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RESUMEN

Las fibras poliméricas electrohiladas tienen muchas aplicaciones entre las cuales
estan el cultivo de tejidos y el cargado de farmacos para su liberacién prolongada sin embargo
debido a sus propiedades mecanicas, como son la gran area superficial y bioactividad pueden
ser de gran ayuda en la industria biotecnoldgica. Estas fibras pueden ser utilizadas como
andamios para mejorar la proliferacion bacteriana, asi como la produccion de metabolitos de
intereses biotecnolégico y las biopeliculas formadas pueden ser utilizadas para la
biorremediacién de metales pesados y petréleo.

En este estudio se realizaron fibras y peliculas de poli (caprolactona) adicionadas con
distintas fuentes de carbono: glucosa, fructosa, galactosa y lactosa; fuentes de nitrogeno:
glicina, peptona, urea y extracto de levadura; y para finalizar circuma como agente
antibacteriano en bajas concentraciones, con el objetivo de potenciar la produccion de

biomasa y la formacion de biopeliculas.

Al realizarse un estudio de proliferacion bacteriana con bacterias de interés
biotecnologico como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Lactobacillus spp. se encontré que se puede incrementar la proliferacion bacteriana en un
intervalo que va de 23 a 400%, sin embargo, no todas las formulaciones son beneficiosas
para incrementar el crecimiento bacteriano. Al visualizar las fibras con crecimiento
bacteriano en microscopia electronica de barrido se logra visualizar la formacion de
biopeliculas en la superficie de estas, se sugiere como trabajo a futuro realizar un ensayo

capaz de cuantificar la produccion de biomasa, asi como la produccion de metabolitos.
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Figura Resumen. Diagrama de la produccion de fibras y el crecimiento bacteriano.



CAPITULO I. INTRODUCCION GENERAL

I. INTRODUCCION

La biodiversidad de los microorganismos, su naturaleza Unica y capacidades
biosintéticas en condiciones ambientales especificas hacen que los microorganismos sean
candidatos para resolver problematicas como la escasez de alimentos, control de plagas,
biodegradacion de xenobio6ticos, descomposicién de desechos, entre otros. Los
microorganismos ofrecen un gran potencial para la exploracion de moléculas y procesos de

interés biotecnoldgico e industrial (Ostos-Ortiz, Rosas-Arango, & Gonzélez-Devia, 2019).

Por ejemplo, en condiciones anaerdbicas Escherichia coli produce naturalmente una
mezcla de acidos organicos, etanol e hidrégeno que se aprovecha esto para producir succinato
y lactato, y recientemente etanol e hidrégeno como potenciales biocombustibles (Leon-

rodriguez et al., 2016).

Cepas de Lactobacillus spp homofermentativos son responsables de la acumulacion
de altas concentraciones de acido lactico extracelular y la disminucion del pH, mediante la
produccidn de acido lactico. Se sabe que estas condiciones inhiben a otros microorganismos
y dan a los alimentos fermentados propiedades sensoriales favorables. Las especies
homofermentativas de Lactobacillus spp se utilizan cominmente para elaborar productos

fermentados como productos lacteos, salchichas, verduras y frutas (Cui et al., 2016).

Staphylococcus aureus y otras bacterias patdgenas se han probado como bacterias
tolerantes a metales pesados, con interés en la eliminacion de Cadmio, Cromo, Niquel y Zinc,
para su uso en un efluente de refineria de petréleo (Endurance Oaikhena et al., 2016).
Ademas, se ha informado que es Gtil para la biorremediacion de efluentes contaminados por
tintes textiles (Abatenh et al., 2017).

Por altimo, Pseudomonas es un género grande y diverso que reside de forma ubicua
en habitats acuaticos y terrestres. Aunque, Pseudomonas aeruginosa solia ser reconocida
como un patdégeno oportunista, en las Gltimas décadas ha recibido mucha atencién sobre su
potencial capacidad como biocontrol ambiental. Miembros del grupo de P. aeruginosa

demuestran tener actividad antagonista prominente contra varios fitopatdégenos, volviéndola

10



un recurso prometedor como agente de control bioldgico de enfermedades de las plantas (Ma
et al., 2020).

En la naturaleza las bacterias sometidas a estrés forman biopeliculas. La formacion
de biopeliculas bacterianas representa un problema médico importante, los mecanismos del
inicio de la formacién de biopeliculas son poco conocidos (Chu et al., 2018). Sin embargo,
la formacion de biopeliculas ha ganado interés en varios enfoques industriales, como en la
industria alimentaria (Galié et al., 2018), la biopelicula de Pseudomonas mejora la
degradacion del petréleo crudo (Dasgupta et al., 2013) y la biorremediacion de aguas
residuales (Li et al., 2017), entre otros. Sin embargo, métodos especificos para el
aprovechamiento de estas propiedades aln se encuentran en estudio, dada la complejidad de
las interacciones bacterianas con sus medios y superficies. Siendo de vital importancia buscar

formas de producirlos de manera segura y controlable.

Ademas de lo antes mencionado, los requerimientos alimenticios de los
microorganismos han sido ampliamente estudiados, las vias basicas del metabolismo central
son comunes a todas las bacterias. Las bacterias se han adaptado para utilizar la diversa gama
de fuentes de carbono disponibles en su entorno particular. Las diferentes fuentes de carbono
se absorben y se convierten en un compuesto que puede alimentar una de las vias del
metabolismo central. La funcion del metabolismo central es suministrar a las bacterias
energia (ATP), poder reductor (NADH y NADPH) y los precursores para la biosintesis de
otros constituyentes celulares. Las actividades de las enzimas de las vias centrales se ajustan
para optimizar el uso de los diferentes recursos de carbono. Las fuentes de carbono se utilizan
generalmente de manera jerarquica, siendo la glucosa a menudo, pero no siempre, la fuente
de carbono preferida (Plumbridge & Deutscher, 2019).

Sin embargo, los microorganismos no solamente necesitan carbono para sobrevivir,
el nitrégeno es un componente principal de los organismos vivos Yy representa entre el 10%
y el 15% del peso seco de las bacterias, lo que representa un cuarto de su contenido de
carbono. En la materia viva, el nitr6geno esta presente en los acidos nucleicos y las proteinas,
las moléculas definitorias de las células, y en las bacterias también esta presente en las
paredes celulares, siendo este un elemento trascendental en el crecimiento y proliferacion
bacteriana (Herrero & Flores, 2019).
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Por otro lado, la curcumina conocida como bis-1,7- [4-hidroxi-3-metoxifenil] -hepta-
1,6-diona (CUR), es un pigmento polifendlico hidréfobo que se encuentra en los rizomas
derivados de la Curcuma longa (Rezaei et al., 2018). La CUR tiene muchas aplicaciones
médicas con actividad sobresaliente como agente antifingico y antibacteriano, que en pocas
cantidades puede funcionar como un inductor del estrés celular, asi provocando un
incremento en la proliferacion y la produccion de biopeliculas (Shababdoust et al., 2017;
Ravikumar et al., 2017; Mutlu et al., 2018).

La produccion de biopeliculas se ve beneficiada por las estructuras irregulares de las
superficies por lo cual, se sugiere la formacidn de estructuras con esta propiedad mediante la
produccion de fibras. El electrohilado polimérico es una técnica utilizada para la produccion
de fibras a escala nanométrica, que se ha utilizado con anterioridad para la produccion de
gran variedad de andamios con interés biomédico. Consiste en la inyeccion de una solucion
polimérica debidamente homogeneizada en un solvente de polar, sobre una base de un
material conductor aplicando una corriente del orden de los kilovoltios (kV) de manera que

se forme un cono de Taylor que permita la formacion de fibras (Velasco-Barraza et al., 2016).

Generalmente los polimeros utilizados en el electrohilado para aplicaciones
biomédicas o biotecnoldgicas son biodegradables y biocompatibles de manera que puedan
estar en contacto con medios fisiologicos sin generar reacciones no deseadas. La poli
(caprolactona) (PCL) es un polimero alifatico semicristalino con la férmula quimica
(CsH1002) n. Tiene un punto de fusion bajo (60 °C) y la temperatura de transicion vitrea es de
-60 °C. EI PCL tambien tiene propiedades adecuadas tales como buena biocompatibilidad,
buena biodegradabilidad, buena resistencia mecanica y notable tenacidad. Debido a su
naturaleza hidrofoba, el PCL tiene una buena solubilidad en cloroformo vy tetrahidrofurano
(THF). Haciéndolo un candidato interesante para su utilizacion en biorreactores y medios de
cultivo en biotecnologia (Abdelrazek et al., 2016). Por lo tanto, en este trabajo se utilizaron
fibras electrohiladas de PCL con distintas fuentes de carbono y nitrdgeno, asi como Curcuma

India con el objetivo de inducir la proliferacién bacteriana y la formacion de biopeliculas.
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Il. MARCO TEORICO GENERAL

2.1 Bacterias de uso biotecnoldgico

Los microorganismos estan presentes en casi todos los habitats de la tierra. Los
microbios han dado forma a nuestro planeta durante miles de millones de afios y son los
impulsores de los ciclos globales y locales de carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre y fosforo
que forman la base de la vida en nuestro planeta. La bioingenieria de organismos microbianos
individuales o comunidades microbianas tiene un gran potencial en la agricultura, la
biorremediacién y la industria. Entre los metabolitos que estas micro fabricas producen
podemos encontrar: Proteinas, enzimas industriales, pigmentos, alcoholes, farmacos,
biopolimeros, entre otros (Sivasubramaniam & Franks, 2016). Algunas de estas bacterias de

interés biotecnoldgico se describen a continuacion.

2.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo, oxidasa negativo
que ha recibido mucha atencion debido a su uso como plataforma de las fabricas de células
microbianas a causa de su alta tasa de crecimiento (que proporciona una mayor tasa de
produccién de metabolitos) y la capacidad de utilizar una amplia gama de fuentes de carbono
(Marzan et al., 2017).

En condiciones anaerdbicas, E. coli produce de forma natural una mezcla de acidos
organicos, etanol e hidrogeno. La biotecnologia aprovecha esto para producir succinato y
lactato, y recientemente etanol e hidrégeno como biocombustibles potenciales. El hidrogeno
molecular (H2) es un portador de energia atractivo porque tiene una alta densidad energeética
y es respetuoso con el medio ambiente, ya que su combustion produce solo agua. El
hidrogeno también es una materia prima importante para las industrias quimica, alimentaria,

farmacéutica y algunas otras (Leon-rodriguez et al., 2016).

2.1.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva,

productora de coagulasa, catalasa, inmovil y no esporulada que se encuentra ampliamente
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distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres personas se halla
colonizadas, aunque no infectadas, por ella. Esta bacteria ha probado ser una bacteria
tolerante a metales pesados, con interés en la eliminacion de cadmio, cromo, niquel y zinc,
también para su uso en un efluente de refineria de petrdleo (Endurance Oaikhena et al., 2016),
y, por altimo, se ha informado que es Util para la biorremediacion de efluentes contaminados
por tintes textiles (Abatenh et al., 2017).

2.1.3 Pseudomonas aeruginosa

Las pseudomonas son bacterias Gram negativas, oxidasa positiva y moviles, de vida
libre, de las cuales las mejor estudiadas son P. putida y P. aeruginosa. Prosperan en una
variedad de hébitats, tanto terrestres como acuaticos. P. aeruginosa es un patdgeno
oportunista que infecta los pulmones y es un agente importante de infecciones nosocomiales.
Las pseudomonas son metabolicamente versatiles y pueden degradar una amplia gama de
compuestos organicos y aromaticos, especialmente derivados del material vegetal degradado.
Los compuestos aromaticos complejos se degradan a intermedios simples que se alimentan
de una de las cuatro vias aromaticas centrales codificadas cromosomicamente
(homogentisato, catecol, protocatecuato y fenilacetato), que son responsables de la escision
de los anillos aromaticos (Jiménez et al., 2002).

Esta bacteria también puede ser til en diversas aplicaciones biotecnoldgicas, como
para producir biosurfactantes, metabolitos con actividad antimicrobiana, lipasas y para
eliminar alcanos de cadena ramificada del agua contaminada con petroleo crudo (Bedoya et
al., 2019).

2.1.4 Lactobacillus spp.

Las bacterias del acido lactico (LAB por sus siglas en inglés; Lactic acid bacteria) son
microorganismos clave con un papel importante en la industria alimentaria y de
fermentacion. Entre las cepas LAB, Lactobacillus plantarum tiene una aplicacién
particularmente amplia en la industria alimentaria para mejorar la textura, esencia y
conservacion de los alimentos; por otro lado en el sector sanitario para la sintesis de

bacteriocinas contra Listeria monocytogenes y Clostridium difficile ademas de la produccion
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de &cido lactico (Jara et al., 2020; Sharma et al., 2021). Los Lactobacillus spp. se utilizan
comunmente para producir productos fermentados de productos lacteos, salchichas, verduras
y frutas. Por lo tanto, es importante preparar productos de Lactobacillus homofermentativos
a altas concentraciones y con altos niveles de actividad. Sin embargo, el crecimiento de
Lactobacillus spp. se inhibe fuertemente en condiciones de cultivo por lo que es importante
buscar alternativas para su correcta proliferacion (Cui et al., 2016; Tian et al., 2018).

2.2 Proliferacion bacteriana

El ciclo celular es uno de los procesos mas fundamentales en biologia, subyacente a
la proliferacion y crecimiento de todos los organismos vivos. En las bacterias, el ciclo celular
se ha estudiado exhaustivamente desde la década de 1950. Trabajos recientes muestran que,
al modular su propio crecimiento y proliferacion, las bacterias pueden aumentar su
supervivencia en condiciones estresantes, incluido el tratamiento con antibioticos. Por lo cual
es importante comprender el ciclo celular bacteriano y el control del crecimiento para futuras

investigaciones, asi como para otras disciplinas (Heinrich, Leslie, & Jonas, 2015).

2.2.1 Medicién de la densidad bacteriana

La medicidn de la densidad bacteriana se puede realizar por dos tipos de métodos;
métodos directos que consiste en contar células viables y no viables, y métodos indirectos
que puede medir densidad Optica, productos celulares, o sustratos. La técnica de densidad
Optica mide la masa de microorganismos en una suspension con la ayuda de un
espectrofotometro y se mide la cantidad de luz que atraviesa en una suspension de
microorganismos, en comparacién con un blanco que es el medio esterilizado y sin sembrar.
Cuanto mayor es el nimero de células en suspension, tanto menor es el porcentaje de luz que
atraviesa el medio. Para relacionar la transmitancia con la densidad bacteriana se requiere de

hacer curvas patron de densidad conocidas (Brock & Madigan, 1993)

2.2.2 Tiempo de generacién

Las principales reacciones de la sintesis celular son reacciones de polimerizacion,

proceso por el cual los polimeros (macromoléculas) se sintetizan a partir de monémeros:
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sintesis de ADN, ARN y proteinas; que una vez sintetizadas se ensamblan formando las
estructuras celulares tales como la envoltura celular, flagelos, ribosomas, cuerpos de
inclusion, etc. En la mayor parte de los microorganismos este crecimiento continlia hasta que
las células se dividen en dos nuevas células. El tiempo que requiere una célula para completar
su ciclo es muy variable y depende de factores nutricionales y genéticos. El intervalo que
transcurre en la formacion de dos células a partir de una célula se llama generacion vy el
tiempo requerido para esto es el tiempo de generacion (Mateos, 2021).

Tiempo de generacién (G) es el tiempo requerido para que una célula se divida o una
poblacién se duplique y se calcula mediante la férmula:

t
G=- 1)
Donde G es el tiempo de generacion, t es el tiempo transcurrido y n es el nimero de

generaciones.
2.2.3 Curva de Crecimiento

Es la representacion grafica del logaritmo del nimero de células frente al tiempo. La
curva tedrica seria una recta pues los microorganismos estarian creciendo constantemente,
pero en la practica la curva presenta distintas fases:

Fase de latencia: periodo de adaptacion de un microorganismo a un nuevo medio de

cultivo.

Fase exponencial o logaritmica: aumento regular de la poblacién que se duplica a

intervalos regulares de tiempo (G).

Fase estacionaria: cese del crecimiento por agotamiento de nutrientes, por

acumulacion de productos toxicos, etc.

Fase de declinacion o muerte: el nimero de células que mueren es mayor que el

namero de células que se dividen.

Las propiedades de un microorganismo dependeran de la fase de la curva en que se

encuentren (la produccién de antibidticos se lleva a cabo en la fase estacionaria).
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2.2.4 Metabolitos

Existen procesos metabdlicos en la célula enfocados a la proliferacion y crecimiento
celular denominado metabolismo primario, que incluye todas las rutas bioquimicas e
intermediarios (metabolitos primarios) en la obtencién de energia, la reproduccién celular y
viabilidad. Estos intermediarios son producidos en la etapa activa de crecimiento o fase
exponencial en la curva de crecimiento microbiano, siendo algunos de ellos &cidos organicos,
vitaminas, aminoécidos, entre otros. Pero también existen procesos metabdlicos que incluyen
al metabolismo secundario el cual produce compuestos que cominmente son excretados al
medio donde crece la célula y que no poseen una importancia vital para la misma,
obteniéndose a partir de la energia, intermediarios o productos finales del metabolismo
primario principalmente en etapas donde el crecimiento es lento y sostenido. La biosintesis
de metabolitos secundarios ocurre generalmente debido a condiciones de agotamiento de
nutrientes en el medio, diferenciacion y esporulacion. Algunos ejemplos de metabolitos
secundarios generados en estos escenarios son los antibioticos, toxinas, alcaloides, entre otros
(Cortés-Sanchez & Mosqueda-Olivares, 2013).

