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RESUMEN

La latente busqueda de la implementacion de bioprocesos en diversos sectores industriales,

aunada a la creciente demanda de productos de alta necesidad y alto valor agregado, ha
conllevado a la necesidad de la innovacién e intensificacién de dichos bioprocesos. La
innovacion e intensificacion quedan en virtud de factores nutrimentales, ambientales,
microbioldgicos y de la configuracion del biorreactor. Dado que las células y sus funciones
estan relacionadas con la composicion quimica del medio de cultivo, y del potencial
electroquimico de sus componentes iénicos, al modificar la concentracion de iones y/o
aplicar un campo eléctrico externo, se pueden generar estimulos capaces de reorientar los
flujos metabdlicos, y en general, los procesos bioquimicos de las células microbianas, con lo
cual se podria favorecer la obtencion y produccion de compuestos de interés.

Streptomyces son una clase de actinobacterias Gram positivas, aerobias, las cuales estan
ampliamente focalizadas como grandes productoras de compuestos bioactivos con
propiedades anticancerigenas, antivirales y antibacterianas. Estos compuestos tienen un
importante papel en varios sectores de la industria, como el agricola y el farmacéutico, por
lo cual se caracterizan como compuestos de alto valor agregado. Sin embargo, aunque existen
numerosos grupos de investigacion trabajando en la caracterizacion genética de rutas de
sintesis de nuevas y diversas moléculas bioactivas, en particular, aquellas con actividad
antimicrobiana derivadas de Streptomyces, existen muy pocos grupos que trabajen en la
optimizacion de bioprocesos sustentables, para su produccion. Por su parte, Streptomyces
lividans TK24 es una cepa ampliamente utilizada como cepa hospedera para la expresion
heterologa de diversas proteinas y enzimas sintetizadoras de antibidticos. Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que, de manera natural, en un medio que contiene glicerol
como fuente de carbono y energia, y bacto triptona como fuente de nitrogeno es capaz de
producir una proteina con actividad antimicrobiana.

Por otro lado, se ha comprobado que la aplicacion de un campo eléctrico de baja intensidad,
como un factor de estrés abidtico, en cultivos microbianos, provoca cambios fisioldgicos,
tales como la morfologia y el metabolismo de los microorganismos, favoreciendo la
produccion de sus metabolitos. No obstante, estos estudios ain no han sido focalizados ni
estandarizados en la comprensiéon de los fendmenos que ocurren a nivel celular, con el
objetivo de establecer las bases para el disefio de nuevas configuraciones de biorreactores
que puedan mejorar la produccion de moléculas bioactivas.

En este trabajo se presenta una evaluacion de las respuestas fisiologicas de Streptomyces
lividans TK24 asociadas a la produccion de compuestos con actividad antimicrobiana,
durante el crecimiento y la produccion de compuestos antimicrobianos, en presencia de un
campo eléctrico de baja intensidad, buscando obtener respuestas que ayuden a la
comprension de los fendmenos implicados a nivel celular, que sienten las bases para el disefio
de biorreactores, con configuraciones novedosas y de mayor eficiencia. Para esto, fue



necesario modificar la composicion del medio de cultivo, agregando 0.5 g/L de MgSOa4 para
mejorar la transferencia de carga eléctrica en el medio.

Se evaluaron los cambios fisioldgicos en Streptomyces lividans TK24, por la adicién de los
iones Mg?* en el medio de cultivo, ya que el magnesio juega importantes roles en los procesos
bioquimicos celulares. Se encontrd que el estimulo quimico limitd el crecimiento del
microorganismo, asi como la concentracién de proteina total extracelular, pero a su vez,
promovié la generacion de actividad antimicrobiana. Se presentaron cambios en la
pigmentacion del medio de cultivo, el cual presentd un color azul, lo que sugiere la presencia
de metabolitos como actinorrodina, un metabolito secundario producido por algunas especies
del género Streptomyces, que se caracterizan por esa pigmentacion y actividad
antimicrobiana.

Por otro lado, la aplicacion del campo eléctrico de baja intensidad fue abordada en dos etapas
del metabolismo de Streptomyces lividans TK24: () fase del crecimiento, al inicio del cultivo
y (I1) fase estacionaria o de mantenimiento, a las 48 h de cultivo. EI campo eléctrico, tratado
como un factor de estrés abidtico, no intervino con el crecimiento y/o la viabilidad del
microorganismo. Al aplicarse en la etapa de crecimiento, el campo eléctrico inhibid la
produccion de actividad antimicrobiana, asi como el pigmento azul. Por otro lado, la
concentracion de proteinas extracelulares no fue disminuida. Los espectros infrarrojos de la
biomasa obtenida mostraron que la aplicacion del campo eléctrico, en la etapa de crecimiento,
provocd un aumento en la sintesis de lipidos, lo que podria estar relacionado con la nula
produccidn de actividad antimicrobiana. Por otro lado, el aplicar el campo eléctrico durante
la fase estacionaria (no crecimiento) mejord la produccion de actividad antimicrobiana sin
afectar la pigmentacion del medio de cultivo.

Finalmente, se demostr6 que la actividad antimicrobiana presente en los medios de cultivo
UPwmgsos sin estimulo eléctrico y los medios de cultivo UPmgsos electroestimulados en la fase
de mantenimiento, esta relacionada con la presencia de alguna proteina, mas que a los
metabolitos producidos, lo que da pie a una investigacién mas profunda, enfocada a encontrar
los efectos provocados, tanto por el campo eléctrico, como por la presencia de Mg?*, sobre
el proteoma y metaboloma de Streptomyces lividans TK24.
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NOMENCLATURA

S. lividans: Streptomyces lividans
B. Subtilis: Bacillus Subtilis
PMF, ApH: gradiente de proton o
fuerza motriz del proton

N: nitrégeno

Oxigeno: oxigeno

C.: carbono

O2: moléecula de oxigeno

H.: molécula de hidrégeno

CO2: molécula de dioxido de
carbono

NaCl: cloruro de sodio

NaOH: hidréxido de sodio

HCI: acido clorhidrico

ATP: adenosin trifosfato

ADP: difosfato de adenosin o
adenosin trifosfato.

NAD™: dinucleétido de
nicotidamida y adenina en su
forma oxidada

NADH: dinucle6tido de
nicotidamida y adenina en su
forma reducida

P;: grupo fosfato.

FAD: dinucleétido de flavina 'y
adenina en su forma oxidada
FADH,: dinucleétido de flavina 'y
adenina en su forma reducida
GDP: guanosin difosfato.

GTP: guanosin trifosfato.

GAP: 3-fosfato de gliceraldehido
DHAP: fosfato de
dihidroxiacetona

TPI: triosa fosfato
NADP*/NADPH+H"*:
nicotinamida-adenina dinucledtido
fosfato en su forma oxidada/en su
forma reducida

w*: Potencial quimico de la
especie i, en la fase a

¢ g: Potencial eléctrico en la fase
B

®: Potencial de Galvani
PepB15: péptido catidnico con
actividad antimicrobiana

vis: promotor fuerte constitutivo
vis-ss: péptido sefial

MI: hifas compartimentadas
MII: hifas multinucleadas
PCD: muerte celular programada,
por sus siglas en inglés

CoA: coenzima A

CAC: ciclo del &cido citrico
RED: undecilprodigiosina
ACT: actinorrodina

CDA: antibidtico de calcio
peptidico

TAG: triacilglicerol

FAME: ésteres metilicos de
acidos grasos, por sus siglas en
inglés

NHs*: ion amonio

Mg?*: ion magnesio, en este
trabajo también referido como
magnesio

K*: ion potasio

ADN: acido desoxirribonucleico
Mg-ADN: interaccién magnesio y
acido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico
ARNIrr: &cido ribonucleico
ribosémico

ARNM: &cido ribonucleico
mensajero

Redox: reaccion de reduccion-
oxidacion



DPR: divergencia del potencial
redox

CA: condiciones ambientales

p/p: partes por millén

BC: biocatalizador

CE: campo eléctrico

ALB: biorreactor airlift
MgSO47H,0: sulfato de
magnesio heptahidratado

CaClz-2 H20O: cloruro de calcio
dihidratado

LB: medio de cultivo Luria-
Bertani

UP: medio de cultivo conformado
por glicerol y bacto triptona
UPwmgsos: medio de cultivo que
contiene medio UP y 0.5 g de
MgSOas-7H20

UNIDADES

m: metros

T: temperatura
h: horas

cm: centimetros
mg: miligramos
ml: mililitros
mm: milimetros
A: amperio

V: voltio

KV: kilovoltio
°C: grados centigrados

UPcaclz: medio de cultivo que
contiene medio UP y 0.74 g de
CaCl2:2H20

UP mgsos y caclz: medio de cultivo
que contiene medio UP, 0.5 g de
MgSOasy 0.74 g de CaCl2:2H20

CEo: electroestimulacion aplicada
en la etapa de crecimiento, a inicios
de cultivo

CEs n:  electroestimulacion
aplicada en la etapa de
mantenimiento, 48 h

AA: actividad antimicrobiana
rpm: revoluciones por minuto
DO: densidad dptica

IR: infrarrojo

KDa: Kilodalton



1. ESTADO DEL ARTE

1.1. Necesidad de la innovacién de bioprocesos en la industria actual

En los dltimos afios, ha estado latente la necesidad de incorporar en diversos sectores
industriales el uso de bioprocesos, con el fin de obtener alternativas de procesos mas limpios
y afables con el medio ambiente, y que, a su vez, sean autosustentables. Muchos de estos
bioprocesos hacen uso de las actividades metabolicas de diversos microorganismos para
obtener compuestos de valor agregado, o eliminar moléculas indeseables. Sin embargo,
debido a la alta demanda en productos de alto valor agregado y alta necesidad, como lo son
alimentos y farmacos, es necesaria la optimizacion e intensificacion de los bioprocesos
actuales implementados a escala industrial, requiriendo altos rendimientos de produccion,
tiempos de proceso relativamente cortos, y de igual forma, de bajo costo que sostenga su
rentabilidad [1].

El éxito con el que se llevan los bioprocesos depende de factores nutrimentales, ambientales,
microbioldgicos y de la configuracion del biorreactor. Dado que las células y sus funciones
dependen de la composicion extracelular que se encuentra en el medio del cultivo, y del
estado eléctrico en el cual se encuentra [2], al modificar la composicion quimica de los
medios de cultivo y el ambiente eléctrico, se pueden generar estimulos capaces de reorientar
los flujos metabdlicos, y en general, los procesos bioquimicos de las células microbianas [3]
(procesos a escala gendmica, protedmica y metabdlica), con lo cual se podria favorecer la
obtencion y produccion de compuestos de interés (figura 1). La comprension de los impactos
fisioldgicos que se obtengan en cada una de las escalas a nivel celular es una tarea dificil que
requiere de una gran diversidad de grupos de investigacion. Sin embargo, las respuestas
fisioldgicas que se obtengan pueden ir desde niveles gendmicos hasta niveles de estimulo-
respuesta que nos ayudan a ir formando una compresion en las diferentes escalas de los
fendmenos ocurridos [4].

Lo anterior, conllevaria a la incorporacion de nuevas configuraciones de los biorreactores;
en donde la mayor parte de la industria actual visualiza a los biorreactores de una manera
muy general, como simples contenedores en los cuales se llevan a cabo las fermentaciones,
sin llevar a cabo un estudio profundo de la ingenieria de reactores enfocado a cada proceso,
y menos adn, sin implementar nuevas técnicas de intensificacion. Incluso, muchos de los
bioprocesos que se desarrollan a escala laboratorio no llegan a implementarse a escala
industrial, debido a que no se le da la importancia necesaria al disefio e innovacion del
biorreactor [5].
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Figura 1. Representacion de la célula en donde se muestra la sinergia entre niveles genémicos, protedmicos y
metabdlicos. De igual forma se observa el potencial quimico (") y el potencial eléctrico (¢) de las especies que
conforman las fases internas y externas de la célula, los cuales en conjunto conforman el potencial electroquimico (if").
Dt Y Pine. SON los potenciales de Galvani del exterior y el interior de la célula respectivamente, lo cuales, estan
determinados por la sumatoria de los potenciales electroquimicos de las especies que conforman las fases. De esta forma
es evidente gue al inferir en la composicion quimica del medio de cultivo se tendra un impacto en el potencial quimico
interno y externo de la célula, y al tratarse de especies cargadas, también se tendrd un impacto en los potenciales
eléctricos. De igual forma, si se infiere en el estado eléctrico de la célula, se tendra un impacto en el potencial eléctrico
interno y externo.

1.2. Intensificacion de bioprocesos a traves de un campo eléctrico

La implementacion de campos eléctricos en cultivos bacterianos es una técnica que ha sido
utilizada para la intensificacion de bioprocesos, basicamente en el area de la ingenieria
ambiental. Se ha utilizado mayoritariamente en el tratamiento de aguas residuales y la
descontaminacion de suelos [6], aunque también se ha implementado en el aumento de la
actividad en la desnitrificacion/nitrificacion, aceleracion de la tasa de consumo de sustrato,
aumento en la resistencia a los contaminantes, incremento de la biomasa, aumento de la
actividad metabdlica o enzimatica, entre otros [7]. A continuacidn, se mencionan algunos
reportes encontrados en la literatura, los cuales describen los procesos mas representativos
en los cuales se ha hecho uso de la implementacion de campos eléctricos, y los resultados
obtenidos.
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En el caso del tratamiento biologico de aguas, se ha demostrado que el subministro continuo
o intermitente de un campo eléctrico aumenta significativamente los recuentros bacterianos
observados, asi como las tasas de crecimiento, y, ademas, los procesos son de alta eficiencia,
minimizan la adicién de quimicos externos y facilita la automatizacion [8].

Recientemente, se ha demostrado que el efecto de la electroestimulacion sobre la
desnitrificacion bioldgica en un reactor bioelectroquimico, ha sido bastante favorable. Se
encontré que la densidad de corriente 6ptima fue de 250 mA/m?, independientemente de la
relacion C/N, en donde se obtuvo una eficiencia maxima de eliminacion de nitrato, y, ademas,
el contenido de ATP (como indicador de actividad microbiana) y la permeabilidad de la
membrana celular de las bacterias desnitrificantes aumentaron significativamente en dicha
densidad de corriente Optima. Este aumento en la permeabilidad de la membrana provoco
que mas contenido bacteriano se desbordaré hacia la solucion.

Sanchez-Vazquez y col. (2017) al trabajar en la degradacion de una mezcla de hidrocarburos
(hexadecano, fenantreno-pireno; 100:1:1 p/p) con un biocatalizador (BC) de células enteras
fangicas (BC; Aspergillus brasiliensis unido a perlita) pretratado con un campo eléctrico
(CE) de 1Vv/cm™ durante 24 h después de la germinacion de las esporas, en un biorreactor
airlift (ALB), demostraron que el pretratamiento con CE promovié cambios en las
propiedades superficiales del BC, los cuales mejoraron la afinidad entre el BC vy los
hidrocarburos, mejorando el consumo de hidrocarburos por contacto directo. De igual forma,
el pretratamiento con CE promovid la produccion de una proteina emulsificante en ALB. La
emulsion resultante fue asociada con resistencias de transferencia de masa interna y externa
disminuidas, mientras que los efectos del pretratamiento con campo eléctrico se describen
como un mecanismo de consumo combinado (contacto directo seguido de forma
emulsionada), lo cual disminuye las limitaciones de transferencia de masa, resultando en una
mejor degradacion de hidrocarburos no especifica [9]. Por otro lado, también se observé que
la tasa de produccion de CO2 fue mejorada por la corriente eléctrica, esto se asocia con el
hecho de que un campo eléctrico de baja intensidad actia como una bomba de electrones
acelerando asi la actividad respiratoria [10].

Por su parte, Loghavi y col. (2007) aplicaron un campo eléctrico moderado en los medios de
crecimiento microbiano de Lactobacillus acidophilus y observaron que el estrés causado por
el campo eléctrico inducia un aumento en la produccion de bacteriocina (toxinas proteicas
producidas por bacterias) y un aumento en la conductividad transmembrana y la
permeabilidad difusiva de nutrientes, tensioactivos, bacteriocina y autoinductores [8].

Los fendmenos mencionados en el uso de campos eléctricos en cultivos bacterianos estan en
funcién del tipo de microorganismo, y, en general, son proporcionales a la intensidad de
campo/corriente aplicada y al tiempo de exposicion. Los resultados han sido la estimulacién
de la actividad bacteriana, cambios morfoldgicos y el aumento de la movilidad celular,
observados en campos de baja intensidad, sin embargo, también se han reportado dafios
irreversibles a los microorganismos, con pérdida de la integridad de la membrana, en el caso
de exposicion a campos eléctricos de alta intensidad. Aunque cada especie presenta
diferencias en sensibilidad, los campos eléctricos de alta intensidad (en el rango de los kV),
por ejemplo 1000 kV/m, o las corrientes continuas circulantes de 1A, dafian la célula de
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forma irreversible llegando a provocar la muerte. Las membranas expuestas a un campo
eléctrico se cargan, tal como un condensador, lo cual induce a un potencial transmembrana
el cual, si es superior a 1V, provoca la muerte celular [7].

