debido a la rapida evaporacion del solvente, junto con
microporosidad en su superficie e hilos paralelos. En la Figura 14b (PHA/PEG), se
observan significativamente menos hilos porosos en comparacién con la Figura 14a,
atribuidos a diferencias en la preparacion de la membrana.

Por otro lado, la adicioén del farmaco se logré en hilos preparados con PHB, aunque mostrd
deficiencias en la procesabilidad y la estructura del polimero, como se muestra en la
Figura 14c (PHB/Nicotina). Finalmente, en la Figura 14d (PHA/PEG/Nicotina), se
observan hilos sumergidos en el farmaco, junto con un material mas robusto; sin embargo,
presenta una forma mads irregular que las preparaciones anteriores.

Los angulos de contacto que se muestran en la Figura 14 (1-IV) fueron 61,7° + 11,06 (a),
28,5° + 6,49 (b). Al afiadir PEG, que sirve como plastificante, se logréd un dngulo menor
en comparacion con la membrana anterior. Por otro lado, las membranas que contienen

nicotina reducen significativamente su angulo de contacto.
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Figura 14. Imagenes de microscopio electronico de barrido de las composiciones de
membrana estudiadas: a) PHB, b) PHB/PEG, ¢) PHB/Nicotina, d) PHB/PEG/Nicotina y

su respectivo angulo de contacto.

Los mapeos elementales de preparaciones que contienen solo polimeros (Fig. 15 a-b)
revelaron dispersion elemental en su estructura quimica: Carbono y Oxigeno
respectivamente. La distribucion de nicotina en las membranas demostrd ser homogénea,
como lo evidencia la presencia de Nitrogeno (color verde) junto con Carbono y Oxigeno
(colores rojo y amarillo respectivamente) (Fig. 15 c¢-d). Este andlisis complementa los

resultados obtenidos previamente en SEM.
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Figura 15. Mapeo elemental de las membranas que contienen a) PHB, b) PHB/PEG, c)
PHB/Nicotina, d) PHB/PEG/Nicotina.
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13.5 Discusion

Los polimeros biodegradables ofrecen numerosos beneficios en comparacion con los
derivados del petroleo, entre ellos, la reduccion de las emisiones de carbono y la capacidad
de biodegradacion o compostabilidad (Bezirhan Arikan & Duygu Ozsoy, 2015).

El analisis de FTIR permitio observar diferentes intensidades de las bandas, lo que refleja
la compatibilidad del fAirmaco y el polimero; esta puede ser determinada por la aparicion,
desaparicion, cambios de posicion forma e intensidad de las bandas analizadas (Ruela et
al., 2014). Para ello, comparando los espectros de membranas cargadas con fairmaco y
membranas sin carga de fdrmaco, la capa de fairmaco adsorbida sobre la superficie de las
particulas de polimero reduce la intensidad de las bandas de absorcion del polimero,
sugiriendo el establecimiento de enlaces no covalentes entre el farmaco y el polimero (Wu
et al., 2009). Las principales diferencias observadas en el espectro FTIR del polimero
cargado y el polimero sin farmaco fueron la diferencia de intensidad de un pico de 1720
cm! y bandas entre 1000 cm™ y 1300 ¢cm™!. Estos resultados implican compatibilidad
farmaco-polimero (Ruela et al., 2014).

Por otro lado, en el andlisis de SEM, la porosidad de la membrana preparada con PHB se
atribuye al cloroformo, que se ha informado que produce superficies semiporosas
similares, asi como a la separacion de fases en el hilado debido a la centrifugacion (Francis
et al., 2011; Panith et al., 2016). Ademas, en la membrana de PHB/PEG, se observan
significativamente menos hilos porosos en comparacion con la membrana de PHB. La
variacion en la porosidad puede explicarse por la dispersion del plastificante, que puede
reducir la formaciéon de poros en la superficie (Francis ef al., 2011). La adicion de la
combinacion de nicotina y polimero alterd la dispersion de la distribucion del tamafio de
la fibra, debido a los componentes de la preparacion (Akia et al., 2018; Hammami ef al.,
2014). Asmismo, la concentracion de la solucidn, la cantidad correspondiente de polimero
agregado, asi como el tamafo de la boquilla y la distancia de hilado, pueden alterar
significativamente el tamaio de la fibra (Y. Li et al., 2017). Para lograr la regularidad de
los hilos en esta preparacion, se podria implementar una agitacion continua durante un
tiempo mas prolongado (Merchiers ef al., 2020). Las membranas de PHB fabricadas con

hilado centrifugo son adecuadas para diversas aplicaciones, proporcionando un método
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unico para introducir funcionalidades especificas como la incorporacion de principios
activos (Vanheusden et al., 2023).