2.3 Electrohilado polimérico

El electrohilado es una técnica utilizada desde la década de los ochenta en la industria
textil, esta permite obtener fibras muy delgadas de un amplio rango de materiales
biopoliméricos. Esta técnica consiste en utilizar una fuente de alto voltaje con el fin de
producir un campo electroestatico que cambie la polaridad de una solucién polimérica,
induciendo de esta forma la eyeccidn del liqguido mediante un cono que llega al otro lado del
campo electroestatico y se deposita en un colector en manera de fibras extremadamente
delgadas del orden de los micrometros e incluso nandémetros (Figura. 1). La solucion
polimérica generalmente es mezclada con un solvente que al momento que es expulsada esta
se evapora, dejando que el polimero se solidifique sobre el colector. Las soluciones utilizadas
pueden tener distintos componentes ademas del solvente y el polimero, dependiendo de la
aplicacion para la cual la fibra se utilizard, como farmacos, precursores, enzimas, etc.
(Mendes et al., 2017; Haider et al., 2015, Ahmed et al., 2015).
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Figura 1. Esquema de electrohilado polimérico.
2.4 Poli (caprolactona)

La policaprolactona [Poli (e-caprolactona)] o PCL (Figura. 2), es un polimero
biodegradable sintético que tiene una gran variedad de usos, especialmente en la ingenieria
de tejidos. EI PCL se considera como un polimero caro, asi que generalmente se mezcla con
otros polimeros formando un copolimero con el fin de reducir costos y conseguir productos
comercializables (Aliah & Ansari, 2017). Este poliéster cristalino tiene una gran ductilidad
por su baja temperatura de transicion vitrea, de -60°C, gracias a esto se considera un material
ecoldgico que puede ser utilizado en materiales desechables para industria médica, de
alimentos y agricola (Bezerra et al., 2016). EI PCL presenta algunos inconvenientes, por
ejemplo, aunque es biodegradable tiene una baja tasa de degradacion y esta a su vez genera
productos acidicos, ademas de su temperatura de fusion de 60°C; para algunas aplicaciones

tiene el inconveniente de tener una carga neutra.

)

A X

- - n
Figura 2. Estructura quimica de poli (caprolactona).
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2.5 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM por sus siglas en inglés Scanning
Electron Microscope), es capaz de ofrecer al usuario iméagenes detalladas de la estructura y
morfologia de la superficie de las muestras. Funciona a partir de un haz de electrones que
bombardea a la muestra en forma de barrido, para poder visualizar las muestras organicas o
bien bioldgicas, se requiere del uso de un recubrimiento de un material conductor,
comunmente de oro; ya que el choque de los electrones en el material conductor es lo que
detecta el microscopio y se procesa por medio de un programa informatico. Por lo cual es
posible visualizar la estructura de las fibras, asi como la formacion de biopeliculas en la

superficie de estas.
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1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la eficiencia del uso de andamios enriquecidos en la produccion de

biomasa y la produccion de biopeliculas en bacterias de uso biotecnoldgico.

3.2 Objetivos Especificos

= Sintetizar andamios electrohilados de PCL/CUR, asi como peliculas en diferentes
concentraciones.

= Sintetizar andamios electrohilados de PCL/Cs y peliculas, asi como PCL/Ns.

= Evaluar la proliferacion de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Lactobacillus spp. en andamios y peliculas de PCL con distintas fuentes
de Carbono y Nitrogeno.

= Evaluar la proliferacion celular de las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa. en andamios y peliculas de PCL adicionada con
Curcumina como inductor del crecimiento.

= Evaluar la proliferacion y formacion de biopeliculas en los andamios electrohilados
mediante SEM.

IV. HIPOTESIS
Los andamios producidos por electrohilado son eficientes para incrementar la

produccién de biomasa y biopeliculas en las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Lactobacillus spp.
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CAPITULO II. Fibras PCL/Csy PCL/Ns
V. MARCO TEORICO
5.1 Requerimientos nutricionales bacterianos

Como todos los organismos vivos, las bacterias deben adaptarse a su entorno. Su
principal preocupacion es encontrar los nutrientes que necesitan para sobrevivir. Para su
supervivencia las bacterias necesitan de distintos tipos de nutrientes que permitiran el
correcto funcionamiento de las rutas metabodlicas, entre ellos tenemos a los macronutrientes
como carbohidratos, lipidos, proteinas, asi como micronutrientes (cofactores para las
reacciones en la célula como Cu, Zn, Co, Mn y Mo), ademas de los factores de crecimiento
y los factores estimulantes (De la Garza-Ramos & Alcazar-Pozafia, 2018). Una fuente de
carbono asimilable es un requisito principal y, a excepcion de las bacterias fototréficas
(fotosintéticas) u otros autotrofos, esto significa alguna forma de compuesto de carbono
organico. La capacidad de las bacterias para utilizar una increible variedad de fuentes de
carbono es indicativa de la igualmente amplia variedad de habitats donde se encuentran
(Plumbridge & Deutscher, 2019).

5.2 Fuentes de Carbono

Las fuentes de carbono suelen ser muy diversas, esto permite a los microorganismos
la capacidad de colonizar nuevos habitats, usando estas como materia prima para la captacion
de energia en forma de ATP, su capacidad de reduccion y la biosintesis de macromoléculas
necesarias para la sobrevivencia. La mayoria de los estudios experimentales se han llevado a
cabo en el entorno completamente artificial del matraz Erlenmeyer provisto de altas
concentraciones de una sola fuente de carbono o una mezcla definida de nutrientes durante
el crecimiento exponencial. Las bacterias en la naturaleza rara vez se encontraran en un
medio con abundante suministro y, en el mejor de los casos, pasaran entre momentos de
niveles relativamente altos de nutrientes a una etapa en la que se hayan agotado y las bacterias
deben buscar un nuevo suministro o esperar hasta que llegue mas comida a su camino. Esto
ha llevado al concepto de "fiesta 0 hambruna". En las Gltimas décadas se ha intentado imitar

un estado mas natural mediante el uso de limitacién de carbono. Algunas fuentes de Carbono
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se describen a continuacion, mientras que sus estructuras moleculares pueden ser vistas en la

Tabla 1.

Tabla 1. Estructura molecular de distintas fuentes de carbono y nitrogeno.

Nombre

Estructura

Glucosa

Galactosa

Fructosa

Lactosa

Glicina

Urea

Peptona*

Extracto de
levadura*

CHy

OH

OH

* Imagen representativa de un péptido.
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5.2.1 Glucosa

La glucosa es el azicar de preferencia de muchas bacterias. La glucosa es un
monosacarido con férmula molecular CsH1206. ES una hexosa, es decir, contiene 6 &tomos
de carbono, y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la molécula (es
un grupo aldehido). Es una forma de azUcar que se encuentra libre en las frutas y en la miel.
Es un isomero de la galactosa, con diferente posicion relativa de los grupos -OH y =0.
Algunas bacterias de uso industrial que utilizan la glucosa como fuente de carbono son
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum y la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Fuhrer, Fischer, & Sauer, 2005).

5.2.2 Galactosa

La galactosa es un monosacérido de la familia de las hexosas, es uno de los
componentes de la lactosa y estereoisomero de la glucosa. La galactosa es un carbohidrato
que no solo se encuentra en los productos lacteos como una subunidad de las moléculas de
lactosa, sino también en muchos ambientes como cereales, frutas, legumbres, nueces, carnes,
semillas y verduras. Esta presente en forma libre o unido a otras unidades de carbohidratos
en varios enlaces glicosidicos, como a-1,6, B-1,3 y B-1,4, y como componente de lipidos y
proteinas en las células, las bacterias acido lacticas metabolizan esta fuente de carbono
(Iskandar et al., 2019).

5.2.3 Fructosa

La fructosa de formula molecular CsH1206, €s una cetohexosa; cetosas porque
contiene en su estructura un grupo oxo (grupo de cetonas) y hexosa por los 6 atomos de
carbono. La fructosa es un monosacarido natural aislado por primera vez del azucar de cafia
en 1847. Se encuentra en muchas frutas y verduras, siendo el azucar predominante en
manzanas, uvas, naranjas y sandias, ademas de comprender de hasta la mitad del total de
azucares en la miel (Barclay et al., 2012). Esta fuente de carbono es utilizada por diversas

bacterias para la produccion de metabolitos tal es el caso de Halomonas sp. YLGWO1 para
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la produccion de poli-3-hidroxibutirato (Park et al., 2020) y como materia prima para la
formacion de &cido lactico en bacterias acido lacticas fructofilicas (Endo, Futagawa-Endo, &
Dicks, 2009)

5.2.4 Lactosa

La lactosa es un disacarido que consiste en la combinacion de dos azucares simples,
a / B-D-glucosa y B-D-galactosa, unidos por un enlace glucosidico B (1-4) y es la principal
fuente de carbono en la leche. La utilizacion de lactosa esta relacionada principalmente con
los procesos de fermentacién por LAB y esta bien documentada (Chen et al., 2015; Iskandar
etal., 2019).

5.3 Fuentes de nitrogeno

El ion amonio (NH4") es un compuesto clave en la asimilacion de nitrégeno en
numerosos sistemas bioldgicos porque es la forma inorganica de nitrégeno que se incorpora
a los esqueletos de carbono. El amonio presente en el medio ambiente puede ser asimilado
por muchas bacterias, levaduras, hongos, algas y plantas. Las soluciones de amonio siempre
contienen amoniaco (NHs), que puede difundirse a través de membranas biologicas. La
difusion de amoniaco seguida de la captura de amonio intracelular por la glutamina sintetasa
puede representar un proceso significativo para la adquisicion de nitrogeno, especialmente
en organismos como algunas bacterias que pueden crecer en medios alcalinos (Herrero &
Flores, 2019).

5.3.1 Glicina

La glicina (Gly o G) es uno de los aminoacidos que forman las proteinas de los seres
vivos. En el codigo genético esta representada por los codones GGU, GGC, GGA o GGG.
Es el aminoacido mas pequefio y el Unico no quiral de los 20 aminoacidos presentes en la
celula. Su férmula quimica es NH2,CH,COOH y su masa es 75,07. La glicina es un

aminodacido no esencial (Herrero & Flores, 2019).
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5.3.2 Urea

La urea es un compuesto organico simple presente en el océano, aguas dulces, asi
como en el suelo (en parte debido a su uso como fertilizante), con frecuencia en
concentraciones micromolares o inferiores, y puede ser asimilado por bacterias
pertenecientes a diferentes grupos filogenéticos. Aunque la urea en concentraciones
relativamente altas (milimolares) puede penetrar las membranas bioldgicas permitiendo al
menos un crecimiento lento, también puede incorporarse a muchas bacterias mediante un
transportador activo. Una vez dentro de la célula, la ureasa degrada la urea para producir CO;
y amonio, que se incorpora al material organico (Herrero & Flores, 2019).

5.3.3 Peptona

Las peptonas son polipéptidos formados durante la degradacion enzimatica de
proteinas. Son la principal fuente de nitrégeno en el medio organico para el cultivo de
bacterias. Contienen aminoacidos libres y cadenas cortas de péptidos, y a veces carbohidratos
Es soluble en agua e insoluble en etanol y éter. Una de sus aplicaciones es la produccion de
levanos con Bacillus subtilis MTCC 441 como principal fuente de nitrégeno (Veerapandian,
Ramiah, & Varadhan, 2020).

5.3.4 Extracto de levadura

El extracto de levadura es un autolizado de células de levadura utilizadas en la
preparacion de medios de cultivo microbioldgicos en un entorno de laboratorio, es la porcion
soluble en agua de la levadura autolizada. La autdlisis se controla cuidadosamente para
preservar las vitaminas del complejo B de origen natural siendo un excelente estimulador del
crecimiento bacteriano. Extracto de levadura se emplea generalmente en la concentracion de
0,3% - 0,5%. El extracto de levadura ha sido exitoso en medios de cultivo para estudios
bacterianos en leche y otros productos lacteos ademés se ha visto favorecida la
fotoproduccion de hidrogeno por Rhodobacter sphaeroides en medios adicionados con

extracto de levadura (Hakobyan, Gabrielyan, & Trchounian, 2012).
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VI. ANTECEDENTES

La gran mayoria de la investigacion en electrohilado polimérico y bacterias se basa
en la encapsulacién de compuestos bioactivos o bacterias y virus en la matriz de las fibras
electrohiladas, a continuacion, se describen distintas investigaciones, sin embargo, poco se

sabe de la proliferacion de estas bacterias sobre la superficie de las fibras.

En una investigacion realizada en 2006, se encapsularon bacterias y virus en nanofibras
de polimero electrohilado. Las bacterias y los virus se suspendieron en una solucién de PVA en
agua y se sometieron a un campo electrostatico del orden de 1 kV cm™. Las bacterias
encapsuladas en este trabajo (Escherichia coli, Staphylococcus albus) y los virus bacterianos (T7,
T4, )) lograron sobrevivir al proceso de electrohilado manteniendo su viabilidad en niveles
bastante altos. Posteriormente, las bacterias y los virus permanecen viables durante tres meses a
—20 y —55 °C sin una mayor disminucion en el nimero. Estos resultados demuestran el potencial
del proceso de electrohilado para la encapsulacion e inmovilizacion de material biolégico vivo
(Salalha, Kuhn, Dror, & Zussman, 2006).

Aunque los microorganismos se han utilizado en aplicaciones industriales y de nicho
durante varias décadas, la inmovilizacion exitosa de estos microrganismos de utilidad para
cualquier aplicacion biotecnoldgica es escasa. Un sistema funcionalmente bioactivo de este
tipo tiene distintas ventajas sobre los sistemas de reactores microbianos de flujo continuo y
discontinuos convencionales que se utilizan en diversos procesos biotecnoldgicos. Liu et al.,
utilizaron fibras poliméricas en tribloque de 6xido de polietileno 99, éxido de polipropileno
67 y Oxido de polietileno 99, creadas mediante electrohilado, para encapsular
microorganismos de 3 géneros industrialmente relevantes, Pseudomonas, Zymomonas Yy
Escherichia. La presencia de bacterias en el interior de las fibras se confirmé mediante
microscopia de fluorescencia y SEM. Los microorganismos encapsulados fueron viables
durante varios meses y su actividad metabdlica no se vio afectada por la inmovilizacion; por
tanto, podrian utilizarse en diversas aplicaciones, la matriz activa de microorganismos
encapsulados permite un intercambio eficaz de nutrientes y productos metabdlicos entre el
microorganismo y el medio ambiente (Liu, Rafailovich, Malal, Cohn, & Chidambaram,
2009).
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En otro estudio, se muestra la aplicacion de la técnica de electrohilado como un método
viable para la encapsulacion y estabilizacion de cepas bifidobacterianas. Se us6 PVA como
material de encapsulacion porque generalmente se reconoce como seguro, tiene una alta barrera
al oxigeno cuando esta seco y es soluble en agua, lo que permite una facil recuperacién de las
bacterias para las pruebas de viabilidad. Se utilizo6 una configuracion coaxial para la
encapsulacion, y las fibras electrohiladas asi obtenidas tenian un diametro medio de aprox. 150
nm. La incorporacién de B. animalis Bb12 condujo a una disminucion del punto de fusion y
cristalinidad de las fibras de PVA y a un aumento de la temperatura de transicién vitrea del
polimero. Las pruebas de viabilidad, realizadas a tres temperaturas diferentes (temperatura
ambiente, 4 y -20 °C) mostraron que B. animalis Bb12 encapsulado dentro de las fibras de PVA
permanecid viable durante 40 dias a temperatura ambiente y durante 130 dias a temperatura de
refrigeracion, mientras que se observo una disminucion significativa de la viabilidad en ambos
casos cuando las bacterias no estaban encapsuladas (L6pez-Rubio, Sanchez, Sanz, & Lagaron,
2009).

La técnica de electrohilado también se ha utilizado en la inmovilizacion de rizobios
en nanofibras de alcohol polivinilico (PVA) como una alternativa innovadora y prometedora
para reducir los efectos nocivos del estres ambiental sobre las cepas bacterianas en un posible
producto de nanotecnologia inoculante para uso en agricultura. EI objetivo de estos estudios
fue evaluar la supervivencia de rizobios incorporados en nanofibras de PVA que fueron
aplicadas a semilla de soja y luego sometidas a diferentes tiempos de almacenamiento y
exposicion a un fungicida. También se evalué el mantenimiento de las caracteristicas
simbidticas de las cepas bacterianas incorporadas, notandose la formacion de nédulos en las
plantulas de soja. No se observaron diferencias significativas en la supervivencia celular a
tiempo cero y después de 24 h de almacenamiento. Después de 48 horas, se observé una
diferencia significativa en la concentracion de células bacterianas de las semillas fijadas con
nanofibras de PVA. La exposicion al fungicida disminuyé la viabilidad de las cepas de
bacterias incluso cuando estaban recubiertas con nanofibras. Se observé un mayor nimero
de nddulos formados en plantulas de soja inoculadas con rizobios incorporados en nanofibras
de PVA en comparacién con las semillas inoculadas. Mostrando que la técnica de

electrohilado es una gran alternativa a los inoculantes protectores habituales por presentar la
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capacidad sin precedentes para controlar la liberacion de bacterias (Damasceno, Roggia,
Pereira, & de S4, 2013).