1.2.1. Efectos de un campo eléctrico sobre cultivos bacterianos

Los efectos que la aplicacion de campos eléctricos tiene sobre las células bacterianas, asi
como los mecanismos mediante los cuales ejerce su influencia es un tema que adn se
encuentra en desarrollo, y el cual implica un gran interés y desafio. La aplicacién de campos
eléctricos para influir en la biologia celular ha sido un tema importante en el campo
biotecnolégico durante varias décadas, en donde se han reportado modificaciones en la
fisiologia de los microorganismos, tales como: cambios en la forma de las células, las
caracteristicas fisicoquimicas de la membrana celular, la permeabilidad y el potencial de
membrana [11], con consecuencias en la capacidad de intercambio con el medio exterior, el
metabolismo celular y la movilidad [12]. Por ejemplo, Ruijuan Fan y col. (2022), al estudiar
el mecanismo de remediacion biolectrocinética del suelo contaminado con pireno, encontro
que el campo eléctrico mejord la expresion de genes funcionales relacionados con el
metabolismo, los resultados indicaron que el campo eléctrico promueve la expresion de
metabolitos asociados a 14 carbohidratos, 13 lipidos, 13 aminoacidos, y, en particular 11
xenobidticos, mejorando la biodegradacién del pireno debido al metabolismo microbiano
mejorado [13].

Por otro lado, cuando se aplica una corriente eléctrica a una suspension bacteriana con
electrodos sumergidos, la electrélisis en los electrodos puede generar una variedad de
oxidantes quimicos, segun la presencia de oxigeno y los iones coexistentes, en donde dichos
oxidantes son los causantes de la mayor inactivacion y mortalidad derivados de la corriente
aplicada. No obstante, mediante algunas electrooxidaciones y la hidrolisis del agua en los
cultivos bacterianos, se ha aumentado la disponibilidad de oxigeno e hidrogeno, favoreciendo
respectivamente la biodegradacion aerdbica [14] y la biodegradacion anaerdbica [15]. Por
ejemplo, en sistemas bioeléctricos basados en la electrolisis del agua, con diferentes
configuraciones y variaciones de parametros operacionales para la remocion de nitrogeno
proveniente de aguas residuales, en donde en el catodo, mediante la produccién de hidrégeno
se promovian las reacciones de desnitrificacion, y en el anodo, mediante la produccion de
oxigeno se estimulaba la nitrificacion aérobica.

Ademas de los cambios promovidos por la hidrdlisis del agua, se han identificado otros
fendmenos ligados a reacciones electroquimicas, como la oxidacion/reduccion parcial de
contaminantes, la liberacion o remocién de iones en solucion, la posibilidad de ajustar el
potencial redox para activar y/o estimular la produccion enzimatica especifica, o bien
provocar cambios en la gran diversidad de reacciones oxido/reduccion que conforman al
metabolismo bacteriano [7].
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Por su parte, la corriente eléctrica también puede afectar la orientacion de los lipidos de la
membrana, y, por consecuencia, la viabilidad celular. Una corriente eléctrica elevada puede
causar una permeabilizacion irreversible de la membrana celular e incluso puede oxidar
directamente los constituyentes celulares. Ademas, la hidrofobicidad bacteriana puede
presentar cambios significativos cuando se presenta estrés oxidativo y la presencia de la
corriente eléctrica [16].

Al evaluar el impacto de la corriente eléctrica en las propiedades de la superficie celular de
bacterias que degradan fenol en liquidos, se revel6 que una corriente eléctrica débil (menor
a 20 mA) no indujo cambios significativos en las propiedades superficiales de las bacterias
degradadoras de fenol, sin embargo, la exposicion a una corriente continua de mas de 20 mA
podria provocar un aumento de la hidrofobicidad de la superficie, el aplanamiento de las
células y la presencia de exudado en la superficie celular. También se encontr6 que al realizar
mediciones del potencial zeta, estos mostraron que la superficie de las células estaba cargada
mas negativamente cuando las células estaban expuestas a una corriente continua mas alta,
40 mA [16].

Los efectos adversos sobre la actividad biologica que se han reportado en los procesos
inducidos por campos eléctricos o generados por corrientes continuas estan relacionados en
su mayoria con: (1) variaciones importantes en el pH, sobre todo en las proximidades de los
electrodos, (2) reacciones electroquimicas con produccion de especies reactivas de oxigeno,
cloro, iones metélicos, dependiendo de las especies presentes y de los electrodos utilizados,
y (3) calentamiento excesivo debido a la pérdida 6hmica. Por Gltimo, cabe sefialar que todos
estos efectos no deseados pueden ser controlados o evitados. En la figura 2 se muestra un
esquema de diversos fenémenos resultantes de la aplicacion de campos eléctricos o una
corriente continua, estos fendmenos pueden presentarse por separado o en simultaneo, segun
las condiciones operacionales y los tipos de microorganismos sometidos a dicho estrés [7]
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Figura 2. Esquema de diversos fendmenos resultantes de la aplicacidn de campos eléctricos o una corriente
continua. (1) hidrélisis que da como resultado la produccion de O, (a) y H2 (b); (2) oxidacién parcial
(@)/reduccién (b) de contaminantes; (3) electrodos s6lidos como aceptor de electrones (a)/donante (b); (4)
aumento de la biodisponibilidad de contaminantes; (5) modificacién en la fisiologia y morfologia de la
célula; (6) pérdida de membrana integridad, con liberacién de material citoplasmatico y muerte celular; (7)
aumento de la concentracion de ATP intracelular; (8) aumento en el transporte de moléculas orgéanicas,
nutrientes y células bacterianas debido a electro6smosis, electroforesis y dielectroforesis; (9) transporte de
iones disueltos por electromigracion; (10) aumento en temperatura cerca de los electrodos; (11)
divergencia del potencial redox de las condiciones ambientales; (12) variacién de pH cerca de los
electrodos [7].

Las evidencias presentadas en los parrafos anteriores son un importante referente en la
aplicacion de estimulos eléctricos en microorganismos, donde las condiciones descritas
brindan un enfoque acerca de las condiciones operacionales dentro de las cuales se puede
trabajar, y que tipo de resultados se pueden esperar. Queda claro que tanto las condiciones
de operacion, asi como las respuestas fisiologicas, estan en funcion de los microorganismos
en cuestion, asi como de los objetivos a perseguir en cada linea de investigacion.

De esta forma, aunque la implementacién de campos eléctricos sobre cultivos bacterianos no
ha sido una técnica enfocada, y mucho menos estandarizada en la intensificacion de los
procesos de obtencion de productos metabolicos derivados de microorganismos, es claro que
se han obtenido efectos positivos sobre dicho proceso, los cuales brindan una innovadora
posibilidad en el disefio de nuevas configuraciones de biorreactores haciendo uso de esta
técnica, con los cuales se pueda intensificar y optimizar los procesos de obtencién de
biomoléculas de interés derivadas de microorganismos.
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1.3. Implementacion del magnesio en cultivos microbianos y su funcion
celular

La alteracion en las condiciones de cultivo, como puede ser, la variacion de las
composiciones de macro y micronutrientes en los medios de cultivo es un método simple y
efectivo para activar grupos de genes silenciosos y evaluar el potencial metabdlico de una
cepa bacteriana [17].

Por su parte, el magnesio es esencial para los procesos bioquimicos de las células procariotas
y eucariotas. Ademas, dicha importancia trasciende a los ambitos de la aplicacion, debido a
que la disponibilidad de Mg?* en cultivos celulares y medios de fermentacion puede influir
drasticamente en el crecimiento y el metabolismo de las células. Debido a sus propiedades
fisicoquimicas, el rol bioldgico del magnesio es primordialmente intracelular, ya que este
puede unirse a las membranas celulares, los ribosomas y a las macromoléculas que se
encuentran en el citoplasma. De esta forma, el magnesio mantiene la conformacion de los
acidos nucleicos, estabiliza los ribosomas, juega un papel importante en la eliminacion de
dafos del ADN y en la sintesis de proteinas, brinda integridad estructural a las membranas
celulares, y como activador de mas de 300 enzimas diferentes, participa en muchos procesos
del metabolismo. A continuacion, se describen algunas de las acciones fisioldgicas
fundamentales del magnesio como cation regulador [18].

Mantenimiento de la integridad celular

El magnesio es de vital importancia en la estabilizacion de los acidos nucleicos, las proteinas,
los polisacaridos y los lipidos. Ademas, este participa en la estabilizacion de la envoltura
celular y en la conservacion de las barreras de permeabilidad (Walker, 1994). Tanto en los
acidos nucleicos como en la membrana celular constituida por una bicapa lipidica, el
magnesio neutraliza los grupos fosfato cargados negativamente brindando asi estabilidad.
Para que esto suceda, en las bacterias Gram positivas, se debe producir una fuerte union de
Mg?*con los &cidos teicoicos contenido en la pared celular.

Influencia del magnesio sobre el ADN

Como sabemos los acidos nucleicos son polianiones, por tanto, requieren contraiones que
neutralicen los grupos fosfato cargados negativamente (este mecanismo resulta similar a la
neutralizacion ejercida sobre los grupos fosfato en los fosfolipidos de la membrana celular,
la cual le brinda estabilidad e integridad). La estructura secundaria y terciaria del ADN logra
estabilizarse mediante las interacciones Mg-ADN, en donde los iones metalicos interactlan
con las bases de purina en el sitio N7, y las bases de pirimidina en el sitio N3. De igual forma
el magnesio estabiliza mediante las interacciones con los d&tomos de oxigeno cargados
negativamente de los grupos fosfato de las cadenas de nucledtidos. Por otro lado, el Mg?* es
esencial en para la integridad fisica del ADN de doble cadena en los ribosomas, en donde
este esta asociado con el ARNr o las proteinas esenciales para el mantenimiento de la
estabilidad fisica, asi como para la agregacion de estas estructuras en polisomas, capaces de
iniciar la sintesis de proteinas. EI Mg?* también actlia como cofactor para las enzimas del
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ARN (ribozimas) capaces de reconocer y dividir de manera especifica al ARNm objetivo,
como cofactor en los procesos de eliminacion de dafios del ADN [19].

Influencia del magnesio en el metabolismo

Como activador de mas de 300 enzimas diferentes, el magnesio participa en diversos
procesos metabolicos como la glucdlisis, el ciclo de Krebs, la B-oxidacion, el transporte
activo de iones y el acoplamiento electroquimico a través de las membranas celulares. Todo
esto, a su vez, hace que el Mg?* juegue un papel esencial en la sintesis de ATP [19]. El
dominio principal de accién del magnesio es la activacion de enzimas responsables de la
formacion, almacenamiento y uso de compuestos de alta energia. Todas las reacciones que
involucran ATP requieren la presencia de iones de magnesio, en donde, los complejos de
Mg-ATP son esenciales para la actividad catalitica de, por ejemplo, fosfotransferasas
(quinasas), nucleotidilotransferasas y ATPasas. Por otro lado, se ha demostrado que el Mg?*
es un compuesto integral del citocromo ¢ oxidada o complejo IV, la Gltima enzima de la
cadena respiratoria que cataliza la reduccion de oxigeno [19].

1.4. Streptomyces, importantes productores industriales

Streptomyces, son una clase de actinobacterias (Gram positivas y aerobias), se encuentran
predominantemente en el suelo y la vegetacion en descomposicién, tienen un ciclo de vida
complejo, creciendo como sustratos y micelios aéreos que finalmente forman exosporas [20].
Algunas de sus principales caracteristicas son: tienen alto contenido de guanina y citocina en
su ADN, no forman cuerpos de inclusion, tienen un nivel relativamente bajo de actividad de
proteasas extracelulares (las cuales puede afectar la integridad y rendimientos de las proteinas
producidas), y tienen una alta capacidad de secrecion de metabolitos de interés. Estas
propiedades son muy Utiles para dirigir la proteina expresada como parte de su metabolismo
en una configuracion soluble y funcional al sobrenadante del cultivo, una ventaja importante
en términos de procesamiento posterior [21]. El género Streptomyces, ademas, exhibe una
diversidad metabdlica de gran importancia en la industria farmacéutica y bioldgica, ya que
son productoras de una amplia gama de metabolitos y proteinas de alto valor agregado,
derivados del metabolismo de dichas bacterias, y también, se han aplicado con éxito como
una buena plataforma de expresion alternativa para la creacion y produccion de proteinas
heterdlogas. En especial, aproximadamente dos tercios de todos los antibidticos conocidos
son producidos por actinobacterias, principalmente por Streptomyces, y varias especies se
han caracterizado como importantes productores de medicamentos contra el cancer,
antioxidantes, antihelminticos, inmunosupresores, herbicidas, insecticidas entre otros, por lo
cual, el género Streptomyces es de crucial importancia para la humanidad [21].
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1.4.1. Ciclo de vida de Streptomyces

El complejo ciclo de vida de Streptomyces, en conjunto con la produccién de sus compuestos
de interés, hacen que Streptomyces sea muy diferente de otros microorganismos Gram
positivos.

El crecimiento en cultivos s6lidos comienza desde la germinacién de las esporas con el
desarrollo de hifas compartimentadas (MI; Figura 3) en el medio de cultivo. A la formacion
de estas hifas le sigue la muerte celular programada (PCD, por sus siglas en inglés), que
promueve la evolucion de hifas multinucleadas (MII; Figura 3) en hifa productoras de
antibioticos y micelio aéreo. Una segunda etapa de PCD ocurre al final del ciclo de vida y el
micelio restante se compartimenta para formar esporas unigenémicas.

En cultivo liquido no se presentan las mismas etapas de crecimiento que en medio solido. En
este, la formacion de MI es la primera etapa, en lugar de la germinacién de esporas. A la
formacion de MI le sigue la PCD, y la formacion de micelio productor de metabolitos
secundarios. Cabe sefialar que en muchas cepas de Streptomyces, la formacion de esporas y
micelio aéreo se bloquea. Mediante un estudio protedmico de Streptomyces coelicolor,
demuestra que las proteinas expresadas durante la MII estan implicadas en la produccién de
metabolitos secundarios [22]. En la figura 3 se muestra la representacion del complejo ciclo
de vida de Streptomyces, y las diferencias presentadas en cultivos liquidos y sélidos.

t 0 = . Micelio aéreo
\ Crecimiento
Esporas
Germinacién k/ Micelio de sustrato \x
tardio/MiII
Micelio temprano/MlI Produccién de metabolitos

secundarios

/ \ porulamon
Crecimiento

o % \\\\ x
Obstruido

Ml disperso

Pellets
Esporas Aglomeraciones

Figura 3. Representacidn esquematica del complejo ciclo de vida de Streptomyces en medio
liquido y solido [22].
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1.5. Streptomyces lividans

Streptomyces lividans se han probado con éxito para la produccién de proteinas, incluidas
terapias humanas y enzimas de importancia industrial [23]. Se estima que los rendimientos
de produccion mas altos superan los 500 mg L™, incluidas las proteinas con expresion baja o
nula en otros sistemas bacterianos tradicionales [24]. A pesar de que existe una gran
proyeccién, todavia se tienen varias limitaciones en la utilizacion de este microorganismo a
escala industrial. Por ejemplo, Streptomyces se cultiva generalmente en fermentacion
discontinua en reactores de tanque agitado con un impulsor de turbina de paletas, donde su
micelio vegetativo forma una red de hifas, formando un estilo de vida micelial que da como
resultado cultivos heteromorfos y viscosos, que son desfavorables para la fermentacion
industrial, debido al estrés mecanico, problemas de transferencia de calor y estrés oxidativo,
lo cual influye fuertemente en la eficiencia general de la produccion, e integridad del
producto final deseado [25]. Por otro lado, debemos considerar que las condiciones de
funcionamiento del biorreactor, como la agitacion, la aireacion, entre otras, influyen en gran
medida en el crecimiento, la morfologia, la transferencia de oxigeno y nutrientes, y, por tanto,
en la produccidn y secrecion de los metabolitos de interés [26].

De esta forma, la optimizacion de los procesos de fermentacion de Streptomyces (entre ellos,
Streptomyces lividans) a nivel industrial requiere conocimientos en mas aspectos
relacionados con la ingenieria de reactores, que, a su vez, van de la mano con los problemas
relacionados con el crecimiento y la morfologia. Aunque actualmente se les ha dado un
sobresaliente eénfasis a las herramientas de ingenieria genética para construir rapidamente
grandes bibliotecas de cepas, el desarrollo y optimizacion de bioprocesos todavia constituye
un cuello de botella en la industrializacién de los productos derivados por Streptomyces [25].

1.6. Streptomyces lividans TK24

Streptomyces lividans TK24 es una cepa derivada sin plasmido de S. lividans 66. Se
desarroll6 antes de la secuenciacion del genoma en el marco del mapeo de ligamiento
cromosomico de S. lividans 66, y es la cepa de Streptomyces mejor caracterizada
genéticamente. Ha sido ampliamente utilizada como cepa hospedadora para la produccion de
proteinas heterologas, con la ventaja de que posee baja actividad de proteasas extracelulares,
las cuales afectan el rendimiento y la integridad de las proteinas producidas. Por lo general
se usa como una fabrica experimental de células microbianas, para la produccion de proteinas
heterdlogas secretadas, incluidas las citocinas humanas, enzimas industriales y varios tipos
de antibioticos. Debido a todos estos usos, de S. lividans TK24 es una cepa de importancia
biotecnoldgica central. EI conocimiento completo de la secuencia del genoma permite la
intervencion genética para la optimizacion de la expresion heterdloga de proteinas y farmacos
[27].
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1.6.1. El metabolismo de Streptomyces lividans TK24

El metabolismo se entiende como el conjunto de las reacciones bioquimicas efectuadas en
las células y catalizadas enzimaticamente necesarias para sustentar la vida. En las células
bacterianas, el metabolismo es llevado a cabo en el citoplasma y en la membrana plasmatica,
este incluye dos procesos fundamentales los cuales se encuentran coordinados entre si (figura
4):

(1) Catabolismo: podemos definir al catabolismo como el conjunto de reacciones que
degradan moléculas complejas para transformarlas en productos finales simples, con la
finalidad de obtener energia atil para la célula.