La reduccion del angulo de contacto al anadir PEG a las membranas se atribuye a la
combinacion de polimeros (Karbasi et al., 2016). Asimismo, la reduccion en las
membranas que contenian nicotina, fue debido a que es un candidato ideal para la
administracién transdérmica debido a que es altamente soluble en lipidos y tiene la
capacidad de permear la piel de manera eficiente (Davaran et al., 2005).

La técnica de mapeo elemental es adecuada para confirmar los elementos presentes asi
como su distribucion elemental homogénea (Mukheem et al., 2022). La distribucion de
nicotina en las membranas demostrd ser homogénea, como lo evidencia la presencia de
Nitrogeno. Se demuestra que los elementos estan presentes de manera uniforme, lo que

confirma la adicion exitosa del fArmaco al polimero (Mukheem et al., 2018).
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14. CAPITULO 6

ESTUDIO DE LA FACTIBILIDAD DE ANDAMIOS ELECTROHILADOS DE
PHB EN EL CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS

14.1 Resumen

Los estudios de la ingenieria biomédica en los andamios electrohilados a base de PHB
muestran un avance significativo en la medicina regenerativa, debido a que han
demostrado ser biocompatibles y viables como vehiculo en el crecimiento de diversas
células, como los fibroblastos dérmicos humanos (HDF), los cuales influyen
significativamente en la reparacion de tejidos. Por tal motivo, el objetivo del presente
capitulo fue evaluar distintas membranas electrohiladas de PHB de distintas
concentraciones, asi como monitorear el crecimiento de células HDF en las membranas
con la finalidad de demostrar la aplicabilidad del biopolimero en el area biomédica.
Interesantemente, las membranas electrohiladas alineadas con 14 % de PHB muestran
resultados sobresalientes en sus propiedades fisicoquimicas y los ensayos de

citotoxicidad, superando al control.

Palabras clave: Biocompatibilidad, Electrohilado, Fibroblastos, PHB
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14.2 Introduccion

Los andamios a base de polihidroxibutirato (PHB) representan un avance notable en el
campo de la ingenieria tisular y la medicina regenerativa, debido a que entre sus
propiedades, destaca la biocompatibilidad y las caracteristicas similares al polipropileno
(Raziyan et al., 2024). Asimismo, la importancia de tales andamios radica en la capacidad
de proporcionar una estructura y tridimensional de soporte para la adhesion y proliferacion
celular, lo que representa importancia para una reparacion tisular eficaz (Giretova et al.,
2025).

Actualmente se han desarrollado diversas técnicas de fabricacion de andamios, entre ellos
el electrohilado, que optimiza la macroarquitectura de estos andamios, mejorando su
estabilidad mecénica y promoviendo funciones celulares criticas para la regeneracion de
tejidos (C.-S. Li et al., 2025). Ademads, se han producido andamios con altas relaciones
superficie-volumen que replican la estructura fibrosa de la matriz extracelular, mejorando
su aplicacion en el ambito. La investigacion de estos andamios no esta excenta de desafios,
entre ellos la optimizacion del proceso del electrohilado para eliminar defectos en la
morfologia de la fibra, la evaluacion del rendimiento biolégico a largo plazo de los
andamios y la solubilidad (Sadat-Shojai, 2016).

La optimizacion de los parametros de electrohilado, como la concentracion y el voltaje
aplicado, es clave para producir fibras uniformes que pueden favorecer el crecimiento y
la funcion celular. Cabe destacar que, los andamios electrohilados de PHB promueven
eficazmente el crecimiento de fibroblastos dérmicos humanos, lo que lo convierte en
candidatos adecuados para mejorar la cicatrizacion de heridas y la integracion tisular
(Zamanifard et al., 2020).