Nagy et al., investigaron la idoneidad del electrohilado para la administracion de
biofarmacos y desarrollar un método basado en el electrohilado para producir sistemas de
administracion de farmacos por via vaginal. Se encapsularon bacterias Lactobacillus acidophilus
en nanofibras de tres polimeros diferentes [poli (vinil alcohol) y poli (vinil pirrolidona)] con dos
masas molares diferentes). La vida util de las bacterias podria mejorarse excluyendo el agua y
preparando una forma de dosificacion sélida, que es una forma de administracién ventajosa y
agradable para el paciente. Las formulaciones se almacenaron a —20, 7 y 25 °C, respectivamente.
Las pruebas de viabilidad demostraron que las nanofibras pueden proporcionar estabilidad a largo
plazo para grandes cantidades de bacterias vivas si se mantienen a 7 °C o menos. Ademas, todos
los tipos de nanoredes preparadas en este trabajo se disolvieron instantaneamente cuando
entraron en contacto con el agua, por lo que pueden proporcionar nuevas formas potenciales para

curar la vaginosis bacteriana (Nagy et al., 2014).

En otro estudio se produjeron tapetes biocompuestos fibrosos remediadores de cromo
hexavalente a través de la inmovilizacion de una cepa bacteriana reductora de cromo
hexavalente, Morganella morganii STB5, sobre la superficie de telas de poliestireno y
polisulfona electrohiladas. Las membranas con biocompuestos inmovilizados con bacterias
han mostrado rendimientos de eliminacion de 93,60y 93,79% para10mg /L, 99,47 y 90,78%
para 15 mg / Ly 70,41 y 68,27% para 25 mg / L de cromo hexavalente inicial en 72 h,
respectivamente y podria reutilizarse durante al menos cinco ciclos. Los resultados de las
pruebas de almacenamiento indican que los tapetes biocompuestos pueden almacenarse sin
perder su capacidad de bioextraccion. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de los
tapetes de biocompuestos demuestran que las biopeliculas de M. morganii STB5 se adhieren
fuertemente a las superficies poliméricas fibrosas y se retienen después de ciclos repetidos
de uso. En general, los resultados sugieren que los tapetes de biocompuestos fibrosos
inmovilizadas con bacterias reutilizables podrian ser aplicables para la remediacién continua

de cromo hexavalente en sistemas de agua (Sarioglu, Celebioglu, Tekinay, & Uyar, 2016).

En los Gltimos tiempos, las nanofibras electrohiladas se han estudiado ampliamente

desde varios enfoques biotecnoldgicos; En este trabajo se electrohilaron soluciones de poli
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(&cido acrilico) mezcladas con quitosano y alginato con el fin de determinar el
comportamiento de estas fibras al ser utilizadas en combinacion con bacterias, se incubaron
diferentes muestras con las cepas bacterianas: Streptomyces spp., Micromonospora spp. y
Escherichia coli, se realizé una prueba de absorbancia a 600 nm. Las fibras demostraron
caracteristicas adecuadas para ser utilizadas como biorreactor bacteriano (Velasco-barraza et
al., 2017).

Otro estudio, muestra la preparacién y aplicacion de nuevos materiales
biocompuestos para la eliminacién de tintes textiles que se producen mediante la
inmovilizacidn de bacterias especificas sobre telas nanofibrosas electrohiladas. Se seleccion6
un aislado bacteriano remediador de tinte textil, Clavibacter michiganensis, para la
inmovilizacion bacteriana, se seleccion6 un tinte textil reactivo comercial, Setazol Blue BRF-
X, como el contaminante objetivo y policaprolactona electrohilada (PCL) y telas poliméricas
nanofibrosas de acido polilactico (PLA) fueron seleccionados para la integracion bacteriana.
La adhesion de las bacterias a las bandas nanofibrosas se controld mediante imagenes de
microscopia electronica de barrido (SEM) y se realizaron mediciones de densidad Optica
(DO) para las bacterias desprendidas. Después de lograr cantidades suficientes de bacterias
inmovilizadas en telas nanofibrosas electrohiladas, se utilizaron muestras de telas
equivalentes para probar las capacidades de eliminacion de tinte. Tanto las redes de bacterias
/ PCL como las de bacterias / PLA han demostrado una remediacion eficaz del tinte Setazol
Blue BRF-X en 48 h en cada concentracion probada (50, 100 y 200 mg / L), y su rendimiento
de eliminacion fue muy similar a las células de las bacterias libres. Las redes inmovilizadas
con bacterias se analizaron cinco veces para su reutilizacion a una concentracion de colorante
inicial de 100 mg/L, y se determind que eran potencialmente reutilizables con una mayor
inmovilizacién bacteriana y capacidades de eliminacion de colorante mas rapidas al final de
la prueba, estos hallazgos sugieren que las redes nanofibrosas electrohiladas son plataformas
disponibles para la integracion bacteriana y las redes inmovilizadas por bacterias pueden
usarse como indculos de partida para su uso en la remediacion de tintes textiles en sistemas

de aguas residuales (Sarioglu, Keskin, Celebioglu, Tekinay, & Uyar, 2017a).
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Por otro lado, las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos producidos a partir
de la degradacion enzimatica del almidon en forma de polvo blanco que tiene la capacidad
de transformarse en forma de fibra electrohilada ultradelgada mediante la técnica de
electrohilado. Las fibras de ciclodextrina electrohiladas (CD-F) pueden ser materiales
bastante atractivos para encapsular bacterias con fines de biorremediacion. Las CD-F no solo
sirvieron como matriz portadora, sino que también como fuente de alimentacion para las
bacterias encapsuladas. Las propiedades naturales y no téxicas de las CD-F proporcionan una
mejor viabilidad bacteriana para el biocompuesto fibroso. Las bacterias encapsuladas en CD-
F exhiben viabilidad celular durante méas de 7 dias en condiciones de almacenamiento de 4
°C. Ademas, se probo la capacidad de biorremediacion de bacterias/biocompuestos CD-F
para el tratamiento de metales pesados (niquel (I1) y cromo (V1)) y colorantes textiles
(Reactive Black 5, RB5). El biocompuesto de bacterias / CD-F demostrd una eficiencia de
eliminacion de Ni (I1), Cr (V1) y RB5 de 70 + 0,2%, 58 + 1,4% y 82 + 0,8, respectivamente.
La capacidad de eliminacion de contaminantes de las bacterias / CD-F fue mayor en
comparacion con las bacterias libres, ya que las bacterias pueden usar CD como una fuente
de carbono adicional que promueve su tasa de crecimiento. Este estudio demuestra que las
CD-F son plataformas adecuadas para la encapsulacion de células bacterianas para
desarrollar nuevos biocompuestos que tengan capacidades de biorremediacion para el

tratamiento de aguas residuales (Sarioglu, Keskin, Celebioglu, Tekinay, & Uyar, 2017b)

Otro estudio, describe la preparacion y aplicacion de nuevos materiales
biocompuestos que fueron producidos por encapsulacion de células bacterianas dentro de
redes nanofibrosas electrohiladas. Se selecciond una cepa comercial de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 47085 que tiene capacidad de remediacidn del colorante azul de metileno
(MB) para la encapsulacién, y se seleccionaron poli (vinil alcohol) (PVA) y poli (6xido de
etileno) (PEO) como matrices poliméricas para el electrohilado de redes nanofibrosas
encapsuladas en bacterias. La encapsulacién de las células bacterianas se controlé mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia de fluorescencia, y se comprobd la
viabilidad de las bacterias encapsuladas mediante tincidn viva / muerta y ensayo de recuento
de células viables. Tanto las redes de bacterias / PVA como las de bacterias / PEO han
mostrado un gran potencial para la remediacién de MB. Las bacterias encapsuladas en redes

nanofibrosas electrohiladas se almacenaron a 4 ° C durante tres meses y se descubrié que
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eran potencialmente almacenables para mantener vivas las células bacterianas encapsuladas.
En general, los resultados sugieren que las redes de nanofibras hiladas eléctricamente son
plataformas adecuadas para la conservacion de células bacterianas vivas y pueden usarse
directamente como in6culo inicial para la biorremediacién de sistemas de agua (Sarioglu et
al., 2017b).

Los Streptomyces se explotan para la produccion de una amplia gama de metabolitos
secundarios, incluidos los antibiéticos. Por lo tanto, los esfuerzos de investigacion tanto
académicos como industriales se centran en mejorar la produccién de estos preciosos
metabolitos. Hasta ahora, esto se ha logrado principalmente mediante técnicas genéticas clasicas
0 recombinantes, en asociacion con la optimizacion del proceso para fermentacion sumergida o
en estado solido. Los nuevos enfoques de cultivo que abordan el crecimiento y el ciclo de vida
del micelio natural permitirian aprovechar mucho mejor el potencial biosintético de las cepas
filamentosas. Moffa et al., desarrollaron un sistema de cultivo para microorganismos productores
de antibidticos que involucra nanofibras organicas electrohiladas depositadas en placas de agar
o sumergidas en medios liquidos. Se encontré que densas redes filamentosas de hifas ramificadas
formadas por colonias bacterianas se envolvian alrededor de las fibras. Se analizaron los efectos
de las fibras sobre el crecimiento y la produccion de antibioticos en Streptomyces lividans, y se
encontrd que las producciones de antibioticos dependientes de actinorrodina, undecilprodigiosina
y calcio se modulaban positivamente, con una mejora de dos a seis veces en comparacion con las
condiciones de cultivo estandar. Destacando el papel promotor del metabolismo secundario de
las nanofibras en cultivos bacterianos, estos resultados abren una ruta para el disefio de sistemas
de cultivo mejorados para microorganismos basados en nanoestructuras organicas (Moffa et al.,
2017)

Las bacterias del acido lactico pueden tener efectos beneficiosos para la salud y se
pueden utilizar para el tratamiento de diversas enfermedades. Sin embargo, sigue existiendo
el desafio de encapsular probidticos en sistemas de administracion con una alta viabilidad y
eficacia de encapsulacion. El electrohilado de bacterias es un método nuevo y poco estudiado,
y se necesita una mayor investigacion de su potencial prometedor en este trabajo se
estudiaron las caracteristicas de crecimiento de nueve especies diferentes de Lactobacillus y
una de Lactococcus spp. Se electrohilaron soluciones poliméricas que contenian ~ 10 log
unidades formadoras de colonias (UFC)/mL de bacterias acido lacticas permitiendo la

incorporacion exitosa de todas las especies bacterianas probadas, desde la mas pequefia (0,74
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m; Lactococcus lactis) hasta la mas grande (10,82 m; Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus), en nanofibras de poli (6xido de etileno) con un diametro promedio de ~ 100 nm.
Todos estos lactobacilos fueron viables después de la incorporacion en nanofibras, con una
pérdida de viabilidad de 0 a 3 log UFC/mg, dependiendo de la especie. La viabilidad se
correlaciond con la hidrofobicidad y la longitud extrema de las bacterias del &cido lactico. El
electrohilado representa un método prometedor para la incorporacion de bacterias del &cido

lactico en sistemas de suministro de solidos (Zupancic, Skrlec, Kocbek, Kristl, & Ales, 2019).

Por otro lado, Ma et al. en el 2021, prepararon nanofibras basadas en goma arabiga
(GA) vy se caracterizaron en combinacion con pululano (PUL) mediante electrohilado por
primera vez, para la encapsulacion de Lactobacillus. Las nanofibras electrohiladas GA / PUL
20:80 cargadas con Lactobacillus mostraron una mejor supervivencia probiotica (85,38 a
97,83%) en comparacion con la liofilizacion (80,92 a 89,84%) y conservaron la viabilidad
durante 28 dias de almacenamiento a 4 oC. La aplicacion de nanofibras GA/PUL con
caracteristicas prebidticas proporciona un nuevo enfoque para la proteccion eficaz de los
probidticos (Ma et al., 2021).

Para utilizar el efecto de los probidticos en la cavidad oral, se prepard una forma de
dosificacion de Lactobacillus paracasei de facil aplicacion y disolucién oral mediante
electrohilado de alta velocidad. La tecnologia de secado electrostatico ampliada dio como
resultado una alta productividad de fibras submicrénicas de rapida disolucion. Para
minimizar la pérdida de viabilidad de las bacterias, se desarrollaron sistemas de polimeros a
base de poli (alcohol vinilico)-poli (6xido de etileno) combinados con diferentes excipientes
estabilizantes (glucosa, lactosa, manitol, sacarosa, trehalosa, inulina y leche desnatada). El
uso de excipientes fue exitoso para disminuir el estrés osmético y por deshidratacion mientras
aumentaba la supervivencia bacteriana durante el electrohilado y el almacenamiento a largo
plazo. La aplicacion de trehalosa, sacarosa y leche desnatada como excipiente estabilizador
proporciond una supervivencia bacteriana del 80% o mas durante el electrohilado; ademas,
en las formulaciones que contienen leche desnatada y manitol se detectdé una pérdida de
viabilidad de 0,5 unidades logaritmicas y 0,2 unidades logaritmicas después de un afio. La
leche descremada mostrd los mejores resultados considerando la tasa de supervivencia y la

estabilidad a largo plazo: después de 1 afio de almacenamiento, se midié un recuento celular
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de 7,4 x10° UFC/g a7 ° C y 1,56 x10 *® UFC/g a —20 ° C (la carga inicial fue de 2,7 X
101°CFU/qg). Por lo tanto, el electrohilado con excipientes bien seleccionados proporciona un
sistema adecuado que puede mantener una alta viabilidad de las células probidticas durante
el almacenamiento a largo plazo (Hirsch et al., 2021).
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VII. METODOLOGIA
7.1 Materiales

Se utilizé Poli (e-caprolactona) PM ~ 80000 (Sigma Aldrich, CAS: 24980-41-4), para
realizar los andamios y peliculas. Como solventes para la disolucion del polimero se utiliz6
metanol ACS (Fermont, CAS: 67-56-1), tetrahidrofurano (Tecsiquim, CAS: 109-99-9),
cloroformo (Fermont, PQ06201) y etanol (ACS, Sigma Aldrich, CAS: 64-17-5).

Para las muestras PCL/Cs se utilizé glucosa (Sigma Aldrich, CAS: 50-99-7), fructosa
(Sigma Aldrich, CAS: 57-48-7), galactosa (Sigma Aldrich, CAS: 59-23-4) y lactosa (Sigma
Aldrich, CAS: 63-42-3), y para las muestras PCL/Ns: peptona (Sigma Aldrich, CAS: 73049-
73-7), glicina (Sigma Aldrich, CAS: 56-40-6), extracto de levadura (Sigma Aldrich, CAS:
8013-01-2) y urea (Sigma Aldrich, CAS: 57-13-6) sin modificaciones previas para el proceso

de electrohilado y la formacion de peliculas.

Para el ensayo de proliferacion se utilizaron cepas bacterianas Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Bacillus spp. (ATCC 49342) en caldo nutritivo No. 1 (Sigma Aldrich).

7.2 Métodos
7.2.1 Preparacion de soluciones PCL/Csy PCL/Ns

Las muestras con fuentes de carbono y nitrégeno (Tabla 2) se prepararon disolviendo
en metanol el 0.16% p/v en viales de borosilicato, posteriormente se agité por magnetismo a
500 rpm por dos horas a 50 grados, después de disolver las fuentes se agrego tetrahidrofurano
(3:1 viv) y 13% de PCL la mezcla completa se disolvié por agitacion magnética a 500 rpm
por 5 horas a la misma temperatura. Para el control PCLc se utiliz6 una solucion

tetrahidrofurano:metanol (3:1 v/v) y PCL al 13% en las mismas condiciones de agitacion.
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Tabla 2. Composicion de fibras y peliculas de PCL/Cs y PCL/Ns

Nombre de la Soluciones con Cs Nombre de la Soluciones con Ns

muestra muestra

PCL PCL (Control) PCL PCL (Control)

PCL/Glu PCL y Glucosa PCL/Pep PCL and Peptona

PCL/Lac PCL y Lactosa PCL/Gly PCL and Glicina

PCL/Fru PCL y Fructosa PCL/Yea PCL y Extracto de levadura
PCL/Gal PCL y Galactosa PCL/Ure PCL y Urea

Cs: Fuentes de Carbono; Ns: Fuentes de Nitrdgeno.

7.2.2 Electrohilado polimérico

La solucion de PCLc asi como aquellas con PCL/Cs y PCL/Ns se electrohilaron a 20
kV por una hora, con una distancia de 18 cm entre el colector de metal recubierto de aluminio
y la punta de la jeringa (21G) con un flujo de 3 mL/h, una temperatura de 25 — 32 °C y
humedad relativa de 30 — 50%.