(11) Anabolismo: el anabolismo se puede definir como el conjunto de reacciones cuyo fin es
la sintetizar de material celular, en donde se forman biomoléculas grandes a partir de otras
mas pequefias. La sintesis de biomoléculas mas complejas a partir de otras mas sencillas
requiere de energia y de poder reductor.

La ruta anabdlica por la cual una sustancia se sintetiza no es la inversa de la ruta catabdlica
por la cual la misma sustancia se degrada. Ambas rutas deben diferir en ciertos aspectos, pero
ambas estan energéticamente favorecidas.

En plantas, hongos y bacterias, como es el caso de S. lividans, se suele diferenciar dos tipos
de metabolismo, primario y secundario. El metabolismo primario se define como el conjunto
de reacciones catabdlicas y anabdlicas cuyo proposito es el de mantener los procesos vitales
y el incremento de la biomasa total. En el metabolismo secundario se forman productos que
no son esenciales para el crecimiento del microorganismo. La sintesis de los metabolitos
secundarios se produce al final de la fase de crecimiento exponencial o en la fase estacionaria
y es provocada por algunas limitaciones nutricionales u otros factores de estrés. Ademas,
dicha fase se encuentra estrechamente relacionada con la diferenciacion morfologica en
Streptomyces [28].

Por su parte, los metabolitos secundarios son producto de una compleja red biosintética, en
donde se cree que los miembros de esta red estan involucrados en la deteccién de la
disponibilidad de carbono nitrégeno y/o fosfato, y en donde sus precursores son los mismos
productos del metabolismo primario (aminoacidos y acetil-CoA). Aunque se han realizado
un arduo esfuerzo en conocer la regulacion de la biosintesis de metabolitos secundarios en
Streptomyces, las caracteristicas metabolicas que acompanan estas bioproducciones asi como
la naturaleza y el momento de cambio entre el metabolismo primario y secundario ain no se
ha dilucidado por completo [29]. Debido a la complejidad que caracteriza la naturaleza entre
el metabolismo primario y secundario, en el presente trabajo nos referiremos a los estadios
del metabolicos en S. lividans TK24 como: (I) metabolismo asociado al crecimiento, (I1)
metabolismo asociado al mantenimiento o a la fase estacionaria.
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Figura 4. Resumen del metabolismo celular. EI metabolismo utiliza la moneda energética del ATP para acoplar las
reacciones exergonicas del catabolismo a las reacciones endergénicas del anabolismo.
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Estudios que realizaron un analisis protedmico comparativo entre Streptomyces lividans
TK24 y Streptomyces coelicolor M145, dos cepas estrechamente relacionadas, confirmaron
que S. lividans TK24 posee un metabolismo principalmente glucolitico (el cual se caracteriza
por generar ATP a nivel sustrato, y no mediante la fosforilacion oxidativa) mientras que el
metabolismo de Streptomyces coelicolor M145 es principalmente oxidativo (generacion de
ATP principalmente mediante la fosforilacion oxidativa). Dicho estudio también revel6 que
S. coelicolor catabolizé la glucosa de forma menos activa que S. lividans, mientras que los
aminodcidos fueron catabolizados de forma menos activa por S. lividans que por S.
coelicolor. La abundancia de proteinas glucoliticas en S. lividans fue acorde con su alta
actividad glucolitica, por otro lado, la abundancia en proteinas involucradas en el
metabolismo de los aminoacidos sentd las bases en el entendimiento del metabolismo
oxidativo en S. coelicolor. Dichas cepas poseen vias biosintéticas idénticas que dirigen la
sintesis de tres antibidticos bien caracterizados: antibidtico dependiente de calcio peptidico
(CDA), antibidtico policétido rojo undecilprodigiosina (RED), y el antibiético policétido azul
actinorrodina (ACT), pero solo Streptomyces coelicolor los expresa a un alto nivel [30]. De
igual forma, estudios previos establecieron que el productor de antibioticos S. coelicolor se
caracteriza por un metabolismo oxidativo que genera abundante ATP y un contenido
reducido de triacilglicerol (TAG) comparado con el no productor, S. lividans, cuyo
metabolismo es glucolitico y presenta un alto contenido de TAG [29]. Estas caracteristicas
sugieren la existencia de una estrecha correlacion ente la capacidad de acumular TAG en
conjunto con un metabolismo glucolitico y la de sintetizar antibioticos en un contexto de
metabolismo oxidativo.

El analisis global del proteoma en ambas cepas detecto tres grupos principales de proteinas.
El grupo 1 contenia proteinas méas abundantes en S. coelicolor que en S. lividans. Este grupo
incluye la mayor de las proteinas involucradas en la biosintesis de los metabolitos
secundarios mencionados. El grupo 2 incluia proteinas con un patrén de expresion similar en
amas cepas. Por ultimo, el grupo 3 estaba constituido por proteinas mas abundantes en S.
lividans que en S. coelicolor.

El correcto funcionamiento metabdlico de una célula requiere de la regulacion coordinada de
los metabolismos del carbono, fosforo, nitrogeno y energético, de esta forma, al analizar las
diferencias en la abundancia de proteinas pertenecientes al metabolismo central del carbono
en ambas cepas, encontraron que las enzimas de la glucdlisis, la ruta de las pentosas fosfato,
el complejo piruvato deshidrogenasa y el metabolismo del desbordamiento fueron mas
abundantes en S. lividas que en S. coelicolor. Esta abundancia en proteinas es consistente con
una mayor captacion de glucosa, mayor actividad glucolitica y una mejor capacidad para
acumular TAG, ya que es un proceso que requiere abundante NADPH sintetizado por la via
de la pentosa fosfato.

Al analizar las capacidades biosintéticas de ambas cepas en funcion de dos fuentes de
carbono utilizadas para el crecimiento, glucosa y glicerol, mediante un andlisis comparativo
sin etiquetas de los proteomas, se encontré que el glicerol es mas lipogénico para ambas
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cepas, ya que el contenido de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) en S. coelicolor fue
3.6 veces mayor en glicerol que con glucosa, mientras que para S. lividans solo fue 1.6 veces
mayor en glicerol que en glucosa. Curiosamente, la ausencia de TAG en glucosa o la
reduccién en glicerol en S. coelicolor se correlacion6 con la biosintesis de ACT y RED. Por
su parte, el consumo de prolina, el aminoacido méas abundante del medio y que
probablemente constituye la principal fuente de NH4*, aunque siguié siendo mayor por parte
de S. coelicolor, en glicerol la diferencia fue menos marcada para S. lividans.

Por otro lado, en la glucosa, las enzimas que catabolizan los primeros cuatro pasos de la
glucdlisis y que dan como resultado las triosas fosforiladas GAP y DHAP eran mas
abundantes en S. lividans que en S. coelicolor. En la glucosa, estas triosas pasan a ser glicerol-
3-fosfato mediante la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, mientras que, en glicerol, el glicerol-
3-fosfato resulta de la fosforilacion del glicerol por una quinasa de glicerol dependiente de
ATP. Es importante mencionar que el glicerol-3-fosfato es un precursor necesario para la
biosintesis de fosfolipidos y/o TAG. La fructosa bis-fosfato aldolasa, la triosa fosfato
isomerasa (TPI), la piruvato fosfato diquinasa y la fructosa 1,6-bisfosfatasa fueron mas
abundantes en glicerol que en glucosa para ambas cepas, lo cual parece ldgico ya que estas
son enzimas que contribuyen a la gluconeogénesis a partir del glicerol.

Por su parte, la mayoria de las enzimas del ciclo del &cido citrico (CAC), y en particular las
de la parte superior del CAC, la citrato sintasa y la aconitasa, asi como la enzima malica
dependiente de NADP™, fueron de mayor abundancia en S. lividans que en S. coelicolor, tanto
en glucosa como en glicerol. Esto tiene sentido con el mayor crecimiento presentado por S.
lividans, y, por tanto, con su mayor actividad anabdlica. De igual forma, una mayor
abundancia de enzimas maélicas podria estar relacionada con una mayor acumulacion de
lipidos, como el alto contenido en TAG. Por el contrario, las enzimas de la parte inferior del
CAC que generan cofactores reducidos fueron de 2 a 7 veces mas abundantes en S. coelicolor,
en mayor medida sobre glicerol.

De manera inesperada las proteinas de la cadena respiratoria y del complejo ATP sintasa
fueron méas abundantes en S. lividans que en S. coelicolor. Esta menor abundancia de
proteinas de la cadena respiratorio en S. coelicolor podria entenderse como contradictorio a
la sobrerregulacion de enzimas que generan cofactores reducidos y con la alta concentracion
de ATP intracelular de esta cepa, sin embargo, puede darse que en S. coelicolor, niveles
elevados de ATP ejercen un control regulador de retroalimentacién negativa sobre la
expresion de enzimas de la cadena respiratoria.
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1.6.2. Streptomyces lividans TK24 como productora de moléculas bioactivas

En el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolitos Secundarios de la Universidad
Auténoma Metropolitana de la Unidad lIztapalapa, Calderon-de la Sancha (2017) demostro
que S. lividans TK24, Gnicamente en un medio de cultivo conformado por glicerol como
fuente de carbono y energia, y bacto triptona como fuente de nitrégeno (denominado medio
UP), presenta actividad antimicrobiana contra B. Subtilis. Este resultado fue totalmente
inesperado debido a que S. lividans TK24 no presentaba, hasta ese momento, produccion de
proteinas bioactivas, por lo cual, se habia utilizado como microorganismo hospedador en
diversos reportes de produccion heteréloga de proteinas recombinantes. Esta molécula
encontrada, se trata de una molécula bioactiva de gran tamafio, mayor a 3 KDa, que posee
actividad antagonista contra B. subtilis, la cual, hasta la fecha, se encuentra en vias de
aislamiento y caracterizacion, asi como en la bldsqueda de evaluar su actividad antagonista
contra diferentes microorganismos [31].

Aunqgue la obtencién de moléculas bioactivas derivadas de Streptomyces es un tema que
ocupa a varios grupos de investigacion en la actualidad, aunado con los hallazgos obtenidos
en la implementacion de campos eléctricos en cultivos bacterianos, hasta el momento no se
tienen reportes acerca de la implementacién de campos eléctricos sobre el género
Streptomyces, como una via para mejorar la obtencidn de sus moléculas bioactivas de interés.
Por lo cual, no se cuenta con conocimientos acerca de los efectos que dicho factor de estrés
pueda producir sobre la fisiologia del microorganismo, y, por consiguiente, no se tiene
conocimiento acerca de la respuesta que un campo eléctrico pueda tener sobre la produccion
y secrecién de sus metabolitos.

A partir de los hallazgos encontrados sobre Streptomyces lividans TK24 como productora de
una molécula bioactiva con actividad antimicrobiana en condiciones especiales de medio de
cultivo UP, y con el conocimiento reportado acerca de los efectos que tiene la aplicacion de
un campo eléctrico de baja intensidad sobre cultivos microbianos, en donde se ha demostrado
que su aplicacion infiere sobre la fisiologia de los microorganismos, lo cual ha llegado a
promover la produccion y/o secrecidn de sus productos metabdlicos, es factible proponer que
la aplicacion de un campo eléctrico de baja intensidad sobre cultivos de Streptomyces lividans
TK24 podria influir sobre la produccion y/o secrecion de sus moléculas bioactivas con
carécter antimicrobiano.
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2. JUSTIFICACION

La produccién de moléculas bioactivas de interés industrial, a bajo costo y en gran escala, es
uno de los principales objetivos de diversos sectores industriales y académicos [23]. Los
organismos filamentosos del género Streptomyces desempefian un papel importante en los
procesos de produccion industrial de moléculas bioactivas de interés, entre ellas, se
encuentran algunas con capacidad antimicrobiana. Sin embargo, aunque existen numerosos
grupos de investigacion trabajando en la caracterizacion genética de rutas de sintesis de
nuevas moléculas bioactivas, en particular, aquellas con actividad antimicrobiana, derivadas
de Streptomyces, existen muy pocos grupos que trabajen en la intensificacién y optimizacién
de bioprocesos sustentables a gran escala.

Actualmente, se ha demostrado que la aplicacion de campos eléctricos de baja intensidad en
cultivos bacterianos ha provocado cambios fisioldgicos, tales como la forma, el metabolismo,
el movimiento y la permeabilidad de la membrana celular, los cuales podria favorecer la
secrecion de sus productos metabdlicos [12]. No obstante, no se cuenta con estudios
focalizados ni estandarizados en la implementacion de campos eléctricos de baja intensidad
como una via para el incremento de la produccion de moléculas bioactivas de interés.

Por otro lado, una modificacion en la composicion quimica del medio de cultivo es un método
simple y efectivo en la basqueda del aumento en la actividad y produccién de compuestos de
interés de las células bacterianas. De esta forma, la adicion de Mg?* resulta atractivo debido
al importante papel que juega en varios procesos celulares relacionados con el crecimiento y
el metabolismo [17], al modificar su potencial quimico y electroquimico dentro y fuera de
la célula.

Por tal motivo, es este trabajo se propone explorar las modificaciones, a nivel fisioldgico,
que se provocan en Streptomyces lividans TK24, durante su crecimiento y produccion de
moléculas antimicrobianas, por la presencia de iones Mg?" y un campo eléctrico de baja
intensidad, buscando obtener respuestas que guien en la comprension de los fendmenos
implicados a nivel celular, que permitan establecer las bases para el disefio, a futuro, de
nuevos biorreactores, con configuraciones novedosas y de mayor eficiencia.

Por ultimo, cabe destacar que, hasta el momento no se cuenta con estudios previos sobre las
respuestas fisioldgicas asociadas a la aplicacion de un campo eléctrico de baja intensidad
sobre Streptomyces lividans TK24, asi como del impacto que tendria la presencia del Mg?
en la composicién del medio de cultivo, por lo que este estudio, resulta de gran relevancia
en la descripcion de los fenémenos involucrados, a nivel celular, y que den paso a
investigaciones futuras, orientadas a la ingenieria de biorreactores electroquimicos, que
permitan la intensificacion de procesos de produccion de moléculas de interés industrial.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La aplicacion de un campo eléctrico de baja intensidad y la presencia del Mg?* en
Streptomyces lividans TK24 provocara cambios fisioldgicos sobre el microorganismo, los
cuales, favoreceran la produccion y actividad de moléculas antimicrobianas, sin
comprometer la viabilidad de la bacteria.

Objetivos

General
Evaluar las respuestas fisioldgicas asociadas a la produccion de compuestos antimicrobianos
de Streptomyces lividans TK24 al aplicar un campo eléctrico de baja intensidad y al
incorporar Mg?* en el medio de cultivo, durante la produccion de moléculas antimicrobianas.

Particular

e Disefiar un medio de cultivo, liquido, que permita el paso de carga eléctrica y el
crecimiento de Streptomyces lividans TK24, produciendo moléculas con actividad
antimicrobiana.

e Evaluar las respuestas en crecimiento, actividad antimicrobiana, produccion de
proteinas extracelulares, estructura y superficie celular por parte de Streptomyces
lividans TK24 en el medio de cultivo disefiado.

e Definir las condiciones de aplicacion de campo eléctrico: voltaje, material de los
electrodos a utilizar, tiempo de cultivo y periodo de exposicion al campo eléctrico.

e Evaluar los efectos del campo eléctrico sobre el crecimiento, la actividad
antimicrobiana, la produccion de proteinas extracelulares, estructura y superficie
celular de Streptomyces lividans TK24.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Microorganismos empleados

Streptomyces lividans TK24

En este trabajo se utiliza la cepa parental Streptomyces lividans TK24 como cepa utilizada
en las electroestimulaciones. El stock de dicha cepa consiste en una suspension de esporas
en glicerol al 40% v/v a -20 °C. La suspension de esporas se obtuvo a partir de una siembra
en placas con medio SFM incubada por 12 dias a 30 °C.

Bacillus subtilis

Es el microorganismo testigo utilizado para medir la actividad antimicrobiana de la molécula
de interés. El stock de esta cepa se conservd en suspension de micelio en glicerol al 40 % v/v
a -20 °C. La suspension de micelio fue obtenida a partir de un cultivo en medio LB durante
16 ha30°Cy 180 rpm.

4.2. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo descritos a continuacion fueron esterilizados a 121°C y 15 Ib/in?
durante 20 minutos. La composicion de cada uno de ellos se expresa en gramos por litro de
agua destilada.

Medio Phage
Medio utilizado para el crecimiento de Streptomyces lividans TK24:

0.5 g de MgS0O4-7H20, 0.74 g de CaCl2-2H20, 10 g de glucosa, 5 g de triptona, 5 g de extracto
de levadura, 5 g de Lab Lemco powder. Se ajusté el pH a 7.2+0.1.

Medio SFM

Medio utilizado para la esporulacion y formacion de micelio en S. lividans TK24:
20 g de manitol, 20 g de harina de soya, 20 g de agar bacterioldgico.