Los fibroblastos dérmicos humanos son células especializadas ubicadas dentro de la capa
de la dermis de la piel, responsables de la sintesis y mantenimiento de la matriz
extracelular y el tejido conectivo. Estos se destacan debido a que muestran una respuesta
unica a los factores de crecimiento y los estimulos ambientales, lo que influye
significativamente en la reparacion de tejidos (Smith & Rai, 2024).

Dicho lo anterior, el objetivo del presente capitulo fue elaborar andamios a la
concentracion Optima y evaluar su capacidad como vehiculo en el crecimiento de

fibroblastos dérmicos humanos.
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14.3 Materiales y métodos

14.3.1 Reactivos y sustratos

Los productos quimicos de grado analitico utilizados en el presente estudio se obtuvieron
de Sigma-Aldrich Co. (EUA). (Agua destilada, Dextrosa, Peptona, Extracto de levadura,
NaCl, NaOH, CHCIs, Glicerol, DMEM, Tripsina, PBS, FBS, 1-Glutamina, acetoximetil

¢éster de calceina, homodimero de etidio, alamarBlue, alcoxido de calcio).

14.3.2 Cepa bacteriana

Para el presente estudio se utilizd la cepa bacteriana B. cereus 12GS (NCBI- GenBank:
PRINA1066477), la cual fue previamente aislada y caracterizada como productora de
biopolimeros (PHA) en la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, Facultad de Ciencias

Biologicas, Instituto de Biotecnologia.

14.3.3 Produccion y extraccion del biopolimero microbiano

Los procesos de fermentacion a nivel matraz se llevaron a cabo a partir de matraces de
250 mL con un volumen de 100 mL de caldo GRPD, tomando en cuenta 20 g/L de fuente
de carbono. Luego, estos fueron inoculados con 100 pL (108 UFC/mL) de la solucion de
esporas de la cepa de Bacillus cereus 12GS previamente reactivada a traves de un choque
térmico a 100 °C durante 1 min, y se incubaron en agitacion continua en una incubadora
MaxQ4000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) a las condiciones previamente
optimizadas (150 rpm, pH 8, 30°C y 4 % de indculo). Después, matraces de 500 mL con
un volumen de 200 mL de caldo GRPD se inocularon con el preindculo de 24 h.
Finalmente, estos matraces de fermentacion se incubaron con agitacion continua en una
incubadora MaxQ8000 (Thermo Fisher Scientific, E. U. A) por 48 h.

Los cultivos fermentados fueron transferidos a recipientes de polipropileno y sometidos a
centrifugacion a 8,000 rpm y 4°C durante 15 minutos utilizando una ultracentrifuga J251,
eliminando el sobrenadante. Luego, los sedimentos obtenidos fueron tratados con 15 mL

de hipoclorito de sodio y expuestos a un bafo de ultrasonido (modelo 5510R-MT) con
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potenciade 117 Vy 135 W, y frecuencia 42 kHz durante 30 minutos. A continuacion, se
realizd una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones y los pellets fueron
lavados con 15 mL de agua destilada antes de ser centrifugados nuevamente. Finalmente,
los sedimentos resultantes fueron tratados con 10 mL de cloroformo y expuestos a un bafio
de ebullicion durante un minuto. El extracto obtenido se depositd en placas Petri de vidrio

previamente pesadas y se dejo secar por 24h.

14.3.4 Preparacion de soluciones poliméricas

Se prepararon diferentes soluciones a distintas concentraciones de PHB (10, 12 y 14 %),
las cuales fueron preparadas disolviendo con cloroformo y bajo agitacion magnética a

temperatura ambiente hasta disolver completamente.