7.2.3 Sintesis de peliculas

Todas las peliculas fueron preparadas utilizando las mismas soluciones stock del
electrohilado, vertiendo 3 mL en cajas Petri de borosilicato (35 mm) y dejando secar los

solventes por la noche en una campana de extraccion de gases, sin mas modificaciones.
7.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

De las fibras fabricadas, se recortaron segmentos de 0.5 cm x 0.5 cm para evaluar la
morfologia y porosidad de los andamios. Posteriormente se fijaron a colectores con cinta

adhesiva metalica y se recubrieron con particulas de oro por medio de pulverizacién catddica.

Para las muestras con bacterias, se cultivaron bacterias y andamios a 3y 6 h. Una vez
concluido el tiempo de incubacion, los andamios se recuperaron y se colocaron en
portaobjetos previamente bafiados en una solucién de gelatina al 5% con el objetivo de
adherir las muestras. Despues, se secaron a temperatura ambiente por un dia y finalmente se

recubrieron por pulverizacion.
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7.2.5 Ensayo de proliferacion

Las fibras electrohiladas y peliculas fueron cortadas en circulos de 5 mm de diametro
usando una perforadora y posteriormente esterilizados por exposicion a radiacion de luz
ultravioleta (254 nm) por 5 min de cada lado. Al finalizar el proceso de esterilizacion se
colocaron al fondo de una placa de 96 pocillos como se indica en la Figura 3. Se realizaron
3 placas diferentes para cada una de las cepas con la finalidad de revisar el crecimiento a 24,
48y 72 h.

Fibras Filmes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A PCLc PCL/Lac PCL/Fru PCL/Ure | PCL/Pep PCLc PCL/Lac PCL/Fru PCL/Ure PCL/Pep
B PCLc PCL/Lac PCL/Fru PCL/Ure | PCL/Pep PCLc PCL/Lac | PCL/Fru PCL/Ure | PCL/Pep
C PCLc PCL/Lac PCL/Fru PCL/Ure | PCL/Pep PCLc PCL/Lac | PCL/Fru PCL/Ure | PCL/Pep
D PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio
E PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio
F PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio PCL/Glu | PCL/Gal | PCL/Yea PCL/Gly Medio
G C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+ C+
H C- C- C- C- C- C- C- C- C- C-

Figura 3. Disposicion de muestras en placa de 96 pocillos.

Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC 23235), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) vy Lactobacillus spp.
criopreservadas en glicerol se cultivaron previamente en Caldo Nutritivo N. 1 por 24 h a 35
°C en tubos de 5 mL, al verificar su crecimiento las cepas fueron estandarizadas a 0.5
McFarland (Absorbancia de 0.132 a 600 nm, 1.5 x 108 CFU/mL) con solucién fisioldgica al
0.85%.

Para el proceso de montado de placa 150 pL de caldo nutritivo N. 1 se coloco en todos
los pocillos de las placas y alicuotas de 50 pL de las cepas de estudio (E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa, Lactobacillus spp.) en todos los pocillos con excepcion de los pocillos de medio
que se traté como blanco de lectura. Como control positivo (C+) se empled medio de cultivo
inoculado con la cepa de estudio y como control negativo (C-) se utilizé gentamicina (10

mg/mL), las placas se incubaron a 35°C por 24, 48 y 72 h segun correspondiera.
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Al finalizar el periodo de incubacion, las fibras y peliculas se retiraron de los pocillos
con pinzas estériles y colocados en una nueva placa para posteriormente ser lavados con 200
pL de medio limpio, las fibras y peliculas se descartaron y ambas placas fueron leidas en un
lector de microplaca (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 600 nm., finalmente

se calcul6 el porcentaje de proliferacion como:

) __ 0.D.muestra (fibra o pelicula) x 100 (1)

. . =7 0
Porcentaje de proliferacion (% 0D. C+

7.2.6 Andlisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente. Los
resultados se expresaron como el promedio de las mediciones + desviacion estandar. Los
datos fueron evaluados utilizando un anélisis de varianza de una via (ANOVA de una via),
utilizando el programa Graph Pad Prism version 6.0c. Los resultados son considerados

estadisticamente significativos cuando p< 0.05.
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11X. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Microscopia electrdnica de Barrido (SEM)

Las bacterias comprenden la mayor parte de la biomasa de la tierra, realizando
funciones importantes en entornos naturales y artificiales, asi como en organismos vivos y
dentro de ellos. A pesar de sus innumerables funciones beneficiosas, el crecimiento
incontrolado de bacterias sigue siendo una gran amenaza para la humanidad, planteando
varios problemas en la salud publica y la industria. En plantas, animales y seres humanos, las
bacterias son los agentes causantes de diversas infecciones cuyo tratamiento sigue siendo un
desafio; en la industria, el riesgo de contaminacion asociado con el crecimiento bacteriano
requiere estrategias de prevencion de alto costo, por otro lado muchas de ellas nos permiten
obtener metabolitos secundarios que de otra manera serian muy dificil o incluso imposible
de obtener, por lo que el control de su crecimiento no solo su eliminacion es de vital
importancia para la industria biotecnologica. Las bacterias son los organismos de crecimiento
mas rapido. En condiciones dptimas, muchos pueden duplicarse en un tiempo asombroso de
menos de 20 minutos durante un nimero aparentemente interminable de generaciones. Por
otro lado, en condiciones adversas como la privacion de nutrientes, las bacterias ralentizan o
detienen por completo su proliferacion, uno de los mecanismos que estas utilizaron para
sobrevivir condiciones adversas y producir metabolitos es la produccion de biofilms (Lewis,
2007; Wood, Knabel, & Kwan, 2013).

En este ensayo se probd la formacion de biofilms en los andamios de PCL con
Staphylococcus aureus debido a que en estudios preliminares la cepa mostré un incremento

mayor de proliferacion con respecto a las otras cepas.

Las fibras de PCL sin inocular tienen una apariencia bastante uniforme (Fig. 8A). En
determinados puntos las fibras cambian de didmetro y presentan ligeros defectos en su
morfologia. Una mirada mas cercana al material muestra que los defectos se deben a la fusion
del polimero, posiblemente debido a cambios en el medio ambiente y transporte del material
(Fig. 8B-C). El didametro medio de la fibra fue de 984 + 241 nm con un porcentaje de

porosidad de aproximadamente 44,31%.
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La Fig. 8D muestra fibras en cultivo bacteriano con caldo de minimas sales, después
de tres horas de cultivo comienza a desarrollarse una cubierta en los poros de PCL y entre las
fibras, posiblemente indicando el desarrollo de biopelicula de Staphylococcus aureus en el
andamio. Al evaluar las imagenes a 4,000X y 6,000X (Fig. 8E-F), el recubrimiento solo
aparece translicido y amorfo. En la parte superior de la Fig. 8F se puede observar una
formacion irregular en capas sobre la fibra, este comportamiento es similar al observado en

la Fig. 8E, se pueden observar racimos en las fibras con forma de pequefias esferas.

A las seis horas, el andamio ha "desaparecido™ pues la superficie ha sido recubierta y
sOlo las fibras mas gruesas parecen permanecer en la superficie. En la Fig.8G-I, se observo
una topologia irregular en la que no se puede observar ningun rastro de las fibras, se pueden
ver formaciones irregulares y amorfas debido a la colonizacion de las bacterias en la
superficie del andamio, y la liberacion de sustancias exopoliméricas para la formacion del
biofilm, sin embargo se recomienda realizar un ensayo de cuantificacion con proteinas
asociadas a los biofilms como método de cuantificacion de la produccion de la biopelicula
como lo es la proteina Bap para Staphylococcus aureus, que promueve la adhesion a

superficies bioticas y abioticas (Latasa, Solano, Penadés, & Lasa, 2006).
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Control

S. aureus
3h

S. aureus
6 h

Figura 4. Micrografia analisis de proliferacion de biofilms en S. aureusa 3 y 6 h.

Zeng et al., realizaron una investigacion en los efectos de bloques de PCL
funcionalizados con quitosano para probar los efectos antibacterianos de este ultimo en
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, al evaluar la actividad antimicrobiana de los
blogues de PCL solo, no se encontr6 ninguna diferencia en el crecimiento de estas cepas, sin
embargo la estructura de estos bloques no era en forma de fibrillas, sino de peliculas sin

grandes irregularidades en su superficie (Zeng, Wang, Li, Guo, & Chen, 2020).

Staphylococcus aureus V329 ha sido probada por su propiedad para tolerar el uranio
IV mediante propiedades que adquiere al desarrollar biofilms y la actividad de la enzima
fosfatasa acida, reduciendo hasta un 47% del uranio IV en una solucién de 10 ppm, para esto
fue necesario adicionar fosfatos a una solucion de nitrato de uranilo (Shukla, Hariharan, &
Rao, 2020)

Por otro lado, Staphylococcus aureus y otras bacterias patdgenas se han probado

como bacterias tolerantes a metales pesados, con interés en la eliminacion de cadmio, cromo,
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niquel y zinc, para su uso en el efluente de una refineria de petréleo (Endurance-Oaikhena et
al., 2016). Ademas, se ha informado que puede ser Util para la biorremediacion de aceite en
tintes de tina en efluentes textiles, etc. (Abatenh et al., 2017). Por lo tanto, un aumento en la
produccion de biomasa de estas bacterias puede ser eficaz para la produccion de todos los
metabolitos antes mencionados. Aunado a esto la produccion de biofilms sobre superficies
membranosas estables puede hacer posible la reutilizacion y disposicion de los andamios al

haber concluido su capacidad biorremediadora.

8.2 Ensayo de proliferacion en fibras y peliculas de PCL/Cs

En este ensayo se evaluo la proliferacion de distintas cepas de interés biotecnolégico
expuestas a fibras electrohiladas de PCL con distintas fuentes de carbono (glucosa, lactosa,
galactosa y fructosa) en contraste a peliculas de superficie lisa con las mismas
concentraciones que las fibras, esto con el propdsito de evaluar el incremento en la
proliferacion debido al andamio de PCL y también la posible relacion entre las fuentes de

carbono y dicho crecimiento.

En primera instancia se trabajo con E. coli, como cepa de interés biotecnoldgico, en
este caso la presencia de fibras o peliculas no tuvo impacto en términos de mejorar el
crecimiento de las bacterias en comparacion al control positivo de crecimiento que fue el
cultivo sin alterar, el control negativo que fue una concentracion de 0.2 mg/mL de
gentamicina nos muestra que ninguna fibra o pelicula tiene actividad antimicrobiana como
era de esperarse. Sin embargo, la mayor parte de las muestras mostraron una disminucion en
la proliferacion, el mayor aumento fue del 26% para las fibras de PCL/Gal a las 72 h de
exposicion, seguido del 23% para las peliculas de PCL/Fru en el mismo tiempo de exposicion
por lo que la matriz compuesta de fibras electrohiladas no tienen un gran impacto en el
crecimiento comparado con el crecimiento en las peliculas y ademas las distintas fuentes de

carbono no tienen una gran impacto en la proliferacion de esta cepa (Figura 5).
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Estudio comparativo del crecimiento de Escherichia
coli expuesta a PCL/Cs
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Figura 5. Estudio comparativo del crecimiento de Escherichia coli expuesta a PCL/Cs.

En condiciones anaerdbicas y en ausencia de los aceptores de electrones alternativos
Escherichia coli convierte los aztcares en una mezcla de productos por fermentacion. Los
principales productos solubles son acetato, etanol, lactato y formiato con cantidades mas
pequefias de succinato. E. coli muestra capacidad para fermentar cada una de las fuentes de
carbono probadas en este ensayo. (Clark, 1989; Gutiérrez & Agudelo, 2009; Hernandez,
Dominguez, & Gonzaga, 2015). Sin embargo, las bajas concentraciones de estas azucares no
marcaron una diferencia significativa para esta bacteria. Pues se esperaria que la bacteria

metabolizara mejor azucares como la glucosa y lactosa.

Se han observado tasas de proliferacion similares para Escherichia coli, en un estudio
publicado anteriormente (Velasco-Barraza et al., 2017) en el que las capacidades de las fibras
de poli (acido acrilico) (PPA), PAA / quitosano y PAA / alginato redujeron la proliferacion
de E. coli. Aunque se utilizaron diferentes medios de cultivo y diferentes polimeros para el
estudio, los resultados entre ambos estudios muestran una reduccion drastica en la
concentracion celular en comparacion con las muestras de control, sin embargo, en este

estudio se obtuvo un aumento en la proliferacion de Streptomyces spp. en un 50%.
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Mientras que en E. coli no se observo un aumento en el crecimiento bacteriano, tanto
P. aeruginosa (Figura 6) como S. aureus (Figura 7) mostraron una mejora en el rendimiento
del cultivo.

En el caso de P. aeruginosa las fibras aumentan hasta un 36% de la concentracion
bacteriana con fibras PCL/Glu a las 48 h, mientras que a las 72 h el porcentaje comienza a
disminuir esto posiblemente al agotamiento de nutrientes en los pocillos de la placa, y puesto
que el periodo estacionario de crecimiento esta proximo a terminar. En general el uso de las
fibras o peliculas de PCL muestran un incremento en la proliferacion, sin embargo, la pelicula
control sin fuentes de carbono se ve disminuida sin importar el tiempo de exposicion. Se
puede observar una proliferacion mayor al crecimiento del C+ (Medio inoculado) en el caso
de todas las fibras a las 42 h de inoculacion, a excepcién de la pelicula lisa de PCLc el

crecimiento con estas matrices se ve disminuido.

Estudio comparativo de crecimiento de Pseudomona

aeruginosa expuesta a PCL/Cs
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Figura 6. Estudio comparativo del crecimiento de Pseudomona aeruginosa. expuesta a
PCL/Cs.

Pseudomona es un bacilo Gram negativo, aerobio, no formador de esporas, puede
presentar de 1.5 a 5 um de largo y un didmetro de 0.5 a 1 um. Las especies de este género

son moviles, debido a la presencia de 1 o mas flagelos polares. Es oxidasa y catalasa positiva,
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no fermentadora de lactosa. La mayoria de especies del género, no crecen bajo condiciones
acidas (pH 4.5 o menor). El género Pseudomonas es bien conocido por su versatilidad
metabdlica y plasticidad genética. Las especies de Pseudomonas, en general, crecen
rapidamente y presentan habilidad para metabolizar una gran variedad de sustratos
(Hernandez et al., 2015)

Estas bacterias son conocidas por la produccion de ramnolipidos. Los ramnolipidos
son biosurfactantes con alto potencial industrial. Las posibles aplicaciones son multiples, por
ejemplo, pueden usarse como detergentes en agentes de lavado debido a sus propiedades
tensioactivas y como emulsionantes en la industria cosmética y alimentaria. Por lo que el
incremento en la proliferacién bacteriana es de gran interés biotecnoldgico. En particular,
presentan una buena alternativa a los detergentes sintetizados quimicamente, porque son
biodegradables, muestran propiedades novedosas como efecto antimicrobiano y se producen

a partir de recursos renovables (Wittgens et al., 2011).

Sin embargo, se sabe que Pseudomonas ruginosa es un patdgeno oportunista de gran
preocupacion en la industria médica produciendo enfermedades nosocomiales, aunque
Staphylococcus aureus y Escherichia coli también son patdgenas estas se encuentran en la
biota normal, mientras que Pseudomonas no se encuentra y las interacciones con esta suelen
ser mas peligrosas que las otras ya mencionadas (Vlamakis & Kolter, 2010); por lo tanto, se

recomienda hacer uso de medidas de bioseguridad cuando se utilicen estas biopeliculas.

El siguiente estudio se realiz6 con la cepa Staphylococcus aureus, que a pesar de ser
patdgena ha demostrado su capacidad como agente biorremediador para distintas moléculas
dafiinas al ser humano y el medio ambiente. En el caso de esta cepa se alcanza la mayor
proliferacidn con fibras electrohiladas de PCL/Lac al ser un microorganismo fermentador de
lactosa, sin embargo, con las demas fibras y membranas la proliferacion no se encuentra
incrementada en gran medida y para la gran mayoria de las muestras el crecimiento se ve
disminuido con forme al control en algunos casos de forma severa al llegar a las 72 h de
exposicion ya que su etapa de muerte comienza antes de las 72 h. Ninguna de las muestras

presenta actividad antimicrobiana mayor al control negativo de crecimiento.
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Figura 7. Estudio comparativo del crecimiento de Staphylococcus aureus expuesta a
PCL/Cs.

Segun Chakraborty y colaboradores, las cepas de S. aureus tienen reactividad positiva
en la hidrolisis de urea, debido a la liberacion del producto final de la hidrdlisis de urea, que
es el amoniaco, también muestra un resultado positivo en la prueba de fermentacion de
lactosa. En este estudio se observd que todas las cepas aisladas mostraron un resultado
negativo en la prueba de fermentacion de sacarosa, lo que indica que estos aislados no tienen
actividad fermentadora de sacarosa y se observo que todas las cepas aisladas tienen actividad
de galactosa y puede deberse a la enzima galactasa, que fue secretada por las bacterias, que
causo la hidrolisis de la galactosa en carbohidratos solubles (Chakraborty, Mahapatra, & Roy,
2011). Por lo que puede explicar el incremento en la proliferacion de esta cepa al estar en
contacto con lactosa, por otro lado, no se vio un incremento en la proliferacion al estar en

contacto con galactosa.

