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RESUMEN

Komagataeibacter xylinus es la especie mas eficiente, capaz de sintetizar biofilms de
celulosa bacteriana (CB) a partir de una amplia variedad de fuentes de carbono. Este
biopolimero ha recibido una atencién considerable en los ultimos afios por sus diversas
aplicaciones comerciales, especialmente en la industria alimentaria y biomédica debido a

su alta pureza y variedad de formas y texturas.

En el presente estudio se aislo y caracterizo cepas nativas de K. xylinus a partir de fuentes
acéticas como el vino, vinagre de vino y SCOBY de kombucha en los medios H-Sy GYC
comparando su produccién con la cepa de control K. xylinus DSM 2004 en las diferentes

fuentes de carbono (glucosa, suero de leche y etilenglicol) en cultivo estatico.

Se aislaron dos cepas a partir del SCOBY de kombucha. Los resultados revelaron que
ambas cepas denominadas PDC 21 y PDC 25, y la cepa de control sintetizaron CB en
diferentes cantidades a partir de glucosa, etilenglicol y suero de leche fermentado. La cepa
PDC 25 produjo casi 8 veces mas CB que la cepa control en el medio H-S estandar en
comparacién con PDC 21 que solo sintetizd 0.4 veces de CB himeda, mientras que con
etilenglicol PDC 25 sintetizd 1.4 y 3.46 veces mas CB en los medios H-S etilenglicol y
K-etilenglicol respectivamente en comparacion con la cepa de control. Sin embargo, K
xylinus DSM 2004 produjo cantidades mayores de CB en los medios que contenian suero

de leche fermentado.

Palabras clave: Celulosa bacteriana (CB), Komagataeibacter xylinus, biopolimeros, PDC
21, PDC 25, glucosa, suero de leche, etilenglicol.
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ABSTRACT

Komagataeibacter xylinus is the most efficient species, being able to synthesize bacterial
cellulose biofilms (CB) from a great variety of carbon sources. This biopolymer has
received considerable attention on the last few years due to diverse commercial
applications, especially in the food industry and biomedical due to its high purity and

variety in form and texture.

In the present study, native strains of K. xylinus were isolated and characterized from
acetic sources such as wine, wine vinegar and kombucha SCOBY in the media H-S and
GYC comparing its production with the strain from control K. xylinus DSM 2004 in the

different carbon sources (glucose, whey and ethylene glycol) in static cultivation.

Two strains were isolated from the kombucha SCOBY. The results revealed that both
strains denominated PDC 21 and PDC 25, and the control strain synthesized CB in
different amounts from the glucose, ethylene glycol and fermented milk serum. The strain
PDC 25 produced almost 8 more times CB than the strain control in the standard H-S
medium compared with PDC 21 that only synthesized 0.4 times the CB humid, meanwhile
with ethylene glycol PDC 25 synthesized 1.4 and 3.46 more times CB in the media H-S
ethylene glycol and K- ethylene glycol respectively compared by the control strain.
However, K xylinus DSM 2004 produced larger amounts of CB in the media that

contained fermented milk serum.

Keywords: bacterial cellulose (CB), Komagataeibacter xylinus, biopolymers, PDC 21,
PDC 25, glucose, milk serum, ethylene glycol
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.Antecedentes investigativos

1.1.1. Biopolimeros

Los biopolimeros, son polimeros producidos a partir de fuentes naturales, los cuales
pueden ser sintetizados quimicamente a partir de materiales bioldgicos como azucares,
aminodcidos, aceites y grasas o0 biosintetizados completamente por organismos Vivos
como animales, plantas, bacterias y hongos durante su crecimiento (Smith et al., 2016).
Son compuestos quimicos biodegradables y es considerado el compuesto mas organico de
la ecosfera, siendo algunos ejemplos las proteinas, los carbohidratos, los lipidos, los &cidos
nucleicos, los péptidos y los polisacaridos (como el almiddn, glucogeno y la celulosa)
(Wankhade, 2020).