14.3.5 Electrohilado

El proceso de electrohilado es un método ampliamente utilizado para producir
biomateriales y permite generar esteras de nanofibras poliméricas similares a matrices
extracelulares. Después del tiempo de agitacion a temperatura ambiente y la obtencion de
una solucion homogénea, la solucion de polimero se transfirid a una jeringa esterilizada
de polipropileno/poliestireno con una punta 23GA. El proceso de electrohilado se realizd
a 10 kV de voltaje aplicado, 1 ml/h de velocidad de la bomba dosificadora y 15 cm de
distancia entre la punta y el colector. Las nanofibras se depositaron sobre papel de
aluminio colocado sobre un colector giratorio conectado a tierra que giraba a 700 rpm para
obtener una orientacion de fibra alineada. Antes del proceso de electrohilado, se cubri6 el
papel de aluminio con una fina capa de glicerol (99%; Panreac) para facilitar el
desprendimiento de las nanofibras depositadas. Una vez obtenidas las fibras, los tapetes
de nanofibras se mantuvieron en un desecador para mejorar su conservacion y permitir la

evaporacion de posibles trazas.

14.3.6 Caracterizacion

14.3.6.1 Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier
(FTIR)
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El FT-IR se analiz6 utilizando un NICOLET iS-5 (Thermo Scientific) para determinar los
grupos funcionales presentes en las membranas. Se escane6 una muestra de biopolimero
en el rango de 400 a 4000 cm™!, registrandose 25 escaneos por muestra, utilizando una

resolucion de 4 cm!. El analisis de los espectros se realizd utilizando el software

GraphPad Prism 8.

14.3.6.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las transiciones térmicas de los compuestos se determinaron mediante DSC utilizando un
calorimetro diferencial de barrido Q2000 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA). Las
muestras se colocaron en una bandeja hermética de aluminio, se selld y se escaned en un
rango de 25 a 300 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Las propiedades
térmicas, incluida la temperatura de fusion (Tm) y temperatura de cristalizacion (Td) se
calcularon a partir de los termogramas utilizando el software Universal Analysis 2000 v
2.0. Todos los experimentos se llevaron acabo por triplicado. Las bandejas selladas que

contenian las muestras se equilibraron a 25 °C durante 1 hora antes del andlisis.

14.3.6.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las distintas membranas de PHB, PEG y Nicotina se analizaron para determinar su
apariencia morfologica y didmetros utilizando un microscopio electronico de barrido por
emision de campo (FE-SEMJSM-7800FPRIME JEOL), y las muestras se montaron en un
soporte de cobre. Los didmetros promedio de las fibras se muestran mediante 50 fibras
seleccionadas al azar de toda la regiéon de las imdgenes SEM. Los histogramas se

realizaron en el software GraphPad Prism 8.
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14.3.7 Ensayos de biocompatibilidad

14.3.7.1 Cultivo de células

Se reactivaron células de fibroblastos dérmicos humanos (HDF) sacando una alicuota de
células previamente congeladas, se colocaron en bano de 37°C por 5 minutos. Se traspaso
1 mL de células a un tubo falcon y se mezclé con 1 mL de DMEM previamente temperado.
Luego, se agregaron 3 mL mas y se homogeniz6 hasta obtener una solucion de células.
Posteriormente se centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos. Se tir6 el sobrenadante y se agregd
I mL méas de DMEM. Posteriormente se procedi6 a tomar 1 mL de la solucion de células
preparada a un frasco de 75 cm? de cultivo de células, y finalmente se agregaron 12 mL
mas de DMEM, se observé en el microscopio que las células estén flotando y se dejo
incubar a 37°C por 24h.

El cultivo de células HDF se observo diariamente para observar la morfologia y
crecimiento de las células, y se procedi6 a cambiar el medio de cultivo cada tercer dia.
Para lo anterior, se trabajo en condiciones de esterilidad y se retir6 el DMEM del cultivo,
se enjuagd el cultivo con 5 mL de PBS previamente atemperado, se retird el PBS y se
afiadi6 15 mL de medio de cultivo DMEM previamente atemperado y se distribuy6 de
manera homogenea. Se coloco el cultivo en la incubadora a 37°C.