Moffa et al., mostr6 que es posible optimizar el rendimiento de cultivos en la
produccién de metabolitos secundarios utilizando andamios electrohilados de S. lividans. El
informe indica que la cepa utilizada en sus experimentos parecia preferir un soporte fibroso
al soporte de vidrio que ofrece el matraz y que posiblemente use los andamios como sitio de
anclaje donde puede generar micelios (Moffa et al., 2017). Se sabe que la movilidad de S.

aureus es reducida en comparacion con E. coli y P. aeruginosa, sin embargo, la movilidad
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entre cepas puede contribuir de alguna manera al desempefio de los cultivos con las fibras,
aunque también debe tenerse en cuenta el efecto de la porosidad en P. aeruginosa (Persat et
al., 2015) y como el posible ajuste de este parametro podria conducir a cultivos que pueden

tener el mismo potencial que S. aureus.

Por ultimo, se evaluo la proliferacion en Lactobacillus spp. (Figura 8). Las bacterias
acido lacticas son productoras de gran variedad de productos en la industria alimenticia
debido a su capacidad de fermentacion, sin embargo, esta bacteria también es utilizada para
el tratamiento de ciertas infecciones por su actividad antagonista a ciertas bacterias
patdégenas. Por lo que en la actualidad se busca encontrar nuevos métodos para la
administracion de estas en diversos aspectos biotecnoldgicos (Endo et al., 2009; Ma et al.,
2021; Zupancic et al., 2019).

Lactobacillus spp. es fermentadora de lactosa, molécula formada por monémeros de
galactosa y glucosa, que al degradarse toman la ruta Galactosa-6-fosfato para producir
energia en forma de piruvato. Por lo cual, los resultados de esta investigacion concuerdan
con la literatura al ver un incremento en la proliferacion bacteriana del 65 % para las fibras
de PCL/Lac a las 48 h de exposicion y un incremento de 130 % en las fibras de PCL/Gal a
las 72 h de exposicion. Para las fibras con glucosa el incremento se da a las 48 h sin embargo
el incremento con respecto al control es de solo 23 % (Figura 8). También es importante
sefalar que las peliculas con las mismas composiciones no generaron un incremento en la
proliferacidn, por lo que se supone que la estructura tridimensional del andamio electrohilado

favorece la proliferacion de esta bacteria.
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Figura 8. Estudio comparativo del crecimiento de Lactobacillus spp. expuesta a PCL/Cs.

Los probidticos Lactobacillus generalmente se administran por via oral para el
tratamiento de enfermedades intestinales, como gastroenteritis aguda, enterocolitis
necrotizante, diarrea asociada a antibioticos y enfermedad inflamatoria intestinal, entre otras.
Ademas, estos probiodticos también han mostrado un potencial prometedor para el tratamiento
de enfermedades extra-intestinales, incluidas las infecciones del tracto urinario, la
enfermedad periodontal y la vaginosis bacteriana. Sin embargo, para tales enfermedades,
parece aconsejable la administracion topica de los lactobacilos, para promover su mayor
eficiencia (Zupancic et al., 2019). Por lo que se trabaja en nuevas alternativas para la

administracion farmacoldgica de estos probidticos.

En la actualidad se esta trabajando con Lactobacillus encapsulados en matrices
electrohiladas para el tratamiento de vaginosis bacteriana, donde el andamio confiere
proteccion y facil localizacion del concentrado bacteriano cuando se requiera (Nagy et al.,
2014), ademas de esto pueden ser utilizados como probioticos orales al utilizar polimeros
biodegradables como la goma arabica y polulano, confiriendo proteccidn para que de esta
manera los probidticos alcancen a sobrevivir su paso por el tracto gastrointestinal (Ma et al.,

2021). Sin embargo, el proceso de electrohilado al que se someten las bacterias es bastante
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agresivo con estas menguando la viabilidad de las células. Por esta razdn es necesario buscar
alternativas menos drasticas con las células, dado que las bacterias en nuestro estudio crean
biopeliculas que de igual manera protegen a la estructura celular de las bacterias podria ser
un método que ayude a garantizar la viabilidad de las células. Este mismo acercamiento de
generacién de biofilms de Lactobacillus se tom6 para eliminar la proliferacion de Listeria

monocytogenes en superficies de la industria alimenticia (Jara et al., 2020).

Por lo tanto, las fibras electrohiladas de PCL suplementadas con fuentes de carbono
son una alternativa novedosa para la produccion de metabolitos secundarios de interés en la
industria biotecnoldgica, asi como un vehiculo para la correcta disposicién de probidticos en

distintas areas del cuerpo humano.
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8.3 Ensayo de proliferacion en fibras y peliculas de PCL/Ns

Otro aspecto importante de la nutricion bacteriana es el consumo de nitrégeno,
precursor de proteinas y &cidos nucleicos, ademas de ser un componente de las paredes
celulares. Se puede utilizar una gran diversidad de compuestos organicos nitrogenados como
fuentes de nitrégeno en el mundo bacteriano. Los compuestos relativamente simples que
pueden ser utilizados por diferentes bacterias incluyen urea, algunos aminoacidos,
aminoazUcares y compuestos simples que contienen aminas como metilamina, etanolamina
o algunas poliaminas. Utilizacion de aminoacidos a veces implica una degradacion previa de
péptidos que deberian considerarse la fuente real de nitrgeno. Algunas bacterias también
pueden utilizar otros compuestos complejos, como compuestos nitrogenados heterociclicos,
que incluyen, por ejemplo, bases nitrogenadas (pirimidinas y purinas) o xenobioticos como

la atrazina (Herrero & Flores, 2019).

Para este estudio se utilizaron cuatro distintas fuentes de nitrogeno: urea, glicina,
peptona y extracto de levadura, con el objetivo de incrementar el crecimiento bacteriano en
bacterias de interés biotecnoldgico, de la misma manera que se realizo en el apartado anterior.
La primera bacteria analizada fue E. coli, que al igual que el ensayo pasado no se obtuvo un
gran incremento en la proliferacion con fibras o peliculas de PCL con las distintas fuentes de
nitrégeno en especial no se vio beneficiada por las fibras electrohiladas y su estructura
tridimensional, las peliculas por otro lado pudieron alcanzar alrededor del 20 % de
incremento al afiadir urea y peptona a las 72 h de exposicion. Por otro lado, se ve una gran
disminucion de la proliferacion en el control PCLc en su forma como pelicula lisa, pudiera

deberse a restos de solvente en la muestra (Figura 9).
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Figura 9. Estudio comparativo del crecimiento de Escherichia coli expuesta a PCL/Ns.

La segunda bacteria de estudio, Pseudomonas aeruginosa muestra un incremento de
45 y 35 % para peliculas de glicina y peptona respectivamente a las 48 h de exposicién, es
importante recalcar que para esta cepa las fibras electrohiladas con fuentes de nitrégeno no
mejoraron la proliferacion bacteriana al igual que en E. coli, en las 24 h podemos ver que la
pelicula de PCL/Ure tuvo mejor proliferacion que las demas muestras, sin embargo; esta fue
solamente de 9 % con respecto al control, ademas podemos ver que la proliferacion a las 72
h para todas las muestras fue menor que el C+ (Medio inoculado). Por lo tanto, fibras como

peliculas lisas no son eficientes pasadas las 48 h de exposicion en este caso (Figura 10).
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Figura 10. Estudio comparativo del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa. expuesta a
PCL/NEs.

La siguiente bacteria Staphylococcus aureus (Figura 11), presentd un disparado
aumento en la proliferacion cuando alcanzo las 48 h en peliculas de PCL/Yea (Extracto de
levadura), alcanzando casi un 95 % mas de proliferacion con respecto al control, también
encontramos un incremento en las fibras de PCL / Gly con un aument6 de 42 % con respecto
al C+. la pelicula de PCL/Pep mostré un ligero aumento en la proliferacién a las 24 h (20 %)

sin embargo después de este pico podemos ver que la proliferacion descendio con el paso del
tiempo.
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Figura 11. Estudio comparativo del crecimiento de Staphylococcus aureus expuesta a
PCL/Ns.

Por ultimo, Lactobacillus spp. mostré un importante crecimiento a las 72 h, cuando
se expone a de fibras electrohiladas suplementadas con fuentes de nitrégeno, sin embargo,
este no es el caso de las peliculas que no incrementaron en gran medida el crecimiento y en
algunos casos este disminuyo. EI mayor incremento en la proliferacion se dio cuando se
expuso a fibras de PCL/Yea con 294 % mas de proliferacion comparada con el control, a este
le sigue la proliferacion en fibras de PCL / Gly con 289 % y en tercer lugar las fibras de PCL
/ Pep con 110 %. Por lo que podemos decir que la bacteria Lactobacillus spp. se ve
beneficiada por la estructura tridimensional de las fibras cuando estan suplementadas con

fuentes de nitrégeno (Figura 12).
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Figura 12. Estudio comparativo del crecimiento de Lactobacillus spp. expuesta a PCL/Ns.

En la Tabla 3, podemos ver la proliferacion méxima alcanzada en fibras y peliculas
para cada una de las bacterias de estudio a las distintas horas evaluadas. En donde se puede
apreciar que para Escherichia coli la mayor proliferacion se da a las 72 h con las fibras de
PCL/Gal con 26 %, sin embargo, existe por un lado crecimiento por el uso de fibras y
peliculas de manera indiscriminada. Por otro lado, analizando las fuentes Cs y Ns podemos

ver que la galactosa, urea y glicina son las que promovieron el crecimiento de la cepa.

Para Pseudomonas el mayor crecimiento se da con peliculas de PCL/Gly con un 45%
de incremento, las fuentes que lograron mostrar el mayor incremento fueron variadas, en
orden descendente tenemos glicina, fructosa, glucosa, urea y galactosa. También podemos

observar que a las 72 h no se registrd un incremento para las fibras electrohiladas.

Continuando con Staphylococcus aureus, la mayor proliferacion se da a las 48 h para
las peliculas de PCL/Yea con un 95%, casi el doble del crecimiento normal, esta bacteria
mostré un incremento con las fuentes de extracto de levadura, lactosa y peptona, sin embargo,

también mostrd que las fibras suprimieron la proliferacion normal a 24 y 72 h.

Por altimo, Lactobacillus spp. se ve beneficiada por las peliculas por al menos 23%
de incremento en la proliferacién con distintas fuentes de carbono y nitrogeno (glicina,

glucosa y peptona), sin embargo; se puede apreciar un incremento de casi 300% cuando
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exponemos la cepa a fibras electrohiladas de PCL/Yea, aunado a esto el extracto de levadura
también mostrd el mayor incremento a las 24 h, por otro lado, a las 48 h, la fibra con mayor
porcentaje fue PCL / Gly, por lo que podemos decir que esta cepa ha reaccionado mejor al
tratamiento con fuentes de nitrégeno en las estructuras tridimensionales formadas por los

andamios electrohilados.

Tabla 3. Porcentajes de proliferacion méaxima en fibras y peliculas expuestas a Cs y Ns.

. Fibras Peliculas
Bacteria
24 h 48 h 72h 24 h 48 h 72 h

Escherichia PCL/Gal PCL/Gal PCL/Gly PCL/Ure
coli * (4%) (26%) (3%) * (24%)
Pseudomonas PCL/Fru  PCL/Glu PCL/Ure PCL/Gly PCL/Gal
aeruginosa (39%) (37%) * (26%0) (45%) (12%)
Staphylococcus PCL/Lac PCL/Pep PCL/Yea
aureus * (53%) * (20%) (95%) *
Lactobacillus PCL/Yea PCL/Gly PCL/Yea PCL/Gly PCL/Glu PCL/Pep
spp. (25%) (74%) (294%) (23%) (25%)  (24%)

*Estas muestras presentaron una disminucién en la proliferacion con respecto al control.

La urea es la forma méas sencilla que una bacteria puede fijar como fuente de
nitrégeno, en el caso de E. coli se alcanz6 una proliferacion de 24 % en su proliferacion al
utilizar esta fuente cuando no se utilizaron fibras electrohiladas, aunque no se alcanzé la
misma proliferacion que con galactosa. La actividad la ureasa (urea amidohidrolasa) cataliza
la hidrélisis de la urea para producir amoniaco y carbamato, que se descompone

espontaneamente en otra molécula de amoniaco y acido carbénico (Herrero & Flores, 2019).

Pseudomonas aeruginosa utilizd glicina y urea en mayor medida, la glicina es el
aminodacido mas sencillo que forma parte de las proteinas, sin embargo; no es el mas utilizado
para fijar el nitrégeno, ya que puede inhibir el crecimiento debido a su accion antagdnica con
la alanina que también forma parte de las membranas (Hammes, Schleifer, & Kandler, 1973),
por otro lado, se describe en la literatura un incremento en la produccién de piomicina
implementando un medio de harina de semilla de algodén suplementada con peptona, esta
fuente de nitrégeno también aumento la proliferacion con nuestras fibras y peliculas, sin

embargo; no tanto como las otras fuentes.
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El extracto de levadura funcioné mejor en Staphylococcus aureus y en gran medida
en Lactobacillus spp., en la literatura se informa sobre un incremento en la proliferacion de
Rhodobacter sphaeroides y mejorando la foto-produccion de hidrogeno (Hakobyan et al.,
2012). El extracto de levadura contiene vitamina B en su composicion ademés de ser una
importante fuente de nitrégeno gracias a la liofilizacion de las membranas de levaduras, que
podran ser de utilidad para el crecimiento y proliferacién de Lactobacillus, Nancyb et al.,
probaron los efectos de distintas fuentes de nitrégeno con Lactobacillus casei sub-especie
rhamnosus, encontrando que el extracto de levadura fue también la que provocd mejor
proliferacién para la produccion de &cido lactico (Nancib, Nancib, Meziane-cherif, &
Boubendir, 2005). En nuestro estudio el extracto de levadura mejoré la produccion casi un
300%, haciendo esta conformacion de fibras electrohiladas una alternativa deseable para su
aplicacion biotecnologica.

55



CAPITULO III. Fibras de PCL/CUR
X1. MARCO TEORICO
9.1 Formacion de biopeliculas

Las bacterias pueden crecer adheridas a casi cada superficie, formando
comunidades arquitecténicamente complejas llamadas biopeliculas. En estas biopeliculas,
las células crecen en agregados multicelulares encapsuladas por una matriz extracelular
producida por la bacteria misma. Los mecanismos que diferentes bacterias emplean para
formar dicha capacidad varian, con frecuencia dependiendo de las condiciones a las cuales
estas reaccionan a un estimulo estresante, ya sea ambiental o antibacterial (Hgiby et al.,
2011).

Los mecanismos moleculares que regulan la formacion de biopeliculas varian mucho
entre diferentes especies, e incluso varian entre diferentes cepas de la misma especie. Sin
embargo, algunas caracteristicas son reconocidos como atributos generales de la biopelicula
en formacion (Monds & O’Toole, 2009). Por ejemplo, todas las biopeliculas contienen una
matriz extracelular que mantiene las células juntas. Esta matriz es a menudo compuesta de
un biopolimero polisacarido junto con otros componentes como proteinas o ADN. La
naturaleza de la matriz exopolisacarida varia mucho dependiendo de las condiciones de

crecimiento, medio y sustratos (Vlamakis & Kolter, 2010).
9.2 Estrés celular

La respuesta al estrés bacteriano se puede definir como una cascada de alteraciones
en la expresion génica y la actividad de las proteinas con el fin de sobrevivir a condiciones
extremas, que cambian rapidamente y potencialmente dafinas detectadas por las bacterias, y
que hace que las células se vuelvan ampliamente resistentes al estrés o eliminen el agente de
estrés o mediar la reparacion de la lesion celular, una de los mecanismos de defensa hacia
este fendmeno es la produccion de biopeliculas que se ve favorecido mediante las superficies
no homogéneas (Giuliodori et al., 2007; Roveto, Gupta, & Schuler, 2021).
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9.3 Biopeliculas en cepas de interés

Las cepas de Pseudomonas podrian considerarse para uso futuro en la biorremediacion
de petréleo derramado en fuentes de agua. Sin embargo, se necesitan méas estudios para
evaluar el potencial de las cepas aisladas para degradar los hidrocarburos in situ en
condiciones ambientales naturales. La tecnologia de la biorremediacion podria desarrollarse
aun mas para detectar cualquier contaminante presente en la tierra que cree enormes peligros

ambientales y para la salud (Dasgupta et al., 2013).

Escherichia coli es una de las bacterias con las que se ha estudiado en detalle la
formacion de biopeliculas, y es especialmente apreciada para aplicaciones de biotecnologia
debido a su capacidad genética (Da Re et al., 2007). Entre los productos industriales que E.
coli puede producir, se pueden enumerar: produccion de licopeno (Wang et al., 2012) y &cido
succinico (Mienda et al., 2017) entre otros, con el fin de obtener mejoras de produccion en

procesos industriales.