Medio UP

Medio de produccién de la molécula con actividad antimicrobiana de interés utilizado como
control positivo sobre la produccién de dicha molécula en las electrofermentaciones:

5 g de Bacto triptona (BD), 10 g de Glicerol. Se ajust6 el pH a 7.2+ 0.1.
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Medio UPmgsos

Al igual que el medio UP, UPmgsos es el medio produccion de la molécula con actividad
antimicrobiana, donde el sulfato de magnesio permite la transferencia de carga eléctrica al
medio:

5 g de Bacto triptona (BD), 10 g de Glicerol, 0.5 g de MgSQO4-7H20. Se ajusto el pH a 7.0+
0.1

Medio Luria-Bertani (LB)

Medio utilizado para cultivar a B. subtilis:

5 g de NaCl, 10 g de Bacto triptona, 5 g de Extracto de levadura. Se ajusté el pH a 7.0+ 0.1.
Medio LB suave

Medio empleado para realizar los bioensayos de actividad antimicrobiana de la molécula de
interés:

5 g de NaCl, 10 g de Bacto triptona, 5 g de extracto de levadura a un pH ajustado de 7.0+
0.1, adicionando 10 g de agar bacteriolégico.
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4.3. Metodologia experimental

4.3.1. Estrategia experimental
En el siguiente diagrama se resume la estrategia experimental que se siguié para poder dar
cumplimiento a los objetivos establecidos.

Evaluacién de las respuestas de S. Evaluacion de las respuestas de S.
lividans TK24 al medio de cultivo: lividans TK24 al campo eléctrico:
e Crecimiento e Crecimiento
e Produccién de proteinas e Produccidn de proteinas
extracelulares extracelulares
e Actividad antimicrobiana e Actividad antimicrobiana
Pretratamiento de S. e Estructura y superficie e Estructura y superficie
lividans TK24 T
I— — o —
: Etapa 1 Etapa 2

Disefio del medio de
> cultivo liquido para
implementar las
I electroestimulaciones

Estimulacion eléctrica:
- " Electroestimulaciones

- ——---

! .
: A4

v I
v e Materiales de los
e Propagacién de S. _ o electrodos a utilizar
lividans TK24 e Permita el crec.m.nento o Voltaje
e Reactivaciony ¢ Pre.ser.1te Ia.act|V|dad e Tiempo y periodo de
adaptacion del antimicrobiana del aplicacién del campo
microorganismo microorganismo eléctrico
e Permita el transporte
de carga eléctrica

Figura 5. Diagrama de la estrategia experimental abordada en este trabajo.
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A continuacion, se describe la estrategia experimental mostrada en la figura 5.

4.3.2. Siembra para esporular y coleccion de esporas en glicerol

Con el fin de tener disponibles los stocks de S. lividans TK24 en suspensién de esporas en
glicerol, se partié de un liofilizado de S. lividans TK24. Se prepararon cajas Petri con 30 ml
de medio SFM que fueron inoculadas con 60 ul de S. lividans TK24 silvestre por el método
de estrias para obtener colonias aisladas. Las placas se dejaron en incubacion por 12 dias a
30 °C y posteriormente fueron colocadas en Tween 80 (0.01% v/v), y glicerol (80%v/v),
relacion 1:1. Los stocks de las colonias se conservaron en refrigeracion a -20 °C.

4.3.3. Reactivacion y adaptacién de S. lividans TK24

Como primera etapa experimental del proyecto, se llevd a cabo la reactivacion y adaptacion
de S. lividans TK24, partiendo de un stock. Con la finalidad de proporcionar al
microorganismo los recursos nutrimentales y las condiciones ambientales necesarios para
promover su crecimiento y adaptacion, se inocularon 60 ul de S. lividans TK24 en 50 ml de
medio Phage liquido contenidos en matraces bafleados de 250 ml bajo las siguientes
condiciones: 30 °C, 180 rpm, 48 h.

4.3.4. Fermentaciones en medio UP

El medio de produccién UP ha sido recientemente implementado y reconocido como aquel
en el cual S. lividans TK24 puede producir la molécula con actividad antimicrobiana de
interés para este trabajo [31], por tal motivo, el medio UP fue empleado como control positivo
en las electroestimulaciones. Se empled 1+0.1 g de biomasa proveniente de un cultivo previo
en medio Phage, se obtuvo por centrifugacion (8500 Hertz, 10 minutos, 10°C) y se inoculo
en 100 ml de medio UP en matraces bafleados de 250 ml bajo las siguientes condiciones: 30
°C, 180 rpm, durante 96 h.

4.3.5. Seleccion del medio de cultivo a utilizar en las electroestimulaciones

Debido a que el medio UP no es un buen transportador de carga eléctrica, no puede ser el
medio de cultivo en el cual se efectlen las electroestimulaciones, por tal motivo, se realizaron
pruebas de medios de cultivo alternos, en donde cada uno contaba con diferentes tipos de
sales (capaces de transportar la carga eléctrica) y todos tenian en comudn los componentes del
medio UP previamente descrito. Por su parte, las sales seleccionadas son componentes del
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medio Phage utilizado en la etapa de reactivacion y adaptacion del microorganismo, por lo
tanto, son sales que no afectan al crecimiento de S. lividans TK24. Los medios de cultivo
modificados que se evaluaron fueron los siguientes:

e Medio UPwmgsos: Contiene medio UP y 0.5 g de MgSOa4-7H:0.
e Medio UPcacl,: Contiene medio UP y 0.74 g de CaCl2-2H20.
e Medio UP mgsosy caclp: Contiene medio UP, 0.5 g de MgSOasy 0.74 g de CaCl2-2H20.

Se emple6 1+0.1 g de biomasa proveniente de un cultivo previo en medio Phage, y se inocul6
en 100 ml de cada uno de los medios modificados, contenidos en matraces bafleados de 250
ml respetivamente. EI medio UP se tom6 como control positivo. Las condiciones de los
cultivos fueron las siguientes: 30 °C, 180 rpm, durante 96 h. Todos los medios de cultivo
evaluados transportaron la corriente eléctrica y permitieron el crecimiento del
microorganismo, sin embargo, el inico medio en el cual se presentd actividad antimicrobiana
contra el microorganismo indicador fue el medio UPwmgsos, por tal motivo, este fue el medio
seleccionado para llevar a cabo las electroestimulaciones.

4.3.6. Seleccion de las condiciones operacionales para las electroestimulaciones

4.3.6.1 Seleccidn de los tiempos de cultivo para la aplicacién de las electroestimulaciones

Para elegir los tiempos del cultivo a los cuales se iba a aplicar el campo eléctrico en las
electroestimulaciones, se evaluo el crecimiento de la biomasa respecto al tiempo (mediante
peso seco) Y la actividad antimicrobiana respecto al tiempo (mediante el método de difusién
en pozos, utilizando a B. subtilis como bacteria testigo) de S. lividans TK24 en medio
UPwmgsos. De esta forma, se opto por aplicar el campo eléctrico en dos etapas; (1) al inicio del
cultivo, donde el microorganismo se encuentra dentro de la etapa de crecimiento y (2) dentro
de la etapa estacionaria de crecimiento, donde se present6 la mayor actividad antimicrobiana,
alas 48 h.

4.3.6.2. Seleccion del voltaje y periodo de aplicacién de las electroestimulaciones

En la electroestimulacion bacteriana, se ha demostrado que cuando se aplica un campo
eléctrico de baja intensidad en un medio de cultivo que actia como una resistencia eléctrica
(comportamiento éhmico) se evitan reacciones secundarias, permitiendo Unicamente las
reacciones de electrolisis del agua, de esta manera, la composicion y propiedades del medio
no se modifican [6]. De igual forma, para fines de este trabajo, la seleccidn de los materiales
que conforman a los electrodos debe estar hecha de tal forma que no propicien la presencia
de reacciones ajenas a la de la electrolisis, por tal motivo se optd por trabajar con electrodos
recubiertos de 6xido de rutenio y titanio.
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Por su parte, se evalud el comportamiento del voltaje frente a la corriente eléctrica del medio
UPwmgsos, en un rango de 5 a 30 V (considerado como un campo eléctrico de baja intensidad).
Se observo que, en dicho rango, el medio de cultivo presenta un comportamiento 6hmico,
por tanto, se decidié trabajar a un valor intermedio de 15 V. Por otro lado, derivado de
experiencias empiricas por parte de Sanchez y col. (2017), se opt6 por implementar el campo
eléctrico durante 10 h consecutivas, con el fin de que el estrés eléctrico no interfiera con la
viabilidad del microorganismo.

4.3.7. Electroestimulaciones en medio de cultivo UPmgsos

Una vez que se reactivo y adapto6 a S. lividans TK24, esta se llevé a condiciones propicias
para la produccion de la molécula con actividad antimicrobiana, en las cuales también, fue
aplicado el campo eléctrico. Se empleé 1+0.1 g de biomasa proveniente del cultivo previo
en medio Phage, y se inocul6 en 100 ml de medio UP mgso. contenidos en matraces bafleados
de 250 ml, los cuales contenian dos electrodos opuestos entre si (dnodo y catodo), recubiertos
de 6xido de rutenio y titanio.

Se realizaron dos etapas de electroestimulaciones, cada una de ellas en dos cultivos diferentes
(figura 5):

. Aplicacién del Campo eléctrico en la fase de crecimiento (CE,): Se aplicd un
campo eléctrico de 15 V durante 10 h consecutivas al inicio del cultivo en medio
UPwmgsos bajo las siguientes condiciones: 30 °C, 180 rpm, durante 96 h.

1. Aplicacion del campo eléctrico en la fase estacionario o de mantenimiento
(CE4gp): Se aplico un campo eléctrico de 15 V durante 10 h consecutivas, a las
48 h de cultivo en medio UPmgso. bajo las siguientes condiciones: 30 °C, 180 rpm,
durante 96 h.

Las dos etapas mencionadas tuvieron como control positivo al medio UP y al medio UPmgsos
para los cultivos electroestimulados. En la figura 6 se representan las dos etapas de
electroestimulaciones tratadas en este trabajo.
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(A) (B)

CE, CEsgp

Figura 6. Representacion de las dos etapas de electroestimulacién tratadas en este trabajo: (A) Cultivo
electroestimulado en la fase de crecimiento, al inicio del cultivo (CE,), (B) Cultivo electroestimulado en
la fase estacionaria 0 de mantenimiento, a las 48 h (CE,gp). Ay B fueron tratados en el medio de cultivo
UPwmgsoa.

4.3.8. Cuantificacion de biomasa

Para poder cuantificar la biomasa y la actividad antimicrobiana a través del tiempo, se
Ilevaron a cabo muestreos de cada uno de los cultivos a evaluar (en medio UP, UPmgso. Yy
UPwmgsos con cada una de las etapas de electroestimulaciones mencionadas) a las 10, 20, 24,
48, 58, 69 y 96 h. Se tomd 1 ml de cultivo y se separ6 la biomasa del sobrenadante por
centrifugacion (microcentrifuga Thermo Scientific Legend Micro 17) bajo las siguientes
condiciones; 10 minutos, 13,300 rpm. La biomasa se lavd dos veces con solucion salina
(0.9% NaCl) para eliminar los compuestos residuales del medio, posteriormente se seco a 60
°C durante 24 h y el sobrenadante fue almacenados a -20 °C. El crecimiento celular fue
evaluado mediante peso seco.
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4.3.9. Actividad antimicrobiana

Para evaluar la actividad antimicrobiana se empleé el método de difusion en pozos. Se
prepararon cajas Petri cuadradas con 250 ml de medio LB suave embebido con 25 ul de una
solucion 1:10 de B. subtilis (DO1). Una vez gelificado el medio, este fue perforado mediante
un sacabocado estéril de 9 cm de didmetro. En cada pozo se agregaron 200 ul del
sobrenadante obtenido en cada uno de los cultivos a los diferentes tiempos de muestreo. Las
cajas fueron llevadas a 4 °C durante 30 minutos, y posteriormente se incubaron a 30 °C
durante 16h.

4.3.10. Fraccionamiento del sobrenadante por tamafio molecular

Para establecer si la actividad inhibitoria presente en las diferentes condiciones de cultivo
estaba dada por alguna molécula bioactiva de gran tamafio como puede ser una proteina o
péptido de alto peso molecular [31], o bien, por algin metabolito, se realiz6 un
fraccionamiento molecular mediante ultrafiltracion en tubos Amicon® de 3 KDa, en una
centrifuga BECKAM COULTER J6-M1, rotor J1-14. 15 ml del sobrenadante libre de
biomasa obtenido a las 70 h de cada medio de cultivo fue llevado a los tubos Amicon® de
3KDa y centrifugado a 4000 xg a 10 °C por 40 minutos. Las fracciones obtenidas fueron
colectadas y utilizadas para realizar bioensayos, donde se utilizaron 25 ml de medio LB
inoculado con 25 ul de cultivo de B. subtilis (DO1) como microorganismo indicador por el
método de difusion en pozos (apartado 5.3.10), se agreg0 a cada pozo 200 ul de cada fraccion
recolectada.

4.3.11. Cuantificacion de proteinas en medio extracelular

La cuantificacién de proteinas en medio extracelular es un importante referente de los
cambios fisioldgicos que pudiese presentar S. lividans TK24. Esta se llevo a cabo mediante
el método de Bradford (1976), para cada uno de los cultivos a los diferentes tiempos de
muestreo. Se realiz6 una curva patron de albimina bovina (Bio-Rad, 1.33mg/ml) mediante
diluciones de 1:2, 1:5, 1:10, y de esta Ultima, se formaron diluciones en un rango de 900 a
100 ul, obteniendo un volumen de muestra de 1 ml. Una vez obtenida la curva patron, se
prosiguié a mezclar 480 ul de sobrenadante y 120 ul de reactivo de Bradford (Bio-Rad), para
formar 600 ul de solucion. Se dejo reaccionar cada una de las soluciones durante 15 minutos
en la oscuridad, y posteriormente, se midieron las absorbancias a una longitud de onda de
595 nm en un espectrometro UV-vis (UV Express PerkinElmer version 4.1.3, 2012).

34



4.3.12. Espectroscopia infrarroja

Para este estudio, se midieron los espectros de absorcion infrarroja (400-4000 cm™) de la
biomasa obtenida en cada uno de los cultivos de estudio a las 58 h de cultivo (tiempo
uniforme para todas las condiciones de cultivo, en el cual, los cultivos E, g, ya muestran los
efectos de la electroestimulacion) en un PerkinElmer Spectrum IR (versién 10.7.2, 2020). La
biomasa utilizada para las mediciones fue lavada dos veces con solucion salina (0.9% NaCl)
para eliminar los compuestos residuales del medio, posteriormente se secé a 60 °C durante
24 h.

4.3.13. Potencial zeta

La carga superficial de S. lividans TK24 a las diferentes condiciones de cultivo entre las 48-
69 h fue determinada utilizando un Malvern/Zetasizer (Malvern Instruments 2013), en donde
también se evalud el cambio en la carga superficial en funcion del pH (para la biomasa
obtenida a las 58 h). La biomasa recolectada fue lavada, resuspendida y vortexeada en una
solucion salina (0.9% NaCl). Las muestras obtenidas fueron analizadas en condiciones
naturales de pH, y posteriormente, se realizaron mediciones del potencial Z ajustando el pH
en un rango de 0.7-8 mediante soluciones de NaOH 0.5 My HCI 0.5 M con el fin de poder
encontrar el punto isoeléctrico de la célula en cada condicién.

35



5. RESULTADOS

5.1. Seleccion del medio de cultivo a utilizar en las electroestimulaciones

Como se menciono en el apartado anterior, debido a que el medio UP no es capaz de conducir
la corriente eléctrica, se realizaron pruebas de medios de cultivo alternos capaces de conducir
la corriente eléctrica, en donde todos tenian en comun los componentes del medio UP
previamente descrito. Los medios de cultivo modificados que se evaluaron fueron los
siguientes; medio UPmgsos, medio UPcaci, y medio UP mgsosy caclz. LOS tres medios sefialados
promovieron el crecimiento del microorganismo, y tuvieron un comportamiento 6hmico, en
donde el medio UPwmgsos fue el que presentd una mayor resistencia (figura 7). Por otro lado,
el medio UPwmgsos fue el Unico en el cual se presentd actividad antimicrobiana contra B.
subtilis (figura 8). De esta forma, se determind que el medio de cultivo a utilizar en las
electroestimulaciones seria el medio UPmgso..

35

30

25
=
Q9 20
2
S —e—UP CaCl2

15 UP MgS04 y CaCl2

UP MgS04
10
5
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Intensidad de corriente eléctrica (A)

Figura 7. Comportamiento del voltaje frente a la corriente eléctrica para los tres medios de cultivo
evaluados: UPmgsos, UPcaciz Y UP wmgsosy cacle. Las resistencias que presentaron los tres medios fueron las
siguientes: UPmgs04:151.97 2, UPcaci2:121.44 02, UP mgsoay caciz: 97.02 0.
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Figura 8. Bioensayos realizados para cada uno de los medios de cultivo (a las 48 h)
que estuvieron a prueba. EI medio UPmgsos fue el Gnico medio que presento
actividad antimicrobiana. EI control positivo para estos bioensayos fue el medio

UP.