Al obtener un cultivo confluente, se procedié al pasaje de células; con la finalidad de
contar con un cultivo adecuado para el crecimiento de las células. Para lo anterior, se
aspird el medio DMEM del cultivo de células HDF confluente, se enjuagd con 5 mL de
PBS, luego, se agregaron 3 mL de tripsina al cultivo y se distribuy6 de manera homogénea.
Después, se incubd el medio por 5 minutos a 37°C y se observo en el microscopio que las
células se “’despegaran’’ de la superficie. Posteriormente, se agregdé 6 mL de DMEM
previamente temperado al cultivo y se vacid en un tubo falcon para centrifugar a 1200
rpm por 5 minitos. Se desacrt6 el sobrenadante y se agregé 5 mL adicionales de DMEM
al pellet resultante, se homogeniz6 la solucion de células y se tomd 1 mL en un frasco
nuevo previamente etiquetado. Finalmente se agregé 12 mL de DMEM al frasco, se

distribuy6 de manera homogenea y se dejo incubar a 37°C.
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14.3.7.2 Ensayo de citotoxicidad In vitro (alamarBlue)

La evaluacion de la viabilidad de las células cultivadas durante 24 h en el medio
previamente incubado con las fibras preparadas por electrohilado se evalu6 con el reactivo
alamarBlue (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para este
experimento, se utilizaron fibroblastos dérmicos humanos. Estas células se cultivaron en
un medio de cultivo que contenia DMEM, 10% FBS, 2 mM I-Glutamina y 100 U/mL de
pen-strep (medio de cultivo suplementado) y se incub6 a 37 °C y CO; al 5% (v/v) de un
medio cambiante cada tercer dia y se utilizaron los pasajes de células 4-7. El medio
acondicionado se prepar6 afiadiendo 500 pL de medio de cultivo suplementado sobre
sobre andamios de 1 x 1 cm previamente esterilizados con UV e incubandolos durante 24
h a 37°C en una incubadora de CO; (Perez-Amodio et al., 2021). Las células (15,000
células/pocillo) se sembraron en placas de 24 pocillos en medio de cultivo suplementado.
Alos 1,3 y 7 dias de postratamiento, se midi6 la fluorescencia a una longitud de onda
Ex/Em de 530/590 nm utilizando un lector de microplacas (Infinite M200 Pro; Tecan). Se
utilizaron tres réplicas por condicion. Los valores obtenidos se normalizaron al valor
medio correspondiente a la muestra de control con medio no acondicionado el dia 1

(blanco).

14.3.7.3 Ensayo de vida/muerte

A distintos dias de cultivo (1, 3 y 7), se determinoé la viabilidad celular en los andamios
de PHB mediante tincién con el kit Live/Dead Viability segin las especificaciones del
fabricante (Thermo Fisher Scientific). Las células/andamios se incubaron en PBS que
contenia acetoximetil éster de calceina y homodimero de etidio durante 30 minutos a 20
°C para marcar las células vivas y muertas. La fluorescencia verde y roja indicaron células
vivas y células muertas, respectivamente (Ye et al., 2009). Las imagenes se obtuvieron
por un microscopio de fluorescencia Thunder Imager Tissue (Leica Microsystems) y se

procesaron en Imagel.
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14.3.8 Sintesis de nanoparticulas

Las nanoparticulas de calcio se sintetizaron mediante el método sol-gel utilizando un
precursor de alcoxido de calcio, como se reportd anteriormente (Sachot et al., 2016). Al
obtener las nanoparticulas, se sometieron a un tratamiento de 400°C por 12 horas en una

mufla.

&5



14.4 Resultados

El analisis de FTIR es importante debido a que muestra los grupos funcionales presentes
con distintas intensidades en las membranas con las concentraciones de polimero
estudiadas. Se muestra un pico con distintas intensidades alrededor de 1720 cm! atribuido

al grupo éster. Asimismo, las bandas presentes alrededor de 1000 cm™ con presencia de

distintos picos en 10 % de PHB. (Fig. 16).
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Figura 16. Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

de andamios de PHB elaboradas a diferentes concentraciones.