Finalmente, Staphylococcus aureus y otras bacterias patdgenas se han probado como
bacterias tolerantes a metales pesados, con interes en la eliminacion de cadmio, cromo, niquel
y zinc, para su uso en un efluente de refineria de petréleo (Endurance Oaikhena et al., 2016)
Ademas, se ha informado que es Util para la biorremediacion de petroleo en tintes de tina,
efluentes textiles (Abatenh et al., 2017).

9.4 Clrcuma

La carcuma (CUR), un género muy importante en la familia Zingiberaceae, consta
de unas 110 especies, distribuida en la regién tropical de Asia y Asia-Pacifico. La mayor
diversidad del género se produce en India, Myanmar, Tailandia, Corea, China, Australia y el
Pacifico Sur. La CUR es conformada por un tubérculo primario elipsoide, por 2.5 cm; emite
muchos rizomas de 5 a 8 cm de largo, 1.5 cm de espesor, rectos o un poco curveados,
portando ramas secundarias, todo formando un grupo denso; color interior naranja intenso,
fuera naranja amarillento; Los tubérculos de la raiz suelen estar ausentes del tallo de la hoja
hasta aproximadamente 1 m; el tamafio de hoja rara vez es mas de 50 cm; por lo general 30
por 7 a 8 cm; completamente verde peciolo delgado, abruptamente ensanchado en la vaina.

Lébulos pequefios (1 mm); vaina cerca de las ligulas con bordes ciliados (Fallis et al., 2013).
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9.4.1 Agentes activos

La CUR se compone de un grupo de tres curcuminoides flavonoides (derivados
fendlicos): Diferulometileno (Curcumina I) principal componente activo de la CUR (0.3 —
5.4 %), compone el 90% del contenido de los tres curcuminoides principales en la circuma
cruda siendo asi el responsable de la pigmentacion amarilla caracteristica;
Demetoxycurcumina (Curcumina 1l) presente en un 6%, y bisdesmetoxy curcurmina
(Curcumina I11) presente en un 0.3 %. Estos activos son solubles en acido acético, etanol,
alcali, cetona y cloroformo. El resto de su contenido distribuye entre aceites volatiles
(tumerone, atlantone, y zingiberone), azucares, proteinas y resinas (Labban et al., 2014;
Rafieian-Kopaei et al., 2014).

9.4.2 Aplicaciones

La curcuma en forma cruda es una de las plantas medicinales herbarias mas
atiles. Investigaciones exhaustivas han demostrado que la mayor parte de las actividades de
carcuma se deben al diferulometileno (curcumina 1). Tiene varias propiedades Utiles con
actividades antioxidantes y es atil en afecciones como inflamacion, Ulceras y
cancer. También tiene actividades antifingicas, antimicrobianas, y hepatoprotectoras. Por
lo tanto, tiene el potencial contra varios tipos de cancer, diabetes, alergias, artritis,

enfermedad de Alzheimer entre otras enfermedades cronicas (Rafieian-Kopaei et al., 2014).
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X. ANTECEDENTES

La formacion de biopeliculas ha sido estudiada con anterioridad y se dice que la forma
de las superficies puede influir en la formacion de estas para distintas bacterias tanto de
interés biotecnolégico como de interés médico. Los siguientes estudios muestran algunas de
estas investigaciones, asi como crecimiento de bacterias de interés sobre distintas superficies

y el desarrollo de biopeliculas.

Abrigo et al., en 2015 realizaron un estudio para determinar la union y proliferacion
bacteriana y adherencia en materiales nanofibrosos, con el objetivo de utilizar fibras de
poliestireno en filtros, ropa protectora, apositos cutaneos y andamios de ingenieria de tejidos.
En este estudio se generaron diferentes funcionalidades quimicas en la superficie de
nanofibras de poliestireno electrohiladas a través de la polimerizacion con plasma de cuatro
monomeros (&cido acrilico, alilamina, 1,7-octadieno y 1,8-cineol). Las interacciones de
Escherichia coli con las fibras modificadas en la superficie se investigaron mediante una
combinacion de microscopia electronica de barrido y microscopia de barrido laser confocal.
Se descubrié que la humectabilidad de la fibra, la carga superficial y la quimica afectan la
capacidad de las células bacterianas para adherirse y proliferar a través de las mallas de
nanofibras. La mayor proporcion de union de células viables se produjo en el recubrimiento
rico en amina hidréfila, seguido por el octadieno hidréfobo. El recubrimiento de acido
acrilico rico en grupos carboxilo mostré una atraccion significativamente menor de células
bacterianas. El 1,8-cineol retuvo la actividad antibacteriana del monémero, lo que dio como
resultado una alta proporcion de células muertas aisladas unidas a las fibras. Los resultados
mostraron que las propiedades quimicas de la superficie de las membranas nanofibrosas se
pueden ajustar estratégicamente para controlar el comportamiento bacteriano (Abrigo et al.,
2015)

Por otro lado, P. aeruginosa es una bacteria patdgena oportunista responsable de
infecciones tanto agudas como cronicas. Mas alla de su resistencia natural a muchos
farmacos, su capacidad para formar biopeliculas, un sistema biol6gico complejo, hace
ineficaz el aclaramiento por los sistemas de defensa inmunoldgica y la antibioterapia. El

estudio del ciclo de vida en los biofilms de P. aeruginosa y su regulacién debe ser de vital
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importancia para comprender su formacion y erradicacion de las infecciones resistentes

causadas por P. aeruginosa (Rasamiravaka, Labtani, Duez, & Jaziri, 2015).

Las infecciones cronicas asociadas a las biopeliculas causadas por Staphylococcus
aureus a menudo dan lugar a aumentos significativos de la morbilidad y la mortalidad, en
particular cuando se asocian con dispositivos médicos permanentes. Esto ha desencadenado
una gran cantidad de investigaciones que intentan comprender los mecanismos moleculares
que controlan la formacion de biopeliculas de S. aureus y la base de la resistencia de estas
estructuras multicelulares a la terapia con antibidticos. La formacion de microcolonias en S.
aureus sugiere que estas estructuras se originan como resultado de la heterogeneidad
metabdlica regulada estocéasticamente y la proliferacién dentro de una poblacion de
biopeliculas en maduracién, en lugar de un proceso sustractivo que involucra la liberacion
de grupos de células de una biopelicula gruesa y no estructurada. Este nuevo modelo de
desarrollo de biopeliculas implica la generaciobn programada geneticamente de
subpoblaciones de células metabdlicamente distintas, lo que da como resultado una poblacion
general que es mas capaz de adaptarse a las condiciones ambientales rapidamente cambiantes
(Moormeier & Bayles, 2017).

El funcionamiento de los reactores bioldgicos clasicos en condiciones de inanicion es
ineficaz debido al lavado y desprendimiento de bacterias. Desitti et al., trabajé un enfoque
innovador para mantener altas concentraciones de células en un reactor continuo en
condiciones de inanicion basado en la encapsulacion electrohilada con Pseudomonas sp.
ADP (P. ADP) encapsulandola en microtubos electrohilados utilizandolos como cubiertas en
soportes plasticos para la biorremediacion de atrazina sin agregar un donante de electrones
externo para minimizar la contaminacién. Se investigé una formulacion de microtubos que
consistia en poli (vinil pirrolidona) (PVP) como solucién central y fluoruro de polivinilideno-
co-hexafluoropropileno (PVDF-HFP) como material de cubierta para la encapsulacion de
bacterias. Las bacterias P. ADP encapsuladas mostraron una inhibicion inicial de la
degradacion de la atrazina debido principalmente al estrés del electrohilado o los disolventes
que quedaron en los microtubos. Sin embargo, la actividad de degradacion de la atrazina se
recuperd después de varios lotes consecutivos. Los microtubos que contenian bacterias se

envolvieron en soportes de plastico, se colocaron en un reactor y se hicieron funcionar
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continuamente sin una fuente de carbono externa durante 50 dias. En el reactor se observo
una buena degradacion de la atrazina (83,1 £ 3,9%) y recuperacion de amonio (75,5 + 5,9%).
Las muestras tomadas al final del experimento no mostraron un deterioro significativo de los
microtubos, aunque aparecié crecimiento de biopelicula en la superficie externa de los

microtubos debido a las condiciones no estériles imperantes (Desitti et al., 2017).

Los biosorbentes, como las algas y las levaduras, se han aplicado en la adsorcién de
metales pesados debido a su bajo costo y eficacia. Sin embargo, no se pueden reciclar y
reutilizar después de una aplicacion directa, lo que puede causar una contaminacion
secundaria. Xin et al., utilizd una técnica de bioelectropulverizacion para inmovilizar
Saccharomyces cerevisiae (un subproducto de la fermentacion de alimentos) sobre la
superficie de materiales compuestos ternarios de poli(e-caprolactona) / quitosano / rectorita
basados en esteras nanofibrosas. Esta técnica no solo combiné las ventajas de S. cerevisiae
(bajo costo) y de las nanofibras (gran superficie) en la eliminacion de metales pesados, sino
que también hizo que los biosorbentes fueran faciles de recolectar y reutilizar. También se
fabricaron esterillas nanofibrosas estructuradas capa por capa alternando electrohilado y
bioelectropulverizacion durante un par de veces y se cargaron mas S. cerevisiae para mejorar
la biosorcion de metales pesados. Los resultados mostraron que las esteras nanofibrosas
cargadas de S. cerevisiae tenian una capacidad de biosorcion de Pb? * hasta 238 mg/g. El
ensayo de desorcion indicé que estos tapetes eran reutilizables y mantenian una alta

capacidad de biosorcion después de tres ciclos de biosorcidn-desorcion (Xin et al., 2017).

Por otro lado, el polimero poli-g-caprolactona (PCL) con gentamicina de diferentes
concentraciones (0, 2,5, 5y 10% en peso) se electrohilo en diversas condiciones, y las
nanofibras resultantes de diferentes espesores (1, 2 y 4 capas) se utilizaron contra el
crecimiento de bacterias Gram negativas y Gram positivas, como Escherichia coli,
Salmonella sp. y Staphylococcus epidermidis. Los resultados de las pruebas bacterianas
revelaron que las moléculas de gentamicina en las nanofibras se liberaron gradualmente de
las nanofibras de PCL durante las pruebas in vitro y evitaron el crecimiento bacteriano en
diferentes zonas de inhibicion y cinéticas. Pudiendo ser una alternativa viable para el control

antimicrobiano de los nuevos sistemas de administracion de farmacos para muchos campos
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biomédicos, como el andamiaje; suministro de farmacos, ADN y proteinas; y cicatrizacion
de heridas (Ceylan, Yang, & Asmatulu, 2017).

En la investigacion de Zamel en 2019, se estudid la eliminacion de azul de metileno
en medios acuosos mediante el uso de especies aisladas de bacterias (Bacillus paramycoides)
de aguas residuales industriales e inmovilizadas en nanofibras de acetato de celulosa y poli
(6xido de etileno) usando DMSO como disolvente. El tiempo de decoloracion varié de 0 a
72 h, se investigaron diferentes concentraciones de colorante de 20 a 200 mg/L y se investigd
el recuento de células bacterianas para lograr la méxima eliminacion del colorante mediante
la membrana nanofibrosa inmovilizada con bacterias. La decoloracion efectiva del tinte se
logro en 48 horas y el porcentaje de eliminacion de azul de metileno fue de alrededor del
93%. Ademaés, se probo la reutilizacién de la membrana nanofibrosa inmovilizada con
bacterias y se encontrd que después del cuarto uso, todavia se podia lograr el 44% de la
capacidad de decoloracion del tinte. Estos resultados son prometedores y sugieren que la
membrana nanofibrosa inmovilizada con bacterias podria ser econdmicamente viable y
ecoldgica cuando se utiliza en la eliminacion de metiloromuro de aguas residuales

industriales (Zamel, Hassanin, Ellethy, Singer, & Abdelmoneim, 2019).

La formacidn de biopeliculas de Escherichia coli se ha evaluado principalmente en
grupos especificos de E. coli patdgenos. Flament-Simon et al., evaluaron la formacion
temprana de biofilm (EBF), es decir, la etapa de adhesion, utilizando BioFilm Ring Test R
en 394 aislados clinicos de E. coli. Posteriormente, la capacidad de formacion de biopeliculas
se contrastd con los flogrupos, clonotipos (fumC-fimH) y tipos de secuencia (ST), todos
utilizados para definir clones, factores de virulencia (VF) y FimB. En este estudio se obtuvo
que, de los 394 aislamientos, menos del 10% son capaces de producir niveles altos de
biopelicula durante 5 h. Estos aislados son clones descritos en varios estudios como
colonizadores intestinales dominantes en mamiferos y aves y comprendian el clon B2-CH40-
22-ST131, el clon dominante entre los débiles productores de biopeliculas (Flament-Simon
et al., 2019).

En otro estudio, se mezclé polietilenimina (PEI) con PCL para proporcionar grupos
amino funcionales en la superficie de la estera de las nanofibras y se inmovilizo

Gluconobacter oxydans en la superficie con la ayuda de la quimica del glutaraldehido. Se
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tomaron imagenes de microscopia electrénica de barrido después de la inmovilizacion de G.
oxydans en una estera de nanofibras PCL-PEI. Por primera vez en este estudio, se inmovilizé
un microorganismo sobre la estera de nanofibras electrohiladas mediante modificacion
covalente para su posible utilizacion como biosensor de células enteras de G. oxydans para
detectar glucosa como analito modelo (Gordegir et al., 2019).

En este estudio, se han desarrollado biopeliculas biodegradables bioabsorbentes
innovadoras y ecoldgicas para remediar el agua contaminada con aceite. Esto se logré
mediante la inmovilizacion de gammaproteobacterias y actinobacterias degradantes de
hidrocarburos en vehiculos biodegradables que adsorben aceite, basados en membranas
electrohiladas de acido polilactico y policaprolactona. Se observaron altas capacidades de
adhesion y proliferacion de células bacterianas mediante microscopia electronica de barrido.
La eficiencia de biorremediacion de los sistemas, probados en petroleo crudo y cuantificados
por cromatografia de gases, mostré que la inmovilizacion aumentaba la biodegradacion de
hidrocarburos hasta en un 23% en comparacion con las bacterias de vida libre. Las
biopeliculas biodegradables biosorbentes resultantes adsorbieron simultaneamente el 100%
del aceite derramado y se biodegradaron mas del 66% durante 10 dias, con una dispersion
ambiental limitada de las células. La biorremediacion mediada por biopeliculas, utilizando
soportes ecoldgicos, es una herramienta versatil, de bajo costo y de bajo impacto para la

biorremediacion de sistemas acuaticos (Catania, Lopresti, Cappello, Sca, & Quatrini, 2020).

Las biopeliculas bacterianas son responsables de infecciones persistentes y
bioincrustaciones, lo que genera serias preocupaciones tanto en los procesos médicos como
industriales. Estas motivaciones sustentan la necesidad de desarrollar metodologias para
estudiar las complejas estructuras bioldgicas de las biopeliculas y prevenir su formacion en
implantes médicos, herramientas y aparatos industriales. Ripa et al., estudiaron la formacion
de biopeliculas de Escherichia coli (adhesion, maduracion y dispersion) en superficies de oro
y titanio, ademas de utilizarse una microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) como sensor, se
encontré que los sensores QCM también brindan condiciones experimentales bien
controladas para estudiar tratamientos de superficie antimicrobianos y procedimientos de

erradicacion, incluso en biopeliculas maduras (Ripa, Shen, & Funari, 2020).
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En otro estudio, se incorpord una cepa modelo de bacteria anaerébica del microbioma
intestinal (Clostridium butyricum) que produce moléculas antiinflamatorias en fibras sin
polimero de una matriz de ciclodextrina soluble en agua utilizando una nanotecnologia
prometedora a escala de alta velocidad electrohilado. También se llevo a cabo un estudio de
estabilidad a largo plazo de las bacterias de las fibras. Se investigd el efecto de las
condiciones de almacenamiento (temperatura, presencia de oxigeno) y las condiciones de
crecimiento sobre la viabilidad bacteriana en las fibras. La viabilidad de las bacterias
anaerobias esporuladas en las fibras se mantuvo durante 12 meses de almacenamiento a
temperatura ambiente en presencia de oxigeno. Se utiliz6 compresion directa para preparar
tabletas a partir de las fibras que contienen bacterias producidas después de triturarlas
(usando un molino oscilante) y mezclarlas con excipientes para tabletas, lo que facilita la
administracion oral de las bacterias. No se observé una disminucion significativa en la

viabilidad bacteriana después del procesamiento de las fibras (Vass et al., 2020).

En otro estudio se encapsularon células de levadura vivas en membranas de
Poliacrilamida soluble en agua mediante la técnica de electrohilado. Se observo que después
del proceso de electrohilado la estructura elipsoidal original de las células de levadura se
convierte en una estructura esferoide achatada. Los resultados muestran que la eficiencia de
encapsulacion se mantiene en aproximadamente el 40% y las células de levadura
inmovilizadas permanecen activas incluso después de siete dias de almacenamiento, lo que
proporciona una perspectiva de aplicacion prometedora para la inmovilizacién por
electrohilado (Fan et al., 2021).