5.2. Pigmentacion en los medios de cultivo y cambios morfologicos

Uno de los cambios mas evidentes que S. lividans TK24 presentd en los resultados de este
trabajo, fue la pigmentacién de su medio de cultivo propiciada ya sea por, (1) el estrés quimico
generado por la presencia del sulfato de magnesio en el medio de cultivo (iones Mg?"), o
bien, (I1) el estrés generado por el campo eléctrico aplicado en la etapa de crecimiento (CE,),
y en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento (CE,g ). Los resultados se muestran en la

figura 9.

Inicio
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58 h

Figura 9. Pigmentacion presentada para cada uno de los cultivos, de inicio hasta las 58 h, donde ya
no sé mostraron cambios de pigmentacion. S. lividans TK24 en medio UPwmgsos pigmentd su medio
de color azul desde las 20 h, en medio UP pigment6 de color morado a partir de las 48 h, los cultivos
CE, no mostraron el pigmento azul mostrado en el medio UPwgsos Sin estimulo eléctrico y los cultos
CE,g ,, cOnservaron su pigmento azul.

Como se puede observar, a partir de las 20 h, dentro de la fase de crecimiento, es evidente la
diferencia de pigmentacion de S. lividans TK24 en los medios de cultivo UP y UPwmgsos, se
puede observar un color rosa palido para el medio UP, y azul para el medio UPwmgsos. Por su
parte, los cultivo electroestimulados en la etapa de crecimiento (CE,) parecen tener un color
azul grisdceo. Alcanzadas las 48 h (antes de iniciar la segunda etapa de
electroestimulaciones), se observa que el medio UP ha alcanzado un color morado, el medio
UPwmgso4 conserva su color azul, y el medio correspondiente a los cultivos CE, conserva el
color adquirido a las 20 h. A las 58 h, después de la segunda etapa de electroestimulaciones,
se puede notar que no hay cambios evidentes en la pigmentacion de los medios de cultivo a
los cuales se les aplicd el campo eléctrico en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento
(CE,g 1), en donde, en el intervalo de 58-96 h, ya no se perciben cambios en la pigmentacion
para ninguno de los medios de cultivo. Dichos resultados podrian estar indicando que la
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presencia de iones Mg?* estimulan la produccién y/o secrecion de la actinorrodina, el cual es
un antibidtico policétido de color azul, principalmente reportado como un metabolito
secundario producido por S. coelicor, pero no por S. lividans [32]. Por su parte, se observa
que el estimulo eléctrico aplicado en la fase de crecimiento del microorganismo inhibe la
presencia del pigmento azul presente en el medio UPwmgsos, 10 cual a su vez podria estar
relacionado con la inhibicion en la produccion y/o secrecion de la actinorrodina. Sin
embargo, para poder afirmar que el medio UPmgso4 estimula la produccion y/o secrecion de
la actinorrodina, se requieren técnicas focalizadas a la identificacion de metabolitos (como
la espectrometria de masas), sin embargo, el cambio en la pigmentacion de su medio es un
importante indicador que nos habla acerca de los cambios que estan ocurriendo en la
fisiologia de S. lividans TK24 derivados tanto del estrés quimico como del eléctrico.

Para evaluar los posibles cambios morfolégicos derivados de las condiciones de cultivo
presentadas, se realizaron microscopias de la biomasa obtenida en cada una de ellas, en un
microscopio Velab (VE-B7) objetivo 100X. Los resultados se muestran en la figura 10. Como
se puede observar, las microscopias no muestran cambios morfolégicos de S. lividans TK24
en los diferentes tratamientos, ya que preserva su forma filamentosa en cualquiera de los

tratamientos.
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Figura 10. Microscopias de S. lividans TK24 a las 58 h de cultivo para cada una de las condiciones
tratadas en este trabajo: (a) S. lividans TK24 en medio UP, (b) S. lividans TK24 en medio UPwgsos Sin
estimulo eléctrico, (c) S. lividans TK24 con tratamiento eléctrico CE,, (d) S. lividans TK24 con
tratamiento eléctrico CE,g,. Las microscopias no muestran variaciones morfologicas para el
microorganismo en las distintas condiciones de cultivo tratadas.
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5.3. Cuantificacion de biomasa respecto al tiempo

Con el fin de evaluar la respuesta que tuvo el crecimiento de S. lividans TK24 al medio de
cultivo UPmgsoa, Y a la aplicacion del campo eléctrico, se llevaron a cabo muestreos de cada
uno de los cultivos a evaluar en un rango de 0-96 h. Se cuantifico el crecimiento respecto al
tiempo mediante el peso seco de la biomasa obtenida de los cultivos en medio UPmgso4,
utilizando como control positivo a los cultivos en medio UP, y de los cultivos a los cuales se
les aplicd el campo eléctrico en la fase de crecimiento (CE, ) y en la fase de mantenimiento
(CE,g 1), utilizando como control positivo a los cultivos en medio UPmgsos. A continuacion,
se muestran los resultados obtenidos (figura 11).
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Figura 11. Resultados del crecimiento respecto al tiempo de S. lividans TK24 para cada condicion.
UP y UPwmgsos representan los cultivos tratados en los respectivos medios, CE, representa los
cultivos electroestimulados en la fase de crecimiento, CE,g, representa los cultivos
electroestimulados en la fase de mantenimiento, ambas eletroestimulaciones tratadas en el medio

UPwmgsos.

De manera general, los resultados obtenidos del crecimiento respecto al tiempo en todas las
condiciones de cultivo tratadas no muestran tener una fase lag o de adaptacion, si no que, S.
lividans TK24 comienza a crecer una vez iniciado el cultivo. Por otro lado, S. lividans TK24
en medio UP mantiene el crecimiento hasta las 48 h, donde después comienza su etapa
estacionaria, la cual se mantiene hasta las 69 h aproximadamente, seguida de una ligera etapa
de decaimiento. Por su parte, los cultivos en medio UPwmgsos con y sin la aplicacion del campo
eléctrico, también presentan una etapa de crecimiento hasta las 48 h aproximadamente, sin
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embargo, esta es mas discreta respecto de los cultivos en medio UP. De igual forma, despues
de las 48 h el microorganismo entra a la fase estacionaria, y a las 69 h aproximadamente
también se percibe una ligera etapa de decaimiento.

La figura 11 nos muestra el efecto del sulfato de magnesio sobre el crecimiento del
microorganismo, en donde es evidente que la sal de magnesio limito el crecimiento al
compararse con el control positivo, el medio UP. De igual forma, podemos observar el efecto
que tuvo la aplicacion del campo eléctrico en las dos etapas de electroestimulaciones
mencionadas (CE, y CE,g;) al compararlas con el control positivo, el medio UPmgsos. En
este caso, el campo eléctrico no muestra tener efectos adversos sobre el crecimiento de S.
lividans TK24, tampoco muestra inferir sobre los tiempos de las etapas metabdlicas
(metabolismo asociado al crecimiento y metabolismo asociado al mantenimiento) del
microorganismo, con lo cual se puede decir que el campo eléctrico bajo las condiciones
operacionales establecidas no afecta a la viabilidad del microorganismo.

5.4. Actividad antimicrobiana respecto al tiempo

La actividad antimicrobiana fue evaluada mediante la medicién del halo de inhibicion
presente en los bioensayos realizados por el método de difusion en pozos del sobrenadante
libre de biomasa, obtenido en las distintas condiciones de cultivo a través de las 96 h (figura
12).
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Figura 12. Resultados de la actividad antimicrobiana (AA) respecto al tiempo presentada por S.
lividans TK24. Se puede observar la respuesta de la (AA) al estrés quimico, UP y UPwgsos representan
los cultivos tratados en los respectivos medios, y la respuesta de la (AA) al estrés eléctrico: CE,
representa los cultivos electroestimulados en la fase de crecimiento, CE,gy, representa los cultivos
electroestimulados en la fase de mantenimiento, ambas eletroestimulaciones tratadas en el medio
UPwmgsos.
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En la figura 12 se puede observar el efecto del sulfato de magnesio sobre la actividad
antimicrobiana de S. lividans TK24. Dicha actividad se ve favorecida en respuesta al estrés
quimico propiciado por los iones Mg?*, ya que, esta se presenta desde las 20 h del cultivo, en
contraste con el control positivo, en el cual se presenta actividad inhibitoria hasta las 48 h.
También se observa un incremento en dicha actividad derivado de la presencia del magnesio,
la cual alcanza su maximo a las 48 h, y se mantiene favorecida respecto al control positivo
hasta las 96h. Estos resultados en conjunto con el conocimiento que se tiene acerca de la
influencia del magnesio en los procesos bioquimicos celulares, nos sugiere que la presencia
de los iones Mg?* podrian estar ocasionando lo siguiente: (i) cambios en la superficie de la
célula (en la pared y/o membrana celular) que modifican su permeabilidad y favorecen la
secrecion de los productos metabolicos asociados a compuestos antimicrobianos, (ii)
cambios a nivel metabdlico, favoreciendo un metabolismo oxidativo que promueve la sintesis
de antibioticos [30] (iii) cambios a nivel protedmico, y, por altimo, (iv) cambios a nivel
gendmico. Estos ultimos (iii-iv) estarian favoreciendo la expresion de genes y/o proteinas
relacionadas con la biosintesis de antibioticos.

Por su parte, como se observa en la figura 12, las electroestimulaciones aplicadas al inicio
del cultivo no permitieron la presencia de actividad antimicrobiana, por el contrario, las
electroestimulaciones aplicadas en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento (a las 48 h),
permitieron la conservacion de la actividad presente en el medio UPmgsos, en donde incluso,
esta se observa ligeramente favorecida. Dichos resultados sugieren que el aplicar el estrés
eléctrico en la fase de crecimiento inhibe la secrecion o la formacién de los productos
metabolicos antimicrobianos de S. lividans TK24 producidos en el medio UPmgsos. De igual
forma, lo anterior puede estar relacionado con modificaciones superficiales en la célula,
modificaciones a nivel metabdlico, o bien, cambios a nivel gendmico y/o proteémico, en
donde se estaria inhibiendo un metabolismo oxidativo, favoreciendo un metabolismo
biosintético que limita la produccion de compuestos antimicrobianos. Curiosamente, para los
cultivos electroestimulados en la fase de crecimiento, la inhibicién de la actividad
antimicrobiana se empalmo con la inhibicidon del pigmento azul presente en el medio de
cultivo. Estos resultados nos dieron a pensar que el someter a S. lividans TK24 a un estrés
eléctrico en la fase de crecimiento, de alguna forma inhibia la produccion y/o secrecién de
alguna proteina con actividad antimicrobiana, o bien, la presencia de algin metabolito con
actividad antimicrobiana (como la actinorrodina).

5.5. Fraccionamiento del sobrenadante por tamafio molecular

Al no saber si la actividad antimicrobiana presentada por S. lividans TK24 en el medio de
cultivo UPmgsos, Y en la etapa de electroestimulacion CE,g; estuviera dada por alguna
proteina bioactiva, como se verificé en el trabajo realizado por Calderén-de la Sancha (2017),
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y no por la presencia de algin nuevo metabolito secretado y/o producido, ya sea por el estrés
generado por parte de los iones Mg?*, o por el estrés derivado de la aplicacion del campo
eléctrico, se realizo un fraccionamiento molecular del sobrenadante libre de biomasa
obtenido a las 70 h de cultivo mediante ultrafiltracion en tubos Amicon® de 3 KDa para cada
una de las condiciones de cultivo tratadas en este trabajo. Dichas pruebas estuvieron a su vez
acompanadas de bioensayos de cada una de las fracciones obtenidas. Los resultados se
muestran en la figura 13.

Medio UP Medio UPmgsos Etapa E4gp

>3KDa <3KDa >3KDa <3KDa >3KDa <3KDa

Figura 13. Bioensayos realizados con las fracciones obtenidas mediante ultrafiltracion
de los sobrenadantes de los medios UP, UPwmgsos, Y UPmgsos electroestimulado en la fase
de mantenimiento, obtenidos a las 70 h de cultivo.

Los resultados de los bioensayos realizados nos indican que la actividad antimicrobiana esta
asociada principalmente con alguna proteina bioactiva, ya que la inhibicion bacteriana se
presenta basicamente en las fracciones >3KDa para los tres casos presentados (incluyendo el
controlo positivo UP). Los halos de inhibicion de menor longitud en las fracciones <3KDa
podria estarnos hablando acerca de presencia de algiin metabolito sintetizado y secretado que
estad presentando una débil actividad inhibitoria, o bien, dicha actividad pudo presentarse por
una deficiencia en el proceso de filtracion. No obstante, es claro que la actividad inhibitoria
se encuentra predominantemente en las fracciones >3 KDa, la cual podria estar relacionada
con la molécula bioactiva de gran tamafio reportada por Calderon de la Sancha y col. (2017).

5.6. Concentracion de proteinas extracelulares

Al comprobar que la actividad inhibitoria en el medio de cultivo UPmgsos, y en la etapa de
electroestimulacion CE,g, esta asociada con una proteina bioactiva, el siguiente paso fue
cuantificar la concentracion de proteinas en medio extracelular, siendo también, un
importante referente de los cambios fisioldgicos presentes en S. lividans TK24, derivados del
estrés quimico proveniente de la presencia del sulfato de magnesio en el medio UPmgsos, 0
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derivados del estrés eléctrico proveniente de las electroestimulaciones. Por tanto, la
cuantificacion de proteinas en medio extracelular resulta importante a la hora de evaluar la
actividad antimicrobiana especifica causada por la proteina bioactiva. Los resultados de la
cuantificacion de proteinas en medio extracelular llevada a cabo por el método de Bradford
se muestran en la figura 14.

En la figura 14 podemos observar que la presencia del magnesio disminuy6 la concentracion
de proteinas en medio extracelular a partir de las 24 h de cultivo (dentro de la fase de
crecimiento), al compararla con el medio de cultivo UP. Por su parte, podemos observar que
la aplicacion del campo eléctrico en la etapa de crecimiento disminuye dicha concentracion
hasta las ~48 h, dentro de la fase de crecimiento, después de este tiempo, la concentracion
de proteinas no se ve mermada al compararse con el control positivo, el medio UPmgsos. En
cuanto a la aplicacion del campo eléctrico en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento,
podemos observar como el estrés eléctrico reduce la concentracion de proteinas
extracelulares (después de las 58 h).

Es claro que, en lo que respecta a la produccidn y/o secrecion de proteinas extracelulares, el
estrés quimico juega un papel preponderante sobre el estrés eléctrico. EI hecho de que el
Mg?* este infiriendo en la produccion y/o secrecion de proteinas extracelulares no es de
sorprender, como se sabe, este es esencial en el desarrollo de las funciones bioquimicas de
las células bacterianas. EI magnesio intracelular interactia con los &cidos nucleicos que
conforman al ADN, puede unirse a los ribosomas, las membranas celulares o a las
macromoléculas que se encuentran dentro del citoplasma, siendo indispensable en la sintesis
y transformacién de proteinas. De igual forma, este juega un papel en diversos procesos
metabodlicos como la glucolisis, el ciclo de Krebs, la B-oxidacion, el transporte activo de iones
y el acoplamiento electroquimico a través de las membranas celulares [19]. De esta forma,
los efectos obtenidos sobre la concentracion de proteinas derivados del estrés quimico que
ejerce el magnesio pueden estar asociados a multiples factores.

Por otro lado, aunque el estrés eléctrico tuvo un impacto menos significativo en la
concentracion de proteinas extracelulares, podemos ver como la aplicacion del campo
eléctrico disminuye dicha concentracion en cada una de las etapas en las cuales fue aplicado,
sin embargo, los efectos de las electroestimulaciones aplicadas en la fase del metabolismo
asociado al crecimiento no se prolongan hasta la fase del metabolismo asociado al
mantenimiento.
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Figura 14. Resultados de la concentracidn de proteinas extracelulares para cada condicion de cultivo.
Se puede observar la respuesta de la concentracion de proteinas extracelulares derivada del estrés
quimico: UP y UPwgsos representan los cultivos tratados en los respectivos medios. De igual forma,
se puede observar la respuesta de la concentracion de proteinas y péptidos extracelulares derivada del
estrés eléctrico: CE, representa los cultivos electroestimulados en la fase de crecimiento, CE,gp,
representa los cultivos electroestimulados en la fase de mantenimiento, ambas electroestimulaciones
tratadas en el medio UPmgsos.

5.7. Actividad antimicrobiana especifica respecto a la concentracion de
proteinas extracelulares

Para evaluar la actividad antimicrobiana especifica, se compard la actividad antimicrobiana
(longitud de halo de inhibicién) respecto a la concentracion de proteinas extracelulares
presentes en cada condicion de cultivo. Los resultados de la actividad especifica se muestran
en la figura 15.
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Figura 15. Actividad antimicrobiana especifica respecto a la concentracion de proteinas
extracelulares, correspondiente a cada condicion de cultivo tratada. UP y UPwmgsos representan los
cultivos tratados en los respectivos medios, CE, representa los cultivos electroestimulados en la fase
de crecimiento, CE gy, representa los cultivos electroestimulados en la fase de mantenimiento, ambas
eletroestimulaciones tratadas en el medio UPwmgsoa.