La Tabla 14 muestra el analisis las propiedades térmicas de PHB, conducido para
comparar las propiedades térmicas de los andamios preparados con distintas
concentraciones de polimero, los resultados muestran temperaturas similares al PHB
control y al PHB producido por B. cereus 12GS, lo que representa buena estabilidad de
los andamios. Ademas, se seleccion6 el andamio 14 % PHB debido a sus caracteristicas

térmicas sobresalientes.
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Tabla 14. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de PHB y andamios de PHB

Analisis DSC
Muestra Tc(°C) Tm (°C) Td (°C)
PHB control 163 174 292.9
PHB 12GS 157 163 289.4
Andamio PHB 10 % 146 151 279.8
Andamio PHB 12 % 145 150 282
Andamio PHB 14 % 153.7 156.5 279.6

El ensayo de células vivas/muertas permitié determinar la viabilidad celular en los
andamios de PHB 14 %, las células verdes representan a las células vivas y las rojas a las
células muertas. Se observan en su mayoria células vivas, por lo que el andamio es

adecuado para el cultivo de células HDF in vitro (Fig. 17).

oo ‘ T

Figura 17. Ensayo de células vivas/muertas para la determinacion de la viabilidad de las

c¢lulas HDF. Control a) dia 1, b) dia 3, ¢) dia 7. Andamio de PHB d) dia 1, e) dia 3, f)
dia 7.
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La figura 18 representa los distintos dias de cultivo de células HDF, en el dia 0 se
observan las células flotando (dia del pasaje de células), en el dia 1 las células comienzan
a adherirse, mientras que en el dia 3 se observa mayor presencia de células con la
morfologia caracteristica de las células HDF, finalmente, en el dia 7, se observa un cultivo
confluente, en este dia, con las células suficientes, se montaron los experimentos de

citotoxicidad in vitro.

Figura 18. Cultivo de fibroblastos dérmicos humanos a) dia 0, b) dia 1, ¢) dia 3, d) dia
7.

Los resultados del ensayo de citotoxicidad in vitro con las membranas (preparadas de
manera aleatoria) de PHB se compararon con un control que consistia en células expuestas
sin membranas. Como se muestra en la Figura 19, se detectdé una viabilidad de

fibroblastos dérmicos de alrededor de 70-80 % en los dias estudiados.
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Figura 19. Ensayo de citotoxicidad in vitro de los andamios (alamarBlue).

La adicion de nanoparticulas de calcio a las membranas de PHB demostré una buena
viabilidad, asimismo, la preparaciéon de membranas alineadas aument6 la viabilidad en

comparacion con las membranas preparadas de manera aleatoria (Fig. 20).
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Figura 20. Evaluacion del ensayo de citotoxicidad in vitro (Alamar blue) de andamios
de PHB cargadas con nanoparticulas de calcio.
El andlisis fisicoquimico de las membranas de PHB y PHB/Ca-np (cargadas con
nanoparticulas de Calcio), demuestran diferencias en la intensidad de picos caracteristicos
descritos anteriormente, ademads, se mostro la aparicion de nuevas bandas en los espectros
(Fig. 21). Por otro lado, el analisis de DSC muestra que la membrana de PHB cargada con

nanoparticulas no tiene pico de fusion debido a su naturaleza amorfa (Tabla 15).
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Figura 21. Analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) de
los andamios cargados con nanoparticulas.

Tabla 15. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de andamios de PHB cargado con
nanoparticulas.

Analisis DSC
Muestra Tc(°C) Tm (°C) Td (°C)
Andamio PHB 14 % 176 179 274.7

Andamio PHB 14 % + - - -
Nanoparticulas de calcio

La microscopia electronica de barrido de las membranas alineadas mostrd tamafos de las
fibras similares, sin embargo, al observar el histograma se observa que las membranas
cargadas con nanoparticulas de calcio, muestra fibras de tamafio disperso, asi como se

observa a simple vista en las imagenes (Fig. 22).
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Figura 22. Imagenes de microscopio electronico de barrido (SEM) de los andamios: a)

PHB alineado, b) PHB/Ca-np alineado. Se presentan los histogramas correspondientes

del didmetro de la fibra respectivamente.
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14.5 Discusion

La técnica de electrohilado ha demostrado ser adecuada para la produccion de andamios
tridimensionales ttiles para la ingenieria de tejidos. Dichas estructuras se caracterizan de
manera general por un alto grado de porosidad, que permiten una circulacion eficiente de
elementos necesarios para el crecimiento de células, asi como un area que imita a la matriz
extracelular natural (Sill & von Recum, 2008).