En otro estudio se evaluaron los efectos de la asimetria de la superficie de unién
(variacién asimétrica de la altura de la superficie) en el desarrollo de biopeliculas bacterianas.
Se utilizaron moldes impresos en 3D para crear superficies con caracteristicas de 300 pm
para proporcionar asimetria opuesta, pero valores de rugosidad idénticos. Las superficies con
sesgo negativo tuvieron una oxidacién de nitrito y un crecimiento de biomasa
consistentemente mayores que otras superficies durante el desarrollo de biopeliculas cuando
se estudiaron en sistemas de biorreactores anulares para Acinetobacter y Terrimonas. Los
resultados sugieren que la asimetria es particularmente importante en sistemas donde las

biopeliculas no han crecido demasiado en las caracteristicas de la superficie, como en el
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inicio del sistema, biopeliculas delgadas y estudios de marcos de tiempo mas cortos, que
incluyen una cuantiosa investigacion previa sobre la adhesién microbiana (Roveto et al.,
2021).

Por todo lo anterior, el objetivo de este capitulo es estudiar la capacidad de formacion
de biofilms bacterianos de fibras electrohiladas de poli (caprolactona)/Clrcuma para su

potencial uso en la biorremediacion.
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X1. METODOLOGIA
11. 1 Materiales

Poli (e-caprolactona) Mn ~ 80000 (Sigma Aldrich, CAS: 24980-41-4), se utiliz6 para
realizar los andamios y peliculas. Como solventes para la disolucion se utilizé cloroformo
(Fermont, PQ06201) y etanol (ACS, Sigma Aldrich, CAS: 64-17-5).

En el caso de las fibras PCL/CUR, las hojas de Cdrcuma longa L. fueron donadas por
el Dr. Syed Dastager de la Coleccion Nacional de Microorganismos Industriales (NCIM),
CSIR-National Chemical Laboratory, Pune-41008, Maharashtra, India.

Para el ensayo de proliferacion se utilizaron cepas bacterianas Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Staphylococcus aureus (ATCC
25923) en Caldo nutritivo No. 1 (Sigma Aldrich).

11.2 Métodos

11.2.1 Preparacion de soluciones PCL/CUR

La solucion PCLc se preparo al 10% p/v utilizando cloroformo como disolvente, con
la metodologia de Ruckh et al. (Ruckh et al., 2012). Luego, se agregaron a las distintas
muestras soluciones etandlicas de CUR en diferentes proporciones (Tabla 3). La solucion se
agitdo a 60 rpm y 35 °C durante 30 minutos, hasta que se hizo evidente una solucion

homogénea.

Tabla 4. Preparacion de soluciones poliméricas PCL/CUR

Muestra % PCL % CUR Proporcién

wiv viv PCL/CUR
PCLc 10 0 -
PCL/CUR1 10 2 1.8:0.2
PCL/CUR2 10 2.5 1.6:0.4
PCL/CURS3 10 5 1.2:0.8
PCL/CUR4 10 10 1:1
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11.2.2 Electrohilado polimérico PCL/CUR

Las fibras electrohiladas se sinterizaron cargando las soluciones antes preparadas en
un sistema de inyeccion de bomba, con los siguientes pardmetros: temperatura: 20 - 22°C,
humedad relativa: 32 - 43 %, distancia desde la punta de la jeringa al colector: 10 cm, voltaje:
20 kV y caudal: 1 mL/h.

11.2.3 Sintesis de peliculas

Todas las peliculas fueron preparadas utilizando las mismas soluciones stock del
electrohilado, vertiendo 3 mL en cajas Petri de borosilicato (35 mm) y dejando secar los

solventes por la noche en una campana de extraccion de humos, sin mas modificaciones.
11.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

De las fibras fabricadas, se recortaron segmentos de 0.5 cm x 0.5 cm para evaluar la
morfologia y porosidad de los andamios. Posteriormente se fijaron a colectores con cinta

adhesiva metalica y se recubrieron con particulas de oro por medio de pulverizacion catddica.

Para las muestras con bacterias, se cultivaron bacterias y andamios por 24 h. Una vez
concluido el tiempo de incubacion, los andamios se recuperaron y se colocaron en
portaobjetos previamente bafiados en una solucion de gelatina al 0.1%. Después, se secaron

a temperatura ambiente por un dia y finalmente se recubrieron por pulverizacion.
11.2.5 Ensayo de proliferacion

Las fibras electrohiladas y peliculas fueron cortadas en circulos de 5 mm de didmetro
usando una perforadora y posteriormente esterilizados por exposicion a radiacion de luz
ultravioleta por 5 min de cada lado. Al finalizar el proceso de esterilizacion se colocaron al
fondo de una placa de 96 pocillos como se indica en la Figura 13. Se realizaron 3 placas
diferentes para cada una de las cepas con la finalidad de revisar el crecimiento a 24, 48y 72
h.

Las cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC 23235), Escherichia coli
(ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) criopreservadas en glicerol se

cultivaron previamente en Caldo Nutritivo N. 1 por 24 ha 35 °C en tubos de 5 mL, al verificar
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su crecimiento las cepas fueron estandarizadas a 0.5 McFarland (Absorbancia de 0.132 a 600

nm, 1.5 x 108 CFU/mL) con agua salina.

Fibras Filmes
2 3 4 5 6 8 9 10 11 | 12

A PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4 PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4

B PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4 PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4

C PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4 PCLc PCL/CUR2 | PCL/CUR4

D PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio

E PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio

F PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio PCL/CUR1 | PCL/CUR3 Medio

G C+ C+ C+ C+ C+ C+

H C- C- C- C- C- C-

Figura 13. Disposicion de fibras y peliculas para muestras de PCL/CUR.

Para el proceso de montado de placa 150 pL de caldo nutritivo N. 1 se coloco en todos
los pocillos de las placas y alicuotas de 50 pL de las cepas de estudio (E. coli, S. aureus, P.
aeruginosa) en todos los pocillos con excepcion de los pocillos de Medio que se tratd como
blanco de lectura. Como control positivo (C+) se empleé Medio de Cultivo inoculado con la
cepa de estudio y como control negativo (C-) se utilizd medio limpio adicionado con fibras
y peliculas de PCL. Adicionalmente se agregaron controles de las cuatro concentraciones de

CUR pura, las placas se incubaron a 35°C por 24, 48 y 72 h segun correspondiera.

Al finalizar el periodo de incubacion, las fibras y peliculas se retiraron de los pocillos
con pinzas estériles y colocados en una nueva placa para posteriormente ser lavados con 200
ML de medio limpio, las fibras y peliculas se descartaron y ambas placas fueron leidas en un
lector de microplaca (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 600 nm. Finalmente,

las absorbancias fueron reportadas.
11.2.6 Anélisis estadistico.

Los experimentos se realizaron por triplicado de manera independiente. Los
resultados se expresaron como el promedio de las mediciones *+ desviacion estandar. Los
datos fueron evaluados utilizando un analisis de varianza de una via (ANOVA de una via),
utilizando el programa Graph Pad Prism versién 6.0c. Los resultados son considerados

estadisticamente significativos cuando p< 0.05.
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X11. RESULTADOS Y DISCUSION

12.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se utilizo la técnica estandar de electrohilado para preparar las nanofibras PCL / CUR.
Para el presente estudio, las condiciones éptimas de electrohilado fueron las siguientes:
distancia desde la punta de la jeringa al colector: 10 cm, voltaje: 20 kV y caudal: 1 mL / h.
Condiciones similares para PCL electrohilado las fibras se describieron antes (Ruckh et al.,
2012) utilizando una solucion de PCL al 12% p / v que se cargd en una jeringa de vidrio con
una aguja de punta roma de calibre 20G mediante una bomba de inyeccién a una velocidad
de 2,3 a 2,6 mL/h. Un alto voltaje proveniente de una fuente de alimentacion de 18-21 kV a
la aguja de punta roma que se coloco a 10-11,5 cm de la placa colectora conectada a tierra.
Por lo tanto, condiciones similares de electrohilado ambos estudios tuvieron éxito en la

produccién de nanofibras.

Se utiliz6 SEM para determinar el didmetro promedio de fibra, porcentaje de
porosidad y morfologia de las fibras. Desde una vista macroscopica, las nanofibras eran
suaves y estables, con adecuada elasticidad y resistencia a la deformacion al tacto; el espesor
para todas las muestras utilizadas fue de 0,3 cm (Figura 14A). Las membranas con mayor

concentracion de curcuma (PCL/CUR3 y PCL/CUR4) eran de color amarillo a simple vista.

Todas las muestras presentaron fibras bien definidas, con superficie lisa y sin presencia de
microesferas, PCL/CUR2, PCL/CUR3 y PCL/CUR4 presentaron un tamafio y forma
similares a las de PCLc (control) (Figura 14D-F); Por el contrario, las fiboras PCL/CURL1 eran
tres veces mas gruesas que las fibras PCLc, y con una apariencia de fibras planas (Figura 14
C) en contraste con el resto de las muestras que presentaban fibras uniformes (Ding et al.,
2010). En el caso de las fibras de PCL/CUR4, se pueden ver algunos artefactos
electropulverizados en las membranas; esto puede ser debido a las pequefias variaciones de

temperatura y porcentaje de humedad en el medio ambiente.

El didametro promedio de las fibras fue uniforme, con una desviacién estandar baja,
en el rango de los 441 a 557 nm para las fibras PCL/CUR con excepcion de las PCL/CURL1.

Para las fibras PCLc, el tamafio estaba entre 500 £165 nm con una frecuencia mas alta entre
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los 320 y 440 nm. Como se menciond antes, con excepcion de las fibras PCL/CUR1 (1734 +
525 nm), los diametros de las fibras PCL/CUR fueron constantes. Por otro lado, para las
fibras de PCL/CURZ2 los tamafios de las fibras estaban por encima de 709 + 254 nm, las fibras
PCL/CURS eran de 441 + 154 nm y las fibras PCL/CUR4 present6 didmetros de 557 + 161

nm.
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Los diametros de las fibras fueron similares a los informados por Ruckh et al., donde
el didmetro de la fibra PCL estaba entre 557 + 399 nm. Las ultimas fibras de PCL se
propusieron para la ingenieria de tejidos 6seos y un sistema de administracion de farmacos
de rifampicina. Varios estudios informaron diversos diametros promedio de fibras (Ruckh et
al., 2012) para aplicaciones biomédicas. Por su parte, Yang et al., obtuvieron fibras PCL y
PCL-gentamicina con un didmetro promedio de 100-120 nm (Yang et al., 2017). En otro

estudio, se obtuvieron diametros entre 1403 + 660 nm (Guatam et al., 2014).

Finalmente, Ramirez-Cedillo et al., informo el diametro de fibra més alto entre 2990
+ 1020 nm, que se consider6 adecuado para la ingenieria de tejido 6seo. Como puede
observarse en la literatura anterior y nuestros resultados, no se informa de un diametro
especifico para las fibras de PCL, que estdn destinadas a aplicaciones biomédicas.
Shababdoust et al., inform6 que el didmetro mas alto para las fibras PU/CUR estaba por
encima de 284 + 112 nm (Shababdoust et al., 2017). En el caso de las fibras CAP/CUR, el
tamafio estaba entre 300 £ 20 nm (Ravikumar et al., 2017). El didametro medio de fibra de las
nanofibras PHBV/CUR vari6 de 207 + 56 a 519 + 15 nm, dependiendo de la concentracion
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de curcumina (Mutlu et al., 2018); Las nanofibras de goma de almendra/PVA/CUR variaron
de 121 £ 31 a 16 9+ 35 nm, dependiendo también de la concentracion de curcumina (Rezaei
& Nasirpour, 2018). Por lo tanto, como se cit6 anteriormente, no existe una relacion clara
entre la concentracion de CUR y el diametro de la fibra. Para nuestra aplicacion propuesta,
es deseable que las fibras se degraden o reabsorban en el medio de la biopelicula de modo
que en la produccién y recuperacion de metabolitos secundarios no se necesite mas
extraccion. El primer paso de nuestro estudio es demostrar que las fibras de PCL/CUR son
utiles para la produccién de biopeliculas bacterianas. Luego, seran necesarios mas estudios
para determinar los didmetros de fibra apropiados para la aplicacion especifica o el
metabolito requerido.

12.2 Ensayo de proliferacion en fibras y peliculas de PCL/CUR

Los estudios de crecimiento bacteriano son importantes para determinar si las fibras
PCLc y PCL/CUR mejoran la proliferacion bacteriana en comparacion con las peliculas de
PCLc y PCL/CUR vy si estas membranas fibrosas alteran la viabilidad de las células
bacterianas, ya que estos dos parametros influyen en la formacion de biopeliculas. Por lo
tanto, en este trabajo, una bacteria Gram-positiva (Staphylococcus aureus) y dos bacterias
Gram-negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) se expusieron durante 0,5, 12
y 24 h a todas las muestras de fibras y peliculas para evaluar su citotoxicidad bacteriana y

promocion de la formacidn de biopeliculas.

La Figura 15 muestra como la presencia de las nanofibras no afecta la viabilidad de
ninguno de las tres cepas bacterianas probadas; EI comportamiento de todas las densidades
Opticas (O.D.) es similar con el crecimiento normal durante el tiempo (ANOVA P <0,05).
Para explicar mejor los resultados obtenidos, el porcentaje de proliferacion se calculo la tasa,
teniendo en cuenta el crecimiento normal de cada bacteria (suspensidn bacteriana sin fibras
ni peliculas), donde la O.D. es la densidad dptica obtenida a 600 nm después del tiempo de

exposicion.

Comparando la eficiencia en el incremento de la proliferacion bacteriana entre las
fibras PCL/CUR vy las peliculas PCL/CUR para Escherichia coli, después de 30 min de
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incubacion, tanto las fibras como las peliculas retrasan el crecimiento normal, ~ 7% para
fibras y ~ 30% para peliculas, respectivamente. Luego, después de las 12 h, se observo
alrededor de ~ 30% de crecimiento mejorado en presencia de fibras, y se provocé una gran
reduccion del crecimiento de alrededor de ~ 73% en las peliculas. El mismo comportamiento
se observd a las 24 h de incubacién. Por lo tanto, para E. coli, las nanofibras de PCL/CUR
incrementan claramente la tasa de proliferacion y las peliculas de PCL/CUR alteran el
crecimiento normal. Al comparar entre cada formulacién individual de peliculas y fibras, las
microfibras electrohiladas mas eficientes son PCL/CUR3, que aumentd el crecimiento
aproximadamente un 37% mas que el crecimiento normal en 12 y 24 h, seguido de las fibras
PCLc, que potenciaron el crecimiento alrededor de un 32% a las 24 h. las fibras menos
interesantes fueron PCL/CUR1 con solo un 5% mas de crecimiento que el control a las 24 h.
No se puede ver una diferencia clara entre las fibras PCL/CUR con respecto a su efecto
bioactivo cuando se vario la concentracion de CUR. Este ultimo resultado es valioso para
evaluar la concentracion adecuada de CUR, segun la aplicacion y los resultados esperados
(Figura 15A).

En el caso del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, se observd un
comportamiento bacteriano diferente en comparacion con los ultimos resultados. En general,
las peliculas de PCL/CUR no afectaron el crecimiento bacteriano en ningun intervalo de
tiempo probado (ANOVA P <0,05). Por el contrario, las fibras PCL/CUR retrasan el
crecimiento en ~ 52% después de las primeras 12 h, pero después de 24 h, todas las fibras
PCL/CUR aumentan la tasa de proliferacion ~ 15%; esto podria deberse a un periodo de
adaptacion. A las 24 h, PCL/CUR3 presento los mejores resultados con un incremento de (~
31%), seguido de las fibras PCLc con un 22% de crecimiento mejorado con respecto al
control. Al igual que con las peliculas de PCL/CUR, PCL/CUR2 y PCL/CUR4 no afectan

significativamente el crecimiento normal de P. aeruginosa (Figura 15B).

Finalmente, las fibras PCL/CUR promovieron de manera eficiente el crecimiento de
Staphylococcus aureus en comparacion con las peliculas PCL/CUR. A las 0,5 h, las fibras de
PCL/CUR promovieron ~ 16% la tasa de proliferacion y las peliculas de PCL/CUR redujeron
el crecimiento en ~ 11%. Luego, a las 12 h, las fibras PCL/CUR mejoraron la replicacion

celular en aproximadamente 80%, mientras que las peliculas PCL/CUR mejoraron solo ~
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5%. Por Ultimo, después de 24 h, las fibras PCL/CUR promovieron el crecimiento en ~ 36%
y las peliculas de PCL / CUR redujeron el crecimiento normal en ~ 14%. La fibra PCL/CUR
con los mejores resultados fue la PCL/CURL, con ~ 94% de incremente en el crecimiento a
las 12 h, seguida de las fibras PCL/CUR3, que promovieron la replicacion de S. aureus en ~
86% a las 12 h (Figura 15C).

De esta forma se puede demostrar que las fibras PCL/CUR son sistemas eficientes
que promueven el crecimiento de todas las bacterias probadas; en particular, estas membranas
fibrosas fueron mas efectivas para promover el crecimiento en Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Las bacterias expuestas a peliculas PCL/CUR presentaron diferente
comportamiento dependiendo de la cepa bacteriana. De todas las fibras PCL/CUR, el sistema
con mejores resultados fue PCL/CURS3, pero no se encontrd una diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones de CUR (ANOVA P <0.05). EI comportamiento de
las bacterias expuestas hacia los andamios de PCL/CUR depende sobre la cepa bacteriana.
No obstante, el sistema con mejores resultados fue PCL/CURS3, aungque no se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de CUR (ANOVA P
<0.05).