Su importancia en la investigacion en los ultimos afios radica en su abundancia,
biocompatibilidad y propiedades Unicas de biodegradabilidad y no toxicidad potenciando
sus aplicaciones en electronica, dispositivos médicos, energia, envasado de alimentos,
sensores de gases y vapores, etc. (Krebsz et al., 2017). Ademas, el costo relativamente
bajo y la naturaleza renovable hacen que esta clase de material sea adecuado para el
desarrollo de biofiltros y barreras para el tratamiento y uso de efluentes a gran escala,
convirtiéndose en una alternativa a los polimeros sintéticos debido a sus enormes

beneficios ambientales (Ashraf et al., 2016).

A pesar de que se ha determinado que los biopolimeros representan solo un porcentaje
reducido del mercado de polimeros, se ha identificado que poseen la capacidad de
reemplazar del 30 al 90% de los polimeros fabricados a base de petréleo (Shen et al.,
2009).



1.1.2. Tipos de biopolimeros por su origen

1.1.2.1.Biopolimeros naturales

Son aquellos materiales que son sintetizados de forma natural por animales, plantas,
bacterias y hongos, estos se clasifican en proteinas (elastina, colageno, etc.), poliésteres
(&cido polilactico y polihidroxialcanoatos), polisacaridos (quitina, celulosa, almidon,
pectina, hemicelulosa, acido hialurénico), polifenoles (tanino, lignina, acido himico), y
otros (Wankhade, 2020).

1.1.2.2.Biopolimeros sintéticos

Son sintetizados a partir de materiales de origen biologico renovables y son
biodegradables, su sintesis puede ocurrir de forma natural 0 mediante un proceso de
sintesis quimica clasica, en la cual las moléculas sufren una degradacion completa o
parcial sin dejar residuos téxicos dentro del cuerpo o en el medio ambiente, a diferencia
de los polimeros sintéticos que son sintetizados a partir de recursos derivados del petréleo

y su eliminacion es problematica debido a sus propiedades acumulativas (Kubicek, 2015).

Los biopolimeros sintéticos han encontrado su mayor aplicabilidad en la medicina gracias
a sus propiedades Unicas de no inmunogenicidad, estabilidad, liberacion controlada y
eliminaciéon del cuerpo. Son ejemplos de biopolimeros sintéticos: policaprolactona,

alcohol de polivinilo, etc. (Singh et al., 2021).
1.1.2.3.Clasificacion de los biopolimeros segun su degradabilidad
Segun lIbrahimet al., ( 2019) los biopolimeros pueden ser principalmente clasificados en

biodegradables y no biodegradables, y a su vez pueden ser de base biologica y basado en

fosiles. Algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Ejemplos de biopolimeros segln su degradabilidad

Biodegradable No biodegradable
De base bioldgica ) De base
: i i Basado en fosiles S
Plantas Microorganismo Animales bioldgica
PBA (poliadipato o
_ PE (polietileno),
Celulosa 'y PHA . de butileno), PBS
) o ) Quitina ) ) PP
sus derivados (polihidroxialcanoato) (polisuccinato de _ )
_ (polipropileno)
butileno)
PET
o o (politereftalato
o PHF (4cido graso _ PGA (poliacido _
Lignina o ) Quitosano o de etileno), PTT
polihidroxilado) glicélico) )
(politereftalato
de trimetileno)
Almidon y ) ) PCL )
_ Celulosa bacteriana  Hialuronano ) PU (poliuretano)
sus derivados (policaprolactona)
Lipidos Suero POE PC
o Xantano ) ) ) )
(triglicéridos) (proteina) (poliortoéster) (policarbonato)
) ) ) Poliésteres
Carragenina Seda (proteina) Queratina )
insaturados

Fuente: Tomado de Ibrahimet al., (2019).