Ademas de las caracteristicas ideales ya mencionadas, los andamios también deben
proporcionar un soporte mecanicamente estable para el desarrollo celular (Ramier ef al.,
2014), en este estudio, esto se demuestra con los analisis de DSC realizado a las
membranas (Tabla 12). Asimismo, la membrana de PHB cargada con nanoparticulas de
calcio no tiene pico de fusion debido a su naturaleza amorfa (Tabla 13), y no tiene una
estructura definida, lo que representa una ventaja del andamio para aplicaciones en
materiales de embalaje o dispositivos médicos (Pryadko et al., 2022).

En el ensayo de células vivas/muertas no se encontr6 efecto citotoxico después de 24h,
sin embargo, en los siguientes dias se nota la presencia de células muertas. AlUn asi, el
ensayo mostro principalmente células vivas tefiidas de color verde en el dia 3 y 7 del
experimento (Fig. 15). De forma general, los andamios mostraron una porosidad ideal que
facilito la penentracion celular (Gabriel ef al., 2017).

Por otro lado, los estudios de citotoxicidad realizados por alamarBlue, demostraron
viabilidad mayor al 85 % en las membranas de PHB de manera ordenada, lo que los coloca
como andamios ideales para la regeneracion de tejidos (Heydari et al., 2024). Sin
embargo, también se observaron disminuciones en la viabilidad celular. Este hallazgo se
puede explicar por el hecho de que el Acido Polihidroxibutirico es un intermediario
presente de forma natural en la sangre humana (Williams et al., 1999). Otros estudios
reportan membranas de PHBV donde se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos, y las
células pudieron crecer y proliferar de manera satisfactoria. Las células exhibieron las
caracteristicas normales y saludables, asi como se comprob6 la biocompatibilidad con
ensayos relacionados al alamarBlue (Napathorn, 2014).

Dados los resultados del SEM, las nanoparticulas de calcio quedaron atrapadas dentro de

los andamios de PHB, como se ha reportado anteriormente con distintas nanoparticulas
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(Ramier et al., 2014). El diametro de las fibras de PHB electrohiladas fue
considerablemente uniforme (Fig. 20), lo que representa una estructura favorable para el
soporte en el crecimiento de células (Zamanifard et al., 2020).

Estos resultados indican que los andamios preparados pueden ser aplicados como

biomateriales en la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa.
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15. CONCLUSIONES

En la actualidad, la bioprospeccion de microorganismos indican el punto de partida en la
investigacion biotecnoldgica, debido a que se han demostrado aislados recientes como
potenciales para las exigencias actuales donde se necesita la produccion de bioplésticos
aptos para la industria y la biomedicina, capaces de ser biodegradables, biocompatibles y
que su costo de produccion no se eleve drasticamente. Los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran a una cepa bacteriana de B. cereus (aislada de suelo agricola con un
alto contenido de carbono) la cual, mostr6é rendimientos de hasta un 87 %, para lograrlo,
se estudiaron distintas condiciones de fermentacion y un medio de cultivo de cuatro
componentes (Glucosa, peptona, extracto de levadura y NaCl) que no necesitd
requerimientos especiales mas que el ajuste de pH.

Aunado a ello, el disefio de experimentos de Taguchi facilité la identificacion de las
condiciones Optimas de fermentacion asi como las pardmetros con mayor influencia, que
fueron pH 8, 30°C, 150 rpm, 4 % de indculo asi como la agitacion y el pH los parametros
de mayor influencia. Los andlisis fisicoquimicos por FTIR, DSC y H-RMN indican que
el polimero producido es PHB. Por otro lado, los andamios preparados mediante hilado
centrifugo y electrohilado presentaron propiedades aptas para aplicaciones biomédicas,
por lo que pueden ofrecer un vehiculo apto para la administracion de farmacos y el cultivo
de células de fibroblastos dérmicos humanos, ya que mostrd ausencia de toxicidad y un
buen encapsulamiento.