En el presente estudio, para asegurar el proceso de esterilizacion (15 min de
irradiacion UV por ambos lados), todas las fibras y peliculas de PCL/CUR fueron expuestas
a medio de cultivo estéril para observar la presencia de cualquier crecimiento, en los cuales
no se observaron cambios en la O.D. Ademas, para demostrar que diferentes concentraciones
de CUR tienen efecto sobre las bacterias, y confirmar la capacidad de CUR para causar estrées
celular, extracto etanolico de CUR pura (secado) a diferentes concentraciones (CURL: 5 uM;
CUR2: 7 uM; CUR3: 14 uM y CUR4: 27 uM) y hojas de CUR pura se probaron en presencia
de las tres cepas bacterianas. Se puede observar que la hoja de CUR sin procesar no afecta
significativamente el crecimiento normal de cada bacteria (ANOVA P <0.05), pero los
extractos etanolicos de CUR secos disminuyeron el crecimiento proporcionalmente a la
concentracion; por lo tanto, cuanto mayor sea la concentracion de CUR empleada, mayor
sera la reduccion de la proliferacidn en las tres bacterias en todo momento. Sin embargo, esta
disminucidn no es significativamente diferente (ANOVA P <0.05) entre las concentraciones

de CUR, y se observa claramente una tendencia.
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A pesar de nuestros resultados, se ha informado que la CUR tiene actividad
bactericida, especialmente con bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa). En
nuestro estudio, CUR se cargo en fibras poliméricas a concentraciones muy bajas (5-27 M),
lo que explica la baja actividad bactericida de las fibras PCL / CUR. Ademas, se informo que
el modo de accién antimicrobiana de la curcumina depende del sistema de administracion
(Shlar et al., 2017). En nuestro estudio, no se observaron diferencias significativas (ANOVA
P <0,05) en la actividad de PCL / CUR entre bacterias Gram positivas (S. aureus) y Gram
negativas (E. coli y P. aeruginosa); sin embargo, se informé que las bacterias Gram positivas

muestran una sensibilidad significativamente mayor a la curcumina que las Gram negativas.
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Estudio comparativo del crecimiento de Escherichia coli

2.000

1.500

0. D. (600 nm)

0.000

C+ PCLc
fibras

N

expuesta a fibras y peliculas de PCL/ICUR

0.500
i I -ii I abi II akh n --T-i l -Ii

PCLc PCL/CUR1 PCL/CUR1 PCL/CUR2 PCL/CUR2 PCL/CUR3 PCL/CUR3 PCL/CUR4 PCL/CUR4
pelicula fibras pelicula fibras pelicula fibras pelicula  fibras pelicula

Tiempo (h)
w05 m12 m24

Estudio comparativo del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa

1.200
1.000
0.800

0.600
0.400
0.200 I
0.000

C+ PCLc
fibras

0. D. (800 nm)

i

expuesta a fibras y peliculas de PCLICUR

PCLc PCL/CUR1 PCL/CUR1 PCL/CUR2 PCL/CUR2 PCL/CUR3 PCL/CUR3 PCL/CUR4 PCL/CUR4
pelicula fibras pelicula fibras pelicula fibras pelicula  fibras pelicula

Tiempo (h)
m05 w12 m24

Estudio comparativo del crecimiento de Staphylococcus aureus
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Figura 15. Ensayo de Proliferacion en fibras y peliculas.

Nuestras observaciones concuerdan con la literatura disponible, Ramirez-Cedillo et

al., establecié que las fibras de PCL sin ningan tratamiento no provocan la inhibicion de S.

aureus (Ramirez-Cedillo et al., 2019). En otro estudio, P. aeruginosa (Gram-negativa) y S.

epidermidis (Gram-positiva), las especies bacterianas mostraron un crecimiento suspendido

desinhibido en medio expuesto a membranas de PCL después de 6 h a 37 °C (Ruckh et al.,
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2012); Asimismo, P. aeruginosa proliferé rapidamente mientras secretaba sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), con 6 h en caldo expuesto a andamios de PCL, lo que indica
que las horas iniciales después de la inoculacion son criticas para inhibir la formacion de
biopeliculas (Ruckh et al., 2012). Finalmente, Adeli-Sardou et al. inform6 que la fibra
PCL/GEL no tenia ningun efecto sobre las bacterias productoras de biopeliculas S. aureus,
P. mirabilis, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) y P. aeruginosa
(Adeli-Sardou et al., 2018) Asi, este Gltimo y nuestros resultados confirman que los andamios
de PCL no dificultan el crecimiento de cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas,
por lo que pueden ser una excelente opcion para estudiar la formacion de biopeliculas

bacterianas.

Varios estudios arrojan informacion importante sobre las propiedades bioactivas de
CUR que provocan dafios en la membrana en todos los microorganismos probados. Con
concentraciones de 25, 50 y 100 uM de CUR I, y después de 30 min de exposicion, entre ~
10-20% de la viabilidad celular se vio afectada en la mayoria de las cepas probadas. CUR 1
a la concentracion mas baja de 25 uM después de 120 min no disminuye la viabilidad celular
maés de ~ 20%, con la excepcion de S. aureus, que mostro una alta susceptibilidad a CUR
(Tyagy et al., 2015). Los investigadores explicaron que la mejor proteccion de las bacterias
Gram negativas contra los antimicrobianos se debe a la estructura especifica de sus paredes
celulares. Lipopolisacaridos de la envoltura celular externa representan la barrera de
permeabilidad mas externa para una variedad de compuestos antimicrobianos, responsables
del flujo inusualmente lento de solutos lipofilicos en bacterias Gram negativas. Por el
contrario, las proteinas porinas incrustadas en la membrana externa representan los
principales canales de entrada de solutos en las células de las bacterias Gram negativas
(Priyadarsini, 2014).

Comparando los resultados obtenidos entre las fibras y peliculas PCL/CUR, las fibras
PCL/CUR incrementaron significativamente el crecimiento (ANOVA P <0.05) de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en todo momento (en todos los periodos de
incubacion). Para Pseudomonas aeruginosa, el crecimiento se produjo solo después de 24 h.

Las peliculas de PCL/CUR, por otro lado, retrasan la tasa de replicacién bacteriana de
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Escherichia coli y no afectan significativamente el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus. Las propiedades potenciadoras del crecimiento bacteriano se
atribuyen a la estructura tridimensional que ofrecen las fibras y a la mayor superficie de

contacto que poseen estas escamas fibrosas (Villarreal-Gémez et al., 2016).

Las células no solo crecieron sobre la superficie fibrosa, sino que la porosidad de las
membranas condujo a la penetracion de células bacterianas en las fibras. Este fendmeno se
puede ver claramente en la Figura 16. Estas reacciones también se pueden corroborar
comparando el tamario celular de cada bacteria; Escherichia coli es una bacteria bacilo Gram
negativa tipica con dimensiones cilindricas de 1,0 a 2,0 um de longitud y un radio de
aproximadamente 0,5 pm (Zheng et al., 2016). Se ha informado que Pseudomonas
aeruginosa tiene un tamafio de alrededor de ~ 10 um, y alrededor de 0,1 a 0,25 pm de ancho
(Deforet et al., 2015) y aproximadamente de 1 a 1,5 um de largo para Staphylococcus aureus
(Monteiro et al., 2015). Las fibras PCL creadas con los parametros de la técnica de
electrohilado estandar informaron fibras con tamafios de poros entre 10 y 45 mm (Rnkak-
Kovacina & Weiss, 2011). Estos datos apoyan la idea de la penetracion bacteriana en la
estructura tridimensional de las membranas de PCL/CUR, donde las células bacterianas
proliferan dentro de la estera; en consecuencia, después de la exposicion a CUR, las celulas
bacterianas se estresaron y sintetizaron las moléculas extracelulares que producen las

biopeliculas.

12.3 Ensayo de formacion de Biofilms

Este ensayo se realiz6 como una prueba cualitativa para observar la eficacia de las
fibras como andamios bacterianos para la formacion de biopeliculas y, por lo tanto, es
complementario al ensayo de crecimiento bacteriano anterior. Por esa razén, teniendo en
cuenta los resultados anteriores, y que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el crecimiento celular, y no muchas incidencias fueron definitivas entre las
concentraciones de CUR en los resultados. Las fibras PCL/CUR4 se eligieron para mostrar

la formacion de biopeliculas bacterianas a lo largo de las fibras debido a la mayor cantidad
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de CUR embebida en las fibras y la mejor apreciacion de las células bacterianas colocadas
en las fibras.

La Figura 16 A-F muestra como E. coli y P. aeruginosa estan formando la biopelicula
bacteriana a lo largo de las fibras de PCL / CUR4 durante las 12 h de incubacion. Como han
demostrado otros estudios, las bacterias Gram negativas P. aeruginosa y Gram positivas S.
epidermidis han mostrado un crecimiento suspendido desinhibido en medio expuesto a fibras
de PCL después de 6 h a 37 °C; Ademas, ambas especies bacterianas se multiplicaron

prolificamente y poblaron las superficies membranosas dentro de densas colonias.

S. aureus cred una biopelicula muy consolidada (Figura 16G), pero parece degradar
las fibras poliméricas después de 12 h (Figura 161). S. aureus ha sido identificado productora
de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que son capaces de degradar varias moléculas
poliméricas, con el objetivo de despegarse la superficie a la que se encuentran adheridas
(Kaplan et al., 2018); esta observacion es una idea del mecanismo de estrés celular de S.

aureus.

A pesar de este hecho, varios grupos de investigacion han estudiado la formacion de
biofilms a las 24 h (Moormeier & Bayles, 2017; Ripa et al., 2020), y otros estudios han
empleado periodos més cortos de incubacion (Flament-Simon et al., 2019; Rasamiravaka et
al., 2015). En este estudio, el objetivo era observar como las colonias bacterianas se adhieren
a la superficie de las fibras y proliferan dentro de la estructura tridimensional de los andamios
creando biofilms. Sin embargo, como trabajo a futuro se pretende estudiar la formacion de
biofilms bacterianos después de 24 h y evaluar su eficiencia en distintos estudios de

aplicacion biotecnoldgica.
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Figura 16. Micrografia ensayo de formacion de biofilms.

El objetivo de incorporar un componente bactericida natural como CUR (Killi et al.,
2017) en las nanofibras poliméricas inertes de PCL es estimular la biopelicula bacteriana
provocando estrés celular en las bacterias probadas. Asimismo, Chu et al., propusieron que
el estrés mecanico (que es una de las formas de estrés celular que promueve la formacion de
biopeliculas) podria surgir inicialmente del estrés fisico, que acompafia al confinamiento de
la colonia, dentro de microcavidades o entornos de hidrogel que recuerdan al citosol de las
células huésped. La formacion de biopeliculas se puede mejorar mediante un circuito de
retroalimentacion modulado por el acceso de nutrientes, en el que la deposicion de la matriz

de biopeliculas puede ser particularmente alta en areas de mayor estrés mecanico y biolégico,
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con la matriz depositada mejorando ain mas los niveles de estrés. Esta regulacion de
retroalimentacion puede conducir a la formacion de biopeliculas adaptativas y diversas

guiadas por tensiones ambientales (Chu et al., 2018).

Por lo tanto, nuestros andamios tridimensionales PCL/CUR pueden generar el estrés
mecénico anterior a las células bacterianas, mientras que el efecto antimicrobiano de la CUR
puede aumentar las especies reactivas de oxigeno (ROS) e inhibir el transporte de electrones
(Shlar et al., 2017). En algunas bacterias, como E. coli y P. aeruginosa, la motilidad
bacteriana es importante para el crecimiento celular (Oura et al., 2015); por lo tanto, gracias
al empleo del electrohilado, las nanofibras electrohiladas cancelaran la motilidad que las
células bacterianas necesitan para replicarse, lo que provocard un estrés celular que

estimulara la formacion de biopeliculas.

Una vez mas, en condiciones de estrés, las células bacterianas pueden buscar
activamente nichos protectores, espacialmente aislados, como microcavidades en los
microambientes mecéanicos complejos o los compartimentos citosdlicos de las celulas
huésped. Alli, pueden protegerse de los efectos adversos del medio ambiente y crecer a altas
densidades. EI empaquetamiento celular ajustado resultante conduce a diversas formas de
comportamiento colectivo, moldeadas tanto por respuestas bioldgicas como por efectos

mecanicos (Chu et al., 2018).

La investigacion en la produccion de biopeliculas de forma controlada debe su interés
a la produccion potencial de metabolitos interesantes en la industria biotecnologica. Los
biofilms permiten que las células sesiles vivan de forma coordinada y favorece su
proliferacion. La biopelicula en si es una matriz circundante que se compone principalmente
de exopolisacaridos que permite su unién a superficies inertes (por ejemplo, rocas, vidrio,

plastico) u organicas (por ejemplo, piel, cuticula, mucosa) (Berlanga et al., 2016).

Las cepas de Pseudomonas podrian considerarse para uso futuro en la
biorremediacion de fuentes de agua contaminadas con derrames de petréleo. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para evaluar el potencial de las cepas aisladas para degradar los

hidrocarburos in situ en condiciones ambientales naturales (Dasgupta et al., 2013).
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Escherichia coli es una de las bacterias con las que se ha estudiado en detalle la
formacion de biopeliculas, y es especialmente apreciada para aplicaciones biotecnoldgicas
debido a su capacidad genética (Da Re et al., 2007). Entre los productos industriales que
puede producir E. coli se encuentran el licopeno (Wang et al., 2012) y el &cido succinico
(Mienda & Salleh, 2017), entre otros.

Por ultimo, Staphylococcus aureus y otras bacterias patdgenas se han probado como
bacterias tolerantes a metales pesados para la eliminacion de cadmio, cromo, niquel y zinc
en los efluentes de las refinerias de petrdleo (Oaikhena et al., 2016). Asimismo, otros usos
incluyen la biorremediacion de aceite en tintes de tina de efluentes textiles (Abatenh et al.,
2017).
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES GENERALES
XI11. CONCLUSIONES

El estudio de la produccion de biopeliculas ha cobrado interés de dos formas: en
primer lugar, las biopeliculas son uno de los principales problemas a los que se enfrentan las
aplicaciones biomédicas, ya que su presencia afecta a un gran nimero de dispositivos
médicos. Ademas, la mayoria de las bacterias patdgenas pueden protegerse gracias a la
produccion de biopeliculas. Por otro lado, las biopeliculas de bacterias especificas pueden
producir metabolitos que se pueden extraer y utilizar en diferentes areas de la industria
biotecnoldgica. Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa vy
Lactobacillus spp. son interesantes en ambos sentidos. Por lo tanto, es importante controlar
y manipular la formacion de biopeliculas para su estudio y para una mejor comprension para
el disefio de métodos estandarizados para evitar la presencia de biopeliculas en dispositivos
médicos o recolectar biopeliculas de bacterias para su uso en enfoques biotecnoldgicos.

En la primera parte de esta investigacion se estudiaron los efectos que pueden tener
fibras electrohiladas con distintas fuentes de carbono y nitrégeno para la proliferacion
bacteriana y la formacion de biofilms en estas bacterias, encontrando que, aunque la
proliferacion en E. coli no se ve beneficiada en gran medida (23 % de proliferacion), las otras
bacterias pueden tener un incremento en su proliferacion de hasta 400 % para Lactobacillos
spp, implementando fibras de PCL suplementadas con extracto de levadura, para
Staphylococcus aureus podemos incrementar el crecimiento en un 95 % con peliculas de
PCL adicionadas con extracto de levadura, por otro lado, Pseudomonas aeruginosa podemos
incrementar la produccion en un 36% si utilizamos fibras de PCL con glucosa.

En la segunda parte de este estudio, se demostrd que el uso de fibras electrohiladas
de PCL/CUR incrementan significativamente el crecimiento bacteriano comparado con

peliculas lisas con la misma composicion, ademas de ser eficaces en la formacion de biofilms.
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XIV. TRABAJO A FUTURO

Debido a la novedad de este tipo de trabajo poco se conoce sobre la capacidad de las
bacterias para adherirse a superficies membranosas producidas por electrohilado. Por lo
tanto, se requiere un estudio extensivo en las distintas areas de aplicacion, la adhesion y
formacion de biofilms, no solo de las cepas estudiadas sino de otras bacterias de interés.

Algunas sugerencias puntuales se describen a continuacion.

e Realizar estudios que evalten y cuantifiquen la adhesion de las bacterias a superficies
inertes, como la proteina BAP para S. aureus., de esta manera no solamente se medira
la adhesidn sino el potencial de crear biofilms.

e Estudios que demuestren la eficiencia en la produccion de metabolitos secundarios
de interés biotecnologicos, asi como la extraccion de estos, y la posible reutilizacion
de los andamios.

e Probar la capacidad de los andamios electrohilados con crecimiento de biofilm, como

biorremediadores de suelos, aguas y superficies contaminadas.
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