Evidentemente los cultivos a los cuales se les aplico campo eléctrico al inicio del cultivo no
muestran actividad especifica, ya que no hubo actividad antimicrobiana. Sin embargo, los
cultivos en medio UP pese a tener la mayor concentracion de proteinas extracelulares,
muestran una menor actividad especifica respecto a los cultivos llevados a cabo en medio
UPwmgsos. Por otro lado, después de las 58 h, los cultivos a los cuales se les aplico el campo
eléctrico en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento, muestran una mayor actividad
especifica respecto a los cultivos sin estimulo eléctrico, la cual se mantiene hasta las 96 h.
Por otro lado, la actividad especifica de los cultivos CE,g ;, Se muestra estable a partir de que
es aplicado el estrés eléctrico y hasta las 96 h de cultivo, en contraste con el control UPmgso4,
en el cual decae la actividad inhibitoria precisamente después de las 48 h. Esto sugiere que
ademas de un mayor rendimiento, el campo eléctrico esta brindando estabilidad a la actividad
antimicrobiana presente en el medio UPwmgsos, 0 bien, estabiliza a dicha proteina bioactiva
presente en el medio extracelular.
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5.8. Espectroscopia infrarroja

En este estudio, se utilizd la espectroscopia infrarroja con el fin de detectar cambios
moleculares y estructurales en S. lividans TK24. De esta forma, es factible detectar dichos
cambios celulares relacionados al estrés quimico proveniente del sulfato de magnesio
contenido en el medio UPmgsos 0 al estrés provocado por el campo eléctrico. Los resultados
se muestran en la figura 16.

100
95

90
85
80
75
70

3300 cm?

CEo

4 1744 cm-t 2852 em?!
1234 cm/'/ Ve N — [JP MgSO4

Transmitancia (%)

/ 1658 cmt

/
/ 1544 cm'* 2922 em?!

65 1060-1070 1466 cm! e CE 4810
1156 ecm
60

UpP

400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900
Longitud de onda (cm)

Figura 16. Espectros infrarrojos de S. lividans TK24 para cada condicion tratada a las 58 h de
cultivo.

En la figura 16 podemos distinguir las regiones espectrales de S. lividans TK24 proveniente
de las distintas condiciones de cultivo tratadas en este trabajo a las 58 h de cultivo: medio
UP, UPwmgsos, Y UPmgsoa con las etapas de electroestimulaciones descritas previamente
(CE,y CE,gy). La banda presente en 3300 cm™ esta asociada a los estiramientos entre el
enlace N-H, caracteristicos de las aminas secundarias [33]. Las bandas correspondientes a
2922 y 2852 cm™, estan asociadas a los enlaces C-H, a sus estiramientos asimétrico y
simétrico respectivamente, los cuales entran dentro de la ventana lipidica (~2986-2841cm
1y, en la cual, las diferencias espectrales reflejan la composicion lipidica de la pared celular
de las bacterias Gram-positiva y Gram-negativa [34]. El pico en ~1744 cm corresponde al
estiramiento C=0 de lipidos. La banda presente en ~1658 cm™ esta relacionada a las amidas
primarias (estiramiento del grupo C=0), y es la mas sensible a la estructura secundaria de la
proteina. De igual forma, para los cultivos tratados en medio UPwmgsos, Se puede observar un
ligero hombro ~ 1630 cm™ asociado con la presencia de fracciones considerables de £-
estructuras y/o componentes irregulares en el canal de K* [35]. En ~1544 cm™ se muestra un
pico correspondiente a las amidas secundarias (combinacion de estiramiento C-N y flexion
N-H). En ~1466 y1417 cm™, se encuentran bandas asociada a la flexion del grupo CHz 'y
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CHz en lipidos, mientras que, los picos consecutivos entre ~1377-1380 cm® corresponden a
las amidas terciarias. Las bandas correspondientes a 1234 y 1156 cm™ corresponden a
estiramientos de los enlaces C-O encontrados en los lipidos, y el intervalo de 1200-900 cm™
corresponde a deformaciones en la estructura de carbohidratos (estiramiento de enlaces C-
C), y grupos fosfato. Por tltimo, la region de 900-700 cm™ es la denominada huella dactilar
que refleja caracteristicas no definidas, como pueden ser estructuras cuaternarias de las
proteinas y otras macromoléculas, pero especificas a cada microorganismo [36].

En los espectros mostrados, podemos observar importantes diferencias tanto en la intensidad
como en la forma de las sefales. Las sefiales que hacen referencia a la composicion lipidica
de la célula, incluyendo a la composicién lipidica de la pared celular de las bacterias, son
muy intensas en los cultivos electroestimulados en la fase de crecimiento, siguiéndole, en
menor medida, los cultivos electroestimulados en la fase de mantenimiento. Aungue los
cultivos tratados en medio UPwmgsos Sin electroestimulacion también presentan una importante
intensidad de sefiales en dichas ventanas lipidicas, esta intensidad se presente en menor
medida que la de los cultivos electroestimulados. EI mismo comportamiento lo podemos
observar en las sefiales referentes a las moléculas nitrogenadas (como aminas, amidas,
péptidos y proteinas), y en la ventana referente a la estructura de los carbohidratos, y grupos
fosfato. Sin embargo, las sefiales referentes a las estructuras de los carbohidratos y grupos
fosfato no s6lo se muestran de mayor intensidad para los cultivos CE,, si no que, también se
muestran diferentes en su forma respecto a los otros espectros, al presentar un mayor nimero
de hombros. Por su parte, entre los cultivos tratados en medio UP y los cultivos tratados en
medio UPwmgsos (con y sin electroestimulacion) se observa un cambio en intensidad y forma
de la sefial referente a las amidas primarias.

Los resultados de los espectros nos sugieren que el contenido de lipidos, carbohidratos y
moléculas nitrogenadas constituyentes de la pared y membrana celular, principalmente, esta
en funcion del estrés al cual es sometido S. lividans TK24, en donde las células a las cuales
se les sometid al estimulo eléctrico en la fase de crecimiento, presentan un mayor contenido
de dichos componentes. Esto podria explicarse como una respuesta metabolica del
microorganismo, en donde se estaria propiciando, derivado del estrés eléctrico, una alta
actividad anabolica y un metabolismo glucolitico, el cual estuviese enfocado en sintetizar
gruesas capas de recubrimiento en la pared y en la membrana celular, conformando una
barrera de proteccion en respuesta al estrés. De igual manera, el cambio en la forma de las
sefiales correspondientes a la ventana de carbohidratos y grupos fosfato, podria sugerir
cambios estructurales en la pared y membrana celular, posiblemente en el peptidoglucano
constituyente de la pared celular y en los grupos fosfato. Lo anterior esta intimamente
relacionado con los resultados obtenidos de los cultivos CE,, donde se observa la inhibicion
tanto del pigmento presente en el medio de cultivo con en la actividad antimicrobiana,
sustentando la hipotesis de la desviacion de los flujos metabdlicos que conlleva a una
biosintesis sin produccion de compuestos con actividad antimicrobiana.

Derivado de los espectros infrarrojos obtenidos, se realizaron las deconvoluciones en la
region de las Amidas primarias (figura 17). Las deconvoluciones muestran cambios en las
estructuras secundarias de las proteinas presentes en S. lividans TK24 a las distintas
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condiciones de cultivo. La tabla 1 nos indica que las células provenientes del medio UPmgso4,
cambian drasticamente la configuracion de sus proteinas respecto al control positivo, en
donde, las estructuras hélice a disminuyen un 42 %, aumentando la cantidad de estructuras
hoja B, y presentando estructuras giro 8 ausentes en las células provenientes del medio UP.
Respecto a las células a las cuales se les aplico el estrés eléctrico, podemos decir que no
sufrieron cambios significativos en cuanto a la configuracion de la estructura secundaria de
sus proteinas al compararse con el control positivo, las células provenientes de los cultivos
en medio UPwmgso4. Estos cambios en la estructura secundaria de las proteinas ocasionados
por el estrés quimico podrian estarnos sugiriendo cambios involucrados con las estructuras
de las proteinas transmembrana, las cuales, a su vez, forman canales que regulan de manera
selectiva la entrada y salida de componentes extra e intracelulares respectivamente, como
pueden ser nutrientes, compuestos idnicos, productos metabdlicos, desechos celulares entre
otros. Sin embargo, dicha hipotesis requiere de un andlisis de espectroscopia infrarroja
especifica a la membrana plasmatica de la célula en conjunto con otros estudios de caracter
protedmico que puedan confirmarla.
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Figura 17. Deconvoluciones de los espectros infrarrojos en la region de amida | para cada
uno de los tratamientos.
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Tabla 1. Distribucion de la estructura secundaria de las proteinas presentes en S. lividans TK24 a las

distintas condiciones de cultivo.

Condicion de cultivo Hoja p Hélice a
. Giro B
de la cual proviene (%) (%) %)
(0]
S. lividans TK24

upP 18.10 £0.83°  81.89 +£0.92° 00.0 = 0.00°
UPmgsos 27.44£0.87*° 37.67+0.82° 34.87 +0.88°
CE, 30.36 £0.91* 34.32+0.93°  35.31+0.92%
CE gn 31.62+0.96° 35.26+0.93° 33.11+0.87°

*Valores medios + desviacion estdndar de tres replicas. Las medias en las columnas que no comparten la

misma letra son significativamente diferentes (p<0.05).

50



5.9. Potencial zeta

Con el fin de evaluar los cambios en la carga superficial de S. lividans TK24 derivados de la
presencia del sulfato de magnesio en los medios de cultivo, o bien, derivados de la aplicacion
del campo eléctrico, se midio el potencial zeta de las células provenientes de cada una de las
condiciones de cultivo tratadas a las 58 h (después de la dltima etapa de
electroestimulaciones), en un rango de pH de 0.7-8 (figura 18).
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Figura 18. Potencial zeta de S. lividans TK24 respecto al pH proveniente de las distintas condiciones de
cultivo a las 58 h.

Como se puede observar en la figura 18, la biomasa proveniente de todas las condiciones de
cultivo presenta una carga eléctrica negativa superficial en el rango de pH al cual fueron
abordados los cultivos (= 7 — 8), sin embargo, las células de los cultivos CE,g; presentan
una superficie mas negativa, es decir, el estimulo eléctrico aplicado en la etapa de
mantenimiento redistribuyo el exceso de carga superficial.

Por su parte, podemos observar que a valores de pH intermedios (= 4), la presencia de Mg?*
hace mas positiva la carga superficial de la célula, al comparar la biomasa proveniente de los
cultivos en UPwmgsos con la de los cultivos en medio UP. De igual forma, se observa como el
estimulo eléctrico hace mas negativa la carga superficial en dicho valor intermedio de pH,
siendo los cultivos CE g, 10s que vuelven a presentar la carga eléctrica mas negativa.

El punto isoeléctrico de las células provenientes de todas las condiciones de cultivo se
alcanza a valores de pH acidos (0.7-2), en donde las células provenientes de los cultivos en
medio UP presentan valores de pH mas acidos (0.7) del punto isoeléctrico. Cabe sefialar que,
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a condiciones de pH é&cidas, las celulas electroestimuladas en la fase de mantenimiento
presentan valores de carga superficial considerablemente mas positivos, lo cual contrasta con
los resultados observados a condiciones de pH intermedias y basicas.

Estos resultados pueden sugerir que el Mg?* (en pH ’s intermedios), y el campo eléctrico
aplicado en la fase de mantenimiento (en todo el rango de pH) redistribuye el exceso de carga
negativa neta de la pared celular (haciéndola més negativa, o positiva en valores acidos), en
donde las moléculas que conforman la envoltura celular externa que contribuyen a la
electronegatividad neta son estructuras dispares. En bacterias Gram positivas, la pared celular
de peptidoglicano influye en la electronegatividad de la superficie en virtud de los grupos
fosforilo ubicados en los residuos de &cido teicoico y teicurénico sustituyentes, asi como los
grupos carboxilato no sustituidos [37]. Aungue no se conocen los mecanismos por los cuales
tanto el estimulo quimico como el eléctrico estan influyendo en la carga superficial de las
células, queda claro que se estdn presentando cambios importantes en la composicién
quimica de la superficie celular, los cuales, se pueden atribuir a una protonacion y/o
deprotonacidn de los grupos funcionales que la conforman.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

Los estudios relacionados con la electroestimulacion en procesos bioldgicos se han enfocado
mayoritariamente en el tratamiento bioldgico de aguas residuales, tratamiento de suelos,
desnitrificacion bioldgica, entre otros procesos referentes a la biorremediacion. Estos
estudios han demostrado que la aplicacion de un campo eléctrico produce cambios
fisiologicos, motrices, morfoldgicos y estructurales en los microorganismos utilizados. De
igual forma, se ha demostrado que dichos cambios se asocian con el incremento en la
produccion y liberacion de los metabolitos intracelulares producidos por el microorganismo
en cuestion, en donde, muchos de dichos metabolitos tienen un caracter de alto valor
agregado [38]. Centrandonos en la obtencion de moléculas bioactivas a partir de cultivos
bacterianos, la implementacion de un campo eléctrico en el mejoramiento de la obtencion
y/o produccion de dichas moléculas aun no se ha implementado de manera focalizada ni
estandarizada. De igual forma, la comprension a nivel fisiologico de los efectos de la
aplicacion de un campo eléctrico sobre cultivos microbianos es un tema en desarrollo.

Victor-Sanchez y col. (2020) han trabajado en el mejoramiento de procesos biotecnoldgicos
enfocados en la ingenieria ambiental mediante la aplicacion de campos eléctricos, en donde
han presentado una metodologia estandarizada en sus resultados. Establecieron que la
aplicacion del campo eléctrico de baja intensidad sobre biomasa fungica cultivada en medio
poroso resultd favorable solo cuando el medio actuaba como una resistencia eléctrica.
Cuando se aplica un campo eléctrico de baja intensidad en un medio de cultivo que presenta
un comportamiento 6hmico se evitan reacciones secundarias, permitiendo Unicamente las
reacciones de electrolisis del agua, de esta manera, la composicion y propiedades del medio
no se modifican. De esta forma, el campo eléctrico actia como un factor de estrés abidtico
que modifica las respuestas bioquimicas (como cambios en la produccion de biomasa, mejora
en la absorcion de nutrientes, mayor obtencion de los productos metabolicos de interés), las
cuales estarian asociadas Unicamente con la magnitud del campo eléctrico aplicado [6].

Por otro lado, en el laboratorio de investigacion de Ingenieria Genética y Metabolismo
Secundario de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, Calder6n-de la
Sancha y col. (2017) han trabajado con S. lividans TK24. Previo a dicho trabajo, S. lividans
TK24 como cepa parental, no tenia reportes de produccion de proteinas bioactivas. Sin
embargo, lograron encontrar que, inicamente en medio UP (el cual contiene glicerol como
fuente de carbono y energia, y bacto triptona como fuente de nitrégeno), S. lividans TK24
presentaba actividad antimicrobiana. Hasta el momento, se sabe que la actividad
antimicrobiana presentada contra B. subtilis es debida a una proteina bioactiva desconocida,
no obstante, aun se sigue trabajando en su aislamiento y caracterizacion [31].

Dicho lo anterior, en el presente trabajo, se planted utilizar a S. lividans TK24 con el fin de
estudiar las respuestas fisiologicas que la aplicacion de un campo eléctrico de baja intensidad
puede tener sobre dicho microorganismo, de manera tal, que se pueda abordar su aplicacién
como una via de intensificacion en los procesos de produccion y/u obtencion de sus

53



moléculas bioactivas. Para poder abordar el estudio de dichas respuestas fisiologica, debido
a que el medio UP mencionado previamente no permite el paso de la corriente eléctrica,
primero fue necesario disefiar un medio de cultivo que permitiese el crecimiento y la
produccion de la actividad antimicrobiana del microorganismo, y que al mismo tiempo
permitiese el transporte de carga eléctrica.

Para el disefio del nuevo medio de cultivo, se planted que este deberia de cumplir con los
componentes nutrimentales y energéticos que el medio de produccion UP proporciona a S.
lividans TK24, los cuales provocan la produccién y secrecion de la proteina bioactiva. Por
tal motivo, el nuevo medio de cultivo debia contener los mismos componentes que el medio
UP. Para propiciar el transporte de carga eléctrica, se propuso el uso de dos sales, las cuales
son elementos del medio de cultivo Phage utilizado en este trabajo, y a su vez, son sales que
propician el crecimiento y buen funcionamiento del microorganismo. Como se ha
mencionado, el medio Phage es el medio que se utiliza en la etapa de reactivacion y
adaptacion de S. lividans TK24 (seccion 4.3.3.) por tal motivo se infirio que la
implementacion de las sales, o de alguna de las sales, que conforman dicho medio, podria ser
beneficioso o al menos no interferirian con la viabilidad del microorganismo. Los medios de
prueba fueron los siguientes: UPwmgsos (contiene medio UP y 0.5 g de MgSOa-7H20), UPcacl,
(contiene medio UP y 0.74 g de CaCl2-2H20) y UP mgsoay cacl. (contiene medio UP, 0.5 g de
MgSOasy 0.74 g de CaCl2-2H20). Los tres medios permitieron la transferencia de carga de
manera adecuada y promovieron el crecimiento de S. lividans TK24, sin embargo, el Gnico
medio que present6 actividad inhibitoria contra B. subtilis fue el medio UPwmgsos (figura 8),
de esta forma, fue el medio seleccionado para llevar a cabo las electroestimulaciones.