Dados los resultados obtenidos en el presente estudio, donde un biomaterial microbiano
demostro cualidades quimicas y térmicas comparables a los polimeros sintéticos, asi como
una buena compatibilidad, esta investigacion contribuye a las alternativas de la produccion

excesiva de plasticos derivados del petroleo.
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16. PERSPECTIVAS

Continuar realizando bioprospeccion en ecosistemas hiper salinos o extremos de
cepas bacterianas con propiedades sobresalientes en el ambito de los

Polihidroxialcanoatos.

Reforzar los andlisis moleculares con estudios de genoma completo con la

finalidad de conocer toda la informacion genética del microorganismo estudiado.

Probar distintos medios de cultivo que permita la biosintesis Optima de

polihidroxibutirato a traves de B. cereus 12GS.

Estudiar el analisis tecno econdomico de la produccion del polimero a través de una

produccion nivel biorreactor.

Proponer un estudio mas exhaustivo del polimero producido en este proyecto

mediante difraccion de rayos X, pruebas mecanicas y espectroscopia de Raman.

Realizar estudios de biodegradabilidad del biopolimero para comprobar el tiempo

en comparacion al polietileno.
Probar el efecto de distintas lineas celulares con los andamios electrohilados de

PHB, asi como conocer el efecto de la combinacion de polimeros naturales con los

andamios.
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17. DECLARACION SOBRE EL USO DE HERRAMIENTAS DE IA

Durante la escritura de esta tesis, se utilizaron herramientas de inteligencia artificial (IA)
de manera complementaria para mejorar ciertas etapas del proceso de redaccion e
investigacion. En particular, se emple6 Elicit, Consensus y Storm IA para:

e Sugerencias de redaccion, coherencia textual y estilo académico.

e Busqueda y organizacion de informacion general.
El escrito final, la interpretacion de los resultados y las conclusiones presentadas en este
trabajo son de exclusiva autoria del tesista, quien se responsabiliza plenamente por la
veracidad, originalidad y rigor académico de lo expuesto. El uso de la IA se limitd a
funciones de apoyo y no reemplazé en ningun momento el pensamiento critico, el analisis

propio ni la redaccion sustancial del texto.
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Introduccion

a cconomia circular se define como un modelo de produccién y consumo que tiene

como base compartir, reparar, renovary reutilizar materiales tantas veces sea posible,

esto con el objetivo de generar mayores ingresos econémicos y reducir la cantidad

de desechos industriales (Lett, 2014). Hoy en dia, la tendencia de los procesos biotec-
nolégicos ha girado entorno a este nuevo modelo econémico denominado como: Bioeconomia
(Martinez Riascos, 2020)

La cconomia circular, es la aplicacion de los principios de la ecologfa industrial a nivel de
una region o pafs, de manera que ¢l objetivo sea cerrar el ciclo de materia en ese termitonio
(Kirchherr et al, 2017). Por tal motivo, es que hay paises que adoptan politicas de economia
circular cuando extienden la aplicacion de los criterios de ecologia industriala todo el pais Chi-
na inici6 la «Politica nacional de economia circular» en el ano 1999, yen el 2009 creé la primera
ley de economia circular que existe en el mundo. Actualmente,muchos paises a nivel mundial
ya han iniciado politicas nacionales de economia circular,entre ellos México y otros paises de
Latinoamérica. (LGEC, 2021.)

La bioeconomia se centra en generar industrias biotecnologicas (biorrefinerias) orien-
tadas a utilizar sustratos residuales como materia prima para la produccion de nuevos
productos como alimentos, combustibles, firmacos, precursores quimicos y biomate-
riales. Destacando los conceptos de cero-generacion de residuos y desarrollo sustent-
able de las comunidades circundantes a estas industrias biotecnologicas (Bharathiraja
et al., 2020). Actualmente, uno de los giros que las biorrefinerias han adoptado es la
produccion de biopolimeros bacterianos, entre la gran amplitud de estos biomateriales
encontramos a los polihidroxialcanoatos (PHAs); una amplia familia de biopolimeros
sintetizados a manera de granulos citoplasmaticos cuando la cepa bacteriana esta bajo

—

GALAN-WONG L), HA. LUNA-OLVERA, B. PEREYRA-ALFEREZ, K. AREVALO-NINO,
N.M. GALAN-FRANCO & LA. GALAN-FRANCO. 2022. INNOVACIONES EN BIOTEC-
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