Una vez establecido el medio de cultivo en el cual se realizarian las electroestimulaciones,
se evaluo el crecimiento y la actividad antimicrobiana respecto al tiempo de S. lividans TK24
en medio UPwmgsos, con el fin de tener un primer acercamiento de la respuesta del
microorganismo al nuevo medio de cultivo implementado, y de igual forma, con el fin de
establecer los tiempos de cultivo a los cuales se efectuarian las electroestimulaciones. Con el
proposito de inferir en: (1) el metabolismo asociado al crecimiento del microorganismo, y
(2) el metabolismo asociado al mantenimiento del microorganismo, asi como en la
produccion de los bioproductos asociados a cada etapa, se plantearon dos tiempo de cultivo
para la implementacion de las electroestimulaciones (abordadas en cultivos por separado):
(I) Electroestimulacion al inicio del cultivo (CE,), en la fase de crecimiento sin actividad
inhibitoria, y (I1) Electroestimulacion a las 48 h del cultivo (CE,g ;) en la fase estacionaria o
de mantenimiento, en la cual se tiene la mayor actividad inhibitoria.

Por su parte, para establecer el voltaje con el cual se trabajaria en ambas etapas de
electroestimulaciones, se evalud el comportamiento del voltaje frente a la corriente eléctrica
del medio UPwmgsos, en un rango de 5 a 30 V (considerado como un campo eléctrico de baja
intensidad). Se observad que, en dicho rango, el medio de cultivo presenta un comportamiento
ohmico (el cual descarta reacciones ajenas a las de la electrolisis del agua [6]), por tanto, se
decidid trabajar a un valor intermedio de 15 V. De igual forma, la seleccion de los materiales
de los electrodos fue hecha con el propdsito de no propiciar la presencia de reacciones ajenas
a la de la electrdlisis del agua, por tal motivo se opto por trabajar con electrodos recubiertos
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de oxido de rutenio y titanio. Por otro lado, derivado de experiencias empiricas por parte de
Sanchez y col. (2017), se optd por implementar el campo eléctrico durante 10 h consecutivas,
con el fin de que el estrés eléctrico no interfiera con la viabilidad del microorganismo.

En el presente trabajo los resultados obtenidos nos hablan acerca de las respuestas
fisiologicas que S. lividans TK24 presento ante el estrés quimico, derivado de los iones Mg?*
provenientes del sulfato de magnesio en el medio UP, y ante el estrés eléctrico, derivado del
campo eléctrico aplicado en las dos etapas de electroestimulacion abordadas.

Los resultados obtenidos respecto al crecimiento (figura 11), indican que la presencia del
sulfato de magnesio limito el crecimiento del microorganismo, al compararlo con el control
positivo, el medio UP, esto nos dice que el estrés quimico resultd inferir de manera
significativa en el metabolismo asociado al crecimiento. Por su parte, el estrés eléctrico
implementado a S. lividans TK24 no aumento ni limito su crecimiento, incluso, no cambio
los tiempos de sus fases metabdlicas (crecimiento y mantenimiento), de tal manera que se
comprobo que las electroestimulaciones, ya sea CE, 0 CE,g, No afectan a la viabilidad del
S. lividans TK24, lo cual es bastante alentador en la exploracién de la aplicacion de estimulos
eléctricos sobre S. lividans TK24, ya que, muchos trabajos han reportado que el campo
eléctrico ha llegado a limitar el crecimiento o incluso ha provocado la muerte de los
microorganismos con los cuales han tratado [39].

Por su parte, los resultados obtenidos respecto al crecimiento del microorganismo estuvieron
acompariados con interesantes cambios de pigmentacion en los medios de cultivo. S. lividans
TK24 en medio de cultivo UP pigmenta su medio hasta las 48 h de un color morado, sin
embargo, al crecer en medio UPwmgsos, cOmenzé a pigmentar su medio desde las 20 h, y dicho
pigmento fue de color azul, totalmente diferente al presentado en el medio UP (figura 9). La
presencia de este pigmento producido dentro de la fase de crecimiento nos sugiere que
posiblemente, los iones Mg?" estan estimulando la produccion y/o secrecion de la
actinorrodina, el cual es un antibiético policétido de color azul, principalmente reportado
como un metabolito secundario producido por S. coelicolor, pero no por S. lividans [32]. Sin
embargo, para comprobar la presencia o no de dicho metabolito haria falta realizar otros
estudios de identificacion de metabolitos, como puede ser la espectrometria de masas. Por su
parte, la implementacion del estrés eléctrico en la fase de crecimiento del microorganismo
inhibio casi en su totalidad la presencia de dicho pigmento. Estos resultados, sugieren que la
presencia del campo eléctrico en la fase de crecimiento podria estar relacionado con la
inhibicidn en la produccion y/o secrecién del metabolito pigmentado.

La evaluacion de la respuesta en la actividad antimicrobiana fue uno de los resultados mas
esperados en la definicidn de los efectos fisioldgicos que el campo eléctrico pudiese causar
sobre S. lividans TK24, debido a que ya se habia comprobado que la presencia del Mg?*
permitia la actividad antimicrobiana. En primer lugar, como se muestra en la figura 12, el
efecto del estrés quimico en el medio de cultivo sobre la actividad antimicrobiana de S.
lividans TK24 fue favorable, ya que, esta se presenta desde las 20 h del cultivo, en contraste
con el control positivo, en el cual se presenta actividad inhibitoria hasta las 48 h. También se
observa un incremento en dicha actividad, el cual se mantiene hasta las 96h respecto a los
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cultivos en medio UP. Por su parte las electroestimulaciones aplicadas al inicio del cultivo
inhibieron la presencia de actividad antimicrobiana, por el contrario, las
electroestimulaciones aplicadas en la etapa estacionaria 0 de mantenimiento (a las 48 h),
permitieron la conservacion de la actividad presente en el medio UPmgsos, en donde incluso,
esta se observa ligeramente favorecida. Dichos resultados sugieren que el aplicar el estrés
eléctrico en la fase de crecimiento inhibe la produccion o secrecién de los productos
metabolicos antimicrobianos de S. lividans TK24 producidos en el medio UPmgsoa.

Los resultados discutidos en los parrafos anteriores podrian estarnos sugiriendo que la
presencia del estrés quimico proveniente del Mg?* pudiese estar promoviendo en S. lividans
TK24 un metabolismo oxidativo, debido a que; se tiene una disminucién en la tasa de
crecimiento del microorganismo, y a su vez, se presenta una mayor actividad antimicrobiana,
en conjunto con la produccién o secrecién de algiin nuevo metabolito pigmentado, el cual se
sugiere que podria ser la actinorrodina. Estas caracteristicas contrastan con el metabolismo
glucolitico que se presenta en S. lividans TK24, el cual mantiene un alto crecimiento y
produccion lipidica, pero presenta una limitada expresién de compuestos antimicrobianos
[29]. Ademas, como se ha discutido, el magnesio tiene una importante inferencia en diversos
procesos intracelulares, los cuales influyen en la conformacion de los acidos nucleicos,
estabilidad de los ribosomas, en la sintesis de proteinas, en la integridad estructural de las
membranas celulares, y como activador de mas de 300 enzimas diferentes, participa en
muchos procesos del metabolismo [19]. De esta forma, se podria pensar que el magnesio
pudiese estar relacionado en la expresion de genes y/o proteinas que propicien cambios en
los flujos metabdlicos relacionados con la produccién de moléculas con activad
antimicrobiana. Por otro lado, en lo que respecta al estrés eléctrico aplicado en la etapa de
crecimiento del microorganismo, resulta interesante la similitud de la inhibicion tanto del
pigmento como de la actividad antimicrobiana en dicha etapa del crecimiento. Estos
resultados apuntan a una importante inferencia del campo eléctrico sobre el metabolismo
primario.

Una vez que se confirmo6 que S. lividans TK24 habia presentado, e incluso mejorado, su
actividad inhibitoria bajo las condiciones de estrés quimico derivado de la presencia del
sulfato de magnesio en el medio, y que el estrés eléctrico aplicado en la etapa de
mantenimiento habia permitido la presencia de dicha actividad antimicrobiana, era evidente
el cuestionarse si la actividad pudiese adjudicarse a la misma proteina bioactiva reportada en
el medio UP. Aunque los objetivos y el tiempo de investigacion de este trabajo no permitian
llevar a cabo un aislamiento y caracterizacion de la molécula bioactiva que estaba
provocando dicha actividad inhibitoria, se planted definir si la molécula era un metabolito o
bien, una proteina bioactiva. De esta forma, se realizé un fraccionamiento por tamafio
molecular de los sobrenadantes obtenidos a las 70 h provenientes de cada medio de cultivo
libres de biomasa, mediante ultrafiltracion en tubos Amicon® de 3 KDa. Con cada fraccion
obtenida se realizaron bioensayos por el método de difusion en pozos utilizando a B. subtilis
como microorganismo testigo y a los sobrenadantes en medio UP como controles positivos.
Los resultados mostrados en la figura 13 indicaron que la actividad antimicrobiana se
encontraba mayoritariamente en las fracciones >3KDa, tanto para los cultivos en medio
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UPwmgsos con 'y sin estimulo eléctrico, asi como para los cultivos en medio UP, lo cual asocia
a la actividad inhibitoria con la presencia de alguna proteina bioactiva y no con algin
metabolito. Estos resultados podrian sugerir que se trata de la misma proteina bioactiva de
reportada por Calderon de la Sancha (2017), sin embargo, como se ha mencionado, se
requiere de un trabajo mas profundo en el aislamiento y caracterizacién de dicha proteina
bioactiva, lo cual abre la puerta a una nueva linea de investigacion. Por Gltimo, cabe sefialar
que la presencia de ligeros halos de inhibicion observados en las fracciones <3KDa, sugieren
que podria estarse produciendo en menor medida un metabolito con actividad
antimicrobiana, o bien, dicho metabolito podria presentar una débil fuerza de inhibicion.

Al comprobar que la actividad inhibitoria en el medio de cultivo UPmgsos, y en la etapa de
electroestimulacion CE,g; estd asociada con una proteina bioactiva, el siguiente paso fue
cuantificar la concentracion de proteinas en medio extracelular (figura 14). Como se puede
observar, el estrés quimico tuvo un mayor impacto respecto al estrés eléctrico, mostrandose
una disminucion significativa en la concentracion de proteinas en el medio UPmgsos Sin
estimulo eléctrico (respecto al medio UP). Aungue el estrés eléctrico no parece tener una
gran influencia en estos resultados, la aplicacion del campo eléctrico parece disminuir la
concentracion de proteinas en cada una de las etapas en las cuales fue aplicado, sin embargo,
los efectos de las electroestimulaciones aplicadas en la fase del metabolismo asociado al
crecimiento no se prolongan hasta la fase del metabolismo asociado al mantenimiento, ya
que dicha concentracion logra emparejarse con las concentraciones de los cultivos en medio
UPwmgsos después de las 48 h.

Por otro lado, al evaluar la actividad antimicrobiana especifica de las proteinas extracelulares
presentes en cada condicion de culto, se observaron resultados interesantes. Para ello, se
compard para cada condicion de cultivo la actividad antimicrobiana (longitud de halo de
inhibicién) con la concentracion de proteinas extracelulares. En la figura 15 podemos
observar como la actividad especifica es mayor para los cultivos en medio UPwmgsos respecto
a los cultivos en medio UP. Respecto a los cultivos a los cuales se les aplico la
electroestimulacion en la etapa de mantenimiento, podemos observar que pasadas las 10 h
del estimulo eléctrico (a las 58 h) dicha activad especifica es mayor que la de los cultivos en
medio UPwmgsos sin estimulo eléctrico. De manera l6gica, los cultivos a los cuales se les
aplico el estrés eléctrico en la fase de crecimiento no presentan actividad antimicrobiana
especifica, debido a que no presentaron actividad inhibitoria. Estos resultados nos indican
que las proteinas y péptidos producidos y secretadas al medio extracelular tienen un mayor
rendimiento antimicrobiano en los cultivos a los cuales se les aplico el estrés eléctrico en la
etapa de mantenimiento, y no sélo ello, dicha actividad se mantiene constante hasta las 96 h,
a diferencia de los cultivos a los cuales solo se les someti6 a al estrés quimico, ya que la
actividad especifica decae pasadas las 48 h. Lo anterior sugiere que ademéas de un mayor
rendimiento, el campo eléctrico estd brindando estabilidad a la actividad antimicrobiana
presente en el medio UPmgsos, 0 bien, estabiliza a dicha proteina bioactiva presente en el
medio extracelular.

Todos los resultados en conjunto apuntan a que, tanto el Mg?* como el campo eléctrico
podrian estar infiriendo sobre S. lividans TK24 a nivel metabdlico, estructural y/o superficial,
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0 bien, a nivel protedbmico o genémico. La comprension de los cambios ocurridos a nivel
metabolico, protedmico y gendmico queda fuera de los alcances de este trabajo, dejando lugar
al establecimiento de hipdtesis y a una atractiva linea de investigacion por seguir. Sin
embargo, el conocimiento de los cambios estructurales y superficiales derivados de las
condiciones de estrés aplicadas al microorganismo pudieron ser estudiadas en mayor medida.
Para ello se hizo uso de la espectroscopia infrarroja y de la medicion del Potencial zeta.

El espectro de absorcion infrarrojo (IR) de un microorganismo es considerado como una
huella dactilar. Este es el resultado de la absorcion de los modos vibracionales de las
moléculas que componen la célula (proteinas, lipidos, hidratos de carbono, componentes de
membrana y pared celular). De esta forma el espectro infrarrojo de un microorganismo
depende de su estado fisiologico y estructural [36]. Los resultados de los espectros infrarrojos
obtenidos de la biomasa libre de sobrenadante a las 58 h de cultivo (después de la dltima
etapa de electroestimulacion), para cada uno de los tratamientos se muestran en la figura 16.
Estos espectros nos sugieren que el contenido de lipidos, carbohidratos, grupos fosfato y
moléculas nitrogenadas (como aminas, amidas, péptidos y proteinas) constituyentes de la
pared y membrana celular principalmente, esta en funcion del estrés al cual es sometido S.
lividans TK24, en donde las células a las cuales se les sometié al estimulo eléctrico en la fase
de crecimiento, presentan un mayor contenido de dichos componentes, siguiendo después las
células electroestimuladas en la fase de mantenimiento, y en menor medida las células en
medio UPwmgsos Sin estimulo eléctrico. En lo que respecta a la ventana referente a
carbohidratos y grupos fosfato, no sélo se presenta el mismo comportamiento descrito en las
lineas anteriores para cada condicion de cultivo, ademas, para los cultivos CE, se observan
diferencias en la forma de las sefiales respecto a los otros espectros, al presentar un mayor
namero de hombros. Lo anterior podria sugerir cambios estructurales en la pared y membrana
celular, posiblemente en el peptidoglucano constituyente de la pared celular y en los grupos
fosfato.

Los resultados mostrados referentes a los espectros infrarrojos podrian explicarse como una
respuesta metabolica del microorganismo, en donde se estaria propiciando, derivado del
estrés eléctrico, una alta actividad anabdlica y un metabolismo principalmente glucolitico, el
cual estuviese enfocado en sintetizar gruesas capas de recubrimiento en la pared y en la
membrana celular, conformando una barrera de proteccion en respuesta al estrés. Este
metabolismo glucolitico inducido por las condiciones de estrés eléctricas es consistente con
la nula actividad antimicrobiana presentada por S. lividans TK24 y con un alto contenido
lipidico, en donde, a diferencia de los resultados presentados en la concentracion de proteinas
y péptidos extracelulares, la actividad antimicrobiana no pudo recuperarse en la fase
estacionaria o de mantenimiento.

Derivado de los espectros infrarrojos obtenidos, se realizaron las deconvoluciones de los
espectros infrarrojos en la region de la Amida I, en donde se observaron cambios en las
estructuras secundarias de las proteinas presentes en S. lividans TK24 a las distintas
condiciones de cultivo (figura 17 y tabla 1). Los cambios mostrados en la estructura
secundaria de las proteinas ocasionados principalmente por el estrés quimico podrian
estarnos sugiriendo cambios involucrados con las estructuras de las proteinas
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transmembrana, las cuales, a su vez, forman canales que regulan de manera selectiva la
entrada y salida de componentes extra e intracelulares respectivamente, como pueden ser
nutrientes, compuestos ionicos, productos metabolicos, desechos celulares entre otros. Sin
embargo, dichas hipotesis requieren de un analisis de espectroscopia infrarroja especifica a
la membrana plasmatica de la célula en conjunto con otros estudios de caracter protedmico
que puedan confirmarlas.

Por su parte, con el fin de detectar cambios en la carga superficial celular se realizaron
mediciones del potencial zeta de la biomasa obtenida libre de sobrenadante. Como se puede
observar en la figura 18, la biomasa proveniente de todas las condiciones de cultivo presenta
una carga eléctrica negativa a valores de pH fisioldgicos, sin embargo, las células de los
cultivos CE,g;, presentan una superficie mas negativa.

Por su parte, podemos observar que a valores de pH intermedios (= 4), la presencia de Mg?*
hace mas positiva la carga superficial de la célula, al comparar la biomasa proveniente de los
cultivos en UPwmgsos con la de los cultivos en medio UP. De igual forma, se observa como el
estimulo eléctrico hace mas negativa la carga superficial en dicho valor intermedio de pH. El
punto isoeléctrico de las células provenientes de todas las condiciones de cultivo se alcanza
a valores de pH &cidos (0.7-2), en donde las células provenientes de los cultivos en medio
UP presentan valores de pH mas &cidos (0.7) del punto isoeléctrico. Cabe sefialar que, a
condiciones de pH &cidas, las células electroestimuladas en la fase de mantenimiento
presentan valores de carga superficial considerablemente mas positivos, lo cual contrasta con
los resultados observados a condiciones de pH intermedias y basicas.

Estos resultados pueden sugerir que el Mg?* (en pH ’s intermedios), y el campo eléctrico
aplicado en la fase de mantenimiento (en todo el rango de pH) redistribuye el exceso de carga
negativa neta de la pared celular (haciéndola mas negativa, o positiva en valores acidos). En
bacterias Gram positivas, la pared celular de peptidoglicano influye en la electronegatividad
de la superficie en virtud de los grupos fosforilo ubicados en los residuos de acido teicoico y
teicurdnico sustituyentes, asi como los grupos carboxilato no sustituidos [37]. Aunque no se
conocen los mecanismos por los cuales tanto el estimulo quimico como el eléctrico estan
influyendo en la carga superficial de las células, queda claro que se estan presentando
cambios importantes en la composicion quimica de la superficie celular, los cuales, se pueden
atribuir a una protonacion y/o deprotonacion de los grupos funcionales que la conforman.

Para concluir, los parrafos anteriores describen un compendio de grandes e importantes
cambios fisiologicos presentados en S. lividans TK24 asociados a la produccion de
compuestos antimicrobianos. Estos cambios se presentaron en respuesta al estrés quimico
propiciado por la presencia de Mg?*, asi como en respuesta al estrés eléctrico aplicado tanto
en la etapa de crecimiento como en la etapa de mantenimiento metabdlico. Por su parte, la
presencia del magnesio parecid tener una gran influencia en el metabolismo de S. lividans
TK24, ya que, los resultados parecen indicar que el Mg?*, promueve un metabolismo
oxidativo en S. lividans TK24, impulsando la sintesis de una proteina con actividad
antimicrobiana y posiblemente la sintesis de un policétido con actividad antimicrobiana.
Aunado a lo anterior, también se detectaron posibles cambios en las estructuras secundarias
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de las proteinas que forman parte de la pared celular del microorganismo. Estos ultimos
podrian estar jugando a favor de la secrecion de moléculas bioactivas, con actividad
antimicrobiana, y de igual forma, podrian derivarse a la misma reorientacion metabdlica
sefialada. De esta forma, resulta bastante atractivo el seguir ahondando sobre los efectos del
magnesio en S. lividans TK24, en donde, para poder lograr una completa y satisfactoria
compresion, dichos efectos podrian ser tratados desde niveles de expresion de genes y/o
proteinas que infieren en el metabolismo y la estructura del microorganismo, dejando una
amplia ventana de investigacion.

Por su parte, las respuestas fisiologias sobre S. lividans TK24 derivadas del estrés eléctrico,
forman parte de una linea de investigacién que trata de encontrar y explicar los efectos que
un campo eléctrico puede generar sobre un microorganismo, y sobre la produccién de sus
compuestos bioactivos. En este trabajo podria decirse que los cambios observados, no
estuvieron involucrados con la presencia de reacciones ajenas a la electrdlisis del agua, la
cual genera como productos finales Hz2 y Oz, los cuales, al estar presentes en un sistema en
agitacion (como el presentado en este trabajo) vuelven a formar agua, de esta forma, el
estimulo eléctrico no infirié con la composicion del medio, quedando descartados resultados
derivados de compuestos ajenos a los del medio de cultivo. Al establecer que las
electroestimulaciones fueron aplicadas en un sistema en agitacion, tampoco se puede hablar
de cambios generados por la presencia de gradientes de temperatura, de concentracién de
nutrientes y pH, es decir, se operd bajo un régimen de control cinético. De igual forma, la
produccion de oxigeno propiciada por la electrolisis del agua estuvo presente bajo
condiciones de saturacion de oxigeno en las células, debido al sistema experimental
empleado en este trabajo, por tal motivo, el oxigeno no representa un factor preponderante
en los fendmenos observados en el presente estudio.

De esta forma, los efectos del campo eléctrico encontrados estan relacionados con el cambio
que este ejerce sobre el potencial eléctrico de las sustancias intra y extracelulares derivado
del flujo de electrones. A su vez, dichos cambios pueden estar modificando procesos en la
célula a nivel gendmico, protedmico, metabolico, estructural y superficial. Se infirié que el
estimulo eléctrico aplicado en la fase de crecimiento promueve la actividad anabodlica y el
metabolismo glucolitico de S. lividans TK24, lo cual, inhibe la produccién de compuestos
con actividad antimicrobiana y promueve la formacion de gruesas capas de recubrimiento
lipidico en la membrana celular, y un cambio en la composicion de los fosfolipidos de esta y
del peptidoglucano en la pared celular.

Por su parte, el campo eléctrico aplicado en la fase de mantenimiento jugé un papel
sumamente diferente, al permitir y promover la actividad antimicrobiana del microorganismo
presente en el medio UPwmgsos, Y aln mas, al estabilizarla. Por tanto, la estabilidad
antimicrobiana conferida por el estrés eléctrico podria estar asociada a una estabilidad
promovida hacia la proteina con actividad inhibitoria, esto le estaria confiriendo al estrés
eléctrico no solo respuestas a nivel fisiologico del microorganismo, si no también, el estrés
eléctrico estaria infiriendo sobre sus productos metabdlicos, dandoles un mayor valor
agregado. De esta forma, el estrés eléctrico aplicado en las diferentes etapas del metabolismo
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de S. lividans TK24, y en general, de cualquier microorganismo, es una nueva perspectiva de
investigacion que queda abierta con grandes desafios y oportunidades.
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. CONCLUSIONES

El medio de cultivo UPmgsos resulté adecuado para la conduccion de carga eléctrica,
asi como para el crecimiento de S. lividans TK24, mejorando su capacidad de
produccidn de actividad antimicrobiana.

La presencia del sulfato de magnesio disminuyd la produccién de biomasa, al
compararlo con el control positivo, el medio UP.

S. lividans TK24 al crecer en medio UPmgsos, cambi6 la pigmentacion de su medio
desde las 20 h, y dicho pigmento fue de color azul.

El estimulo quimico, derivado de la presencia de Mg?" en el medio de cultivo
UPwmgsos, disminuyd la concentracion de proteinas extracelulares, mientras que el
estrés eléctrico no provocd cambios significativos.

El campo eléctrico implementado a S. lividans TK24 en el medio de cultivo UPmgsos
no afectd su crecimiento.

La aplicacion del campo eléctrico en la fase de crecimiento de S. lividans TK24 no
permitio la produccion de la actividad antimicrobiana, pero aumento la sintesis de
lipidos y carbohidratos y moléculas nitrogenadas en la biomasa.

La aplicacion del campo eléctrico a las 48 h de cultivo, al concluir la produccion de
biomasa, permitiéo mantener la actividad antimicrobiana producida.

La presencia de Mg?* modifico la proporcion de estructuras secundarias de las
proteinas de la biomasa de S. lividans TK24.

Tanto el Mg?* como el campo eléctrico provocaron cambios en el exceso de cargas
superficiales de las células, ampliando el gradiente de potencial zeta con respecto al
pH.
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8. PERSPECTIVAS

El trabajo abordado en la presente tesis de maestria deja una amplia gama de investigacion a
futuro en diversas areas y enfoques de estudio, quedando claro que, la busqueda en la
intensificacion de procesos focalizados a la obtencidn de moléculas bioactivas, provenientes
de microorganismos, mediante la implementacion de campos eléctricos, es un trabajo que
involucra varias disciplinas. Es evidente la necesidad de conocer los mecanismos y respuestas
de produccién a nivel celular, para poder abordar, describir y predecir con mayor precision
los mecanismos referentes a escala industrial. Algunos de las perspectivas de trabajo que
guedan por atender son las siguientes:

« Aislamiento y caracterizacion funcional de la molécula bioactiva con actividad
antimicrobiana presente en el medio UPygso, -

 ldentificacién y caracterizacién de los pigmentos mediante estudios metabolomicos.

« Estudios genomicos, protedmicos y metabolomicos de S. lividans TK24 bajo la
influencia del Mg?" y el campo eléctrico que ayuden a esclarecer los fendmenos
implicados a escala celular, que permitan establecer las bases para un estudio enfocado
a la ingenieria de reacciones.

» Determinar las modificaciones a nivel de la membrana plasmaética, que permitan inferir
sobre los mecanismos de transporte de nutrientes y exportacién o secrecion de
productos metabolicos.

» Implementacion del campo eléctrico en la etapa de readaptacidn del microorganismo, a
fin de evaluar la correlacion que pudiera tener un medio de cultivo disefiado para
produccion de biomasa y el campo eléctrico.

» Evaluacion de nuevas condiciones de tiempo, voltaje, corriente y periodo de aplicacion
del campo eléctrico.

» Disefio de una nueva configuracion del reactor en donde se lleve a cabo el bioproceso,
en el cual, el campo eléctrico mejore la produccion de las moléculas con actividad
antimicrobiana de S. lividans TK24.
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ANEXOS

A.1. RUTAS CATABOLICAS

Las rutas catabolicas degradan las proteinas, polisacéridos y lipidos para producir
principalmente &cidos grasos, glicerol, azicares simples y amino4cidos. Estas moléculas mas
simples posteriormente se degradan en el citoplasma en la segunda etapa del catabolismo
para producir grupos acetilo unidos por un enlace tioéster a la molécula transportadora
coenzima A, lo cual da como resultado el compuesto Acetil coenzima A (acetil CoA), clave
en diversas rutas bioldgicas. En la tercera etapa del catabolismo, el ciclo del acido citrico
(CAC), los grupos acetilo se oxidan para producir COz2, coenzimas reducidas (NADH y
FADH:) y energia en forma de GTP mediante la secuencia repetitiva y cerrada de ocho
reacciones. Los reactivos se regeneran constantemente y fluyen de manera continua, a lo
largo del ciclo, el cual funciona a medida que se encuentren disponibles las coenzimas
oxidantes NAD" y FAD. Las coenzimas reducidas obtenidas del CAC se oxidan mediante la
cadena transportadora de electrones, y es aqui donde retornan al CAC. La cuarta etapa, La
cadena transportadora de electrones, es un conjunto de proteinas transmembrana, en donde
los electrones pasan de un miembro a otro de la cadena de transporte mediante una serie de
reacciones redox. Mediante la quimiosmosis, la energia liberada en estas reacciones sera
capturada para transportar protones a través de la membrana plasmatica, como consecuencia,
se crea un potencial eléctrico y un gradiente de protones (ApH) a través de la membrana. El
trasporte de protones intermembrana se da Unicamente a través de canales especiales, en
donde se produce un flujo termodinamicamente favorable a través de un canal especial que
contiene ATP sintasa, la cual da lugar a la sintesis de ATP. La producciony el uso de energia
en los organismos vivos giran en torno a la interconversion de ATP < ADP.

El ADP y el ATP son anhidridos de acido fosférico, que al igual que los anhidridos
carboxilicos cuando reaccionan con alcoholes al romper un enlace C-O forman un éster
carboxilico, los anhidridos fosféricos reaccionan con alcoholes al romper un enlace P-O para
formar un éster fosfato, ROPO3s?". Las reacciones de fosforilacion con ATP requieren por lo
general la presencia de un cation metalico divalente en la enzima, el cual suele ser Mg?*, para
asi formar un complejo acido/base de Lewis con los a&tomos de oxigeno del fosfato y
neutralizar las cargas negativas (figura Al) [33].
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Figura Al. Dependencia del Mg?* para la fosforilacion con ATP.

A.2. Anabolismo: biosintesis de acidos grasos en bacterias

La sintesis de acidos grasos (AG) es el primer paso en la formacion de lipidos de membrana
y triacilglicéridos, en donde las reacciones enzimaticas que llevan a la formacion de acidos
grasos son basicamente las mismas para todos los sistemas bioldgicos. En bacterias, la
sintesis de acidos grasos es llevada a cabo por la sintasa de acidos grasos tipo Il (FAS II), la
cual lleva las distintas actividades enzimaticas en polipéptidos individuales. La sintesis de
acidos grasos en E. coli ha sido ampliamente caracterizada y se utiliza como modelo de
estudio del mecanismo FAS Il en otras bacterias, por tal motivo, en este trabajo se utilizara
como modelo la sintesis de acidos grasos en E. coli (figura A2).
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Figura A2. Sintesis de acidos grasos en E. coli.

En la figura A2 podemos ver como el proceso de sintesis de AG comienza con la
carboxilacion dependiente de ATP del carbono 2 del acetil-CoA llevada a cabo por la enzima
acetil-CoA carboxilasa (ACC), generando malonil-CoA. Posteriormente, el grupo malonilo
del malonil-CoA es llevado a la proteina transportadora de acilos (ACP) por medio de una
malonil-CoA:ACP transcilasa (FabD), en donde, el malonil-ACP generado sera sustratro de
las enzimas condensantes que iran enlongando las cadenas carbonatadas de los acidos grasos
de a dos unidades de carbono. La enzima f-cetoacil-ACP sintasa Il (FAbH) promueve el
inicio de la cadena carbonada, condensando el grupo acetilo de una molécula de acetil Co-A
con el carbono 2 del malonil-ACP liberando CO2 y generando S-cetobutiril-ACP. Este
intermediario es reducido mediante la B-cetoacil-ACP reductasa (FabG) dependiente de
NADPH, y deshidratado por medio de S-hidroxiacil-ACP dehidratasa (FabZ) gereando el
trans-2-enoil-ACP. Una reduccion NADH a cargo de la trans-2-enoil-ACP reductasa (Fabl)
genera un acil-ACP saturado de cuatro atomos de carbono. Este es el sustrato de la enzima
B-cetoacil-ACP sintasa Il (FabF), que condensa al intermediario acil-ACP con otra molécula
de malonil-ACP, elongando en dos carbonos al intermediario acilado y nuevamente iniciando
un ciclo de reduccion, deshidratacién y reduccién de la cadena carbonatada.
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El conjunto de reacciones descrito produce acidos grasos saturados (AGS), en donde la
longitud promedio esta determinada por una competencia entre FabF, que elonga la cadena,
y las enzimas acil-transferasas, que esterifican el acido graso con glicerol-3-fostato o con
acilglicerol-3-fosfato y generan los intermediarios en la via de sintesis de fosfolipidos de
membrana. Los acidos grasos terminan su elongacion cuando son removidos de FAS Il por
las enzimas acil-transferasas [40].

A.3. Relacién entre la sintesis de acidos grasos y policétidos en Streptomyces

Los policétidos son moléculas con una amplia diversidad estructural, en donde muchos
presentan actividad biolégica como antibi6ticos, inmunosupresores, antiflngicos,
antiparasitarios y anticancerigenos. Aunque presentan una amplia diversidad estructural,
estos comparten la presencia de grupos ceto en su cadena carbonada, por ello el nombre de
policétidos. De igual forma, estos grupos de moléculas tienen en comun el mismo patron de
biosintesis, en donde la policétido sintasa (PKS) es la enzima que cataliza el proceso, y genera
los policétidos a través de condensaciones sucesivas de acidos carboxilicos cortos activados
como esteres de CoA/ACP (como puede ser acetil-malonil o metilmalonil-CoA), de forma
similar a como se describi6 en la sintesis de acidos grasos.

Se decidio mostrar las vias de sintesis de fosfolipidos, triacilglicerol (TAG) y la actinorrodina
en S. coelicolor, las cuales estan bien identificadas (figura A3), debido a que S. coelicolor y
S. lividans estan estrechamente relacionadas filogenéticamente, mas del 93 % de las proteinas
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Figura A3. Relacion entre la sintesis de &cidos grasos y policétidos en Streptomyces.
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codificadas para una especie tienen ortlogos en la otra especie, poseen vias biosintéticas
idénticas que dirigen la sintesis de lipidos y metabolitos secundarios, entre ellos, tres
antibiéticos bien caracterizados: antibidtico dependiente de calcio peptidico (CDA),
antibiotico policétido rojo undecilprodigiosina (RED), y el antibiético policétido azul
actinorrodina (ACT). Aunque las vias biosintéticas son identicas, S. coelicolor y S. lividans
muestran capacidades diferentes para almacenar lipidos de almacenamiento de la familia de
los TAG y para producir policétidos [30].

Particularmente la actinorrodina es un antibidtico policétido de color azul producido por S.
coelicolor. El claster act codifica para una PKS de tipo Il responsable de la sintesis de este
compuesto. La actinorrodina es un compuesto dimeérico que requiere para cada monémero
siete unidades de malonil-CoA y una de acetil-CoA. En S. coelicolor la sintesis de acidos
grasos y la de policétidos estan estrechamente relacionados entre si, ya que comparten el
precursor clave: el malonil-CoA. EI malonil-CoA puede ser dirigido hacia FAS mediante la
transferencia del grupo malonilo a la proteina ACPrab, perteneciente del sistema FASII, y
codificada por el gen acpP; o bien, se puede dirigir hacia la sintesis de Actinorrodina, cuando
este grupo es transferido a ACPact, codificada dentro del cluster act. Pesé a que ambas
proteinas tiene funciones muy diferentes (aunque presentan un alto grado de similitud),
ambos ACP son cargados con un grupo malonilo por una unica malonil-CoA:ACP
transacilasa FabD. De esta forma, dependiendo del estado de crecimiento y las necesidades
celulares, S. coelicolor es capaz de regular la produccién de malonil-CoA por la ACC, y de
guiar dicho precursor hacia FAS o PKS a través de su transferencia a ACPtab 0 8 ACPact [40].
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