1.1.3. Celulosa

Es un polisacarido de estructura lineal, compuesto por unidades repetidas de [B-p-
glucopiranosa unidas covalentemente a través de funciones acetales entre el grupo OH
(Figura 1) (Klemm et al., 2005). Su alta degradabilidad, resistencia al hidrdlisis y a la
traccion son sus principales propiedades, encontrando de esta forma diferentes

aplicaciones en las industrias, proponiendo una solucion a los problemas



medioambientales. Por ejemplo, las industrias de alimentos, madera, papel, textil,

cosmética y farmacéutica (Ibrahim et al., 2019).

OH
— "‘-\-\_\_\_‘é_'_ - B &4 HO—7- w OH
szl en S ensy
n-4 OH

Figura 1. Estructura molecular de la celulosa
Fuente: Klemm et al., (2005).

Es considerado el biopolimero mas abundante del planeta con toneladas de produccion
anual de aproximadamente 1.5x 10%? total de biomasa, convirtiéndose en una fuente casi
inagotable de materia prima para la creciente demanda de productos biocompatibles
(Klemm et al., 2005). La celulosa es obtenida generalmente de las plantas; sin embargo,
también puede producirse in vitro a través de las vias enzimaticas, sintesis quimica y

biosintesis a partir de microorganismos (Ullah et al., 2016).

1.1.3.1.Vias de sintesis de la celulosa

Segun Klemm et al., (2005), existen cuatro vias principales para la produccion de celulosa
(Figura 2). La via dominante es a partir de plantas, en las cuales se puede encontrar en
forma casi pura como por ejemplo en los pelos de las semillas del algodon, o aislarla
mediante procesos quimicos de pulpa, separacion y purificacién como es el caso de la
celulosa proveniente de la madera. Ademas, la celulosa puede ser producida por ciertas
bacterias, algas y hongos, siendo aprovechada para el desarrollo de nuevos biomateriales

en futuras investigaciones.

Por otro lado, en los Gltimos afios se ha logrado sintetizar celulosa in vitro, siendo la
primera formacion de celulosa catalizada por la enzima celulasa basada en fluoruro de

celobiosilo (Kobayashi et al., 1991), mientras que la primera quimiosintesis fue llevada



a cabo mediante una polimerizacion por apertura de anillo de restos de pivalato de p-

glucosa sustituidos, seguida de desproteccion (Nakatsubo et al., 1996).
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Figura 2. Principales vias para la formacion de celulosa
Fuente: Modificado de Klemm et al., (2005).

1.1.4. Celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana (CB) es un biopolimero extracelular producido por bacterias
pertenecientes a los géneros Achromobacter, Agrobacterium, Acetobacter, Rhizobium,
Sarcina, etc., siendo la especie Komagataeibacter xylinus perteneciente a la familia de las
acetobacterias la que produce niveles relativamente altos de CB de elevado nivel de
pureza, matriz nano fibrilar y cristalinidad mucho mas alta que la celulosa vegetal a partir
de una amplia variedad de fuentes de carbono y nitrégeno, convirtiéndose en un modelo

ideal para estudios de produccion de este biopolimero (Islam et al., 2017).

Se diferencia de la celulosa vegetal por no contener impurezas asociadas con las plantas
como hemicelulosa, pectina y lignina (Gullo et al., 2019). Ademas, posee diversas

propiedades estructurales, bioquimicas y mecénicas tales como bioadaptabilidad,



biodegradabilidad, bioconsistencia, estabilidad quimica, excelente capacidad para
absorber agua (aproximadamente 200 veces su peso) debido a su estructura reticulada, alta

resistencia a la traccion, alta resistencia en himedo, entre otras (Amin et al., 2012).
1.1.4.1.Estructura

La estructura primaria de la CB consiste en una cadena de -1-4-glucano, con la formula
(CeH100s)n (Figura 3), la cual experimenta eventos de agregacion para formar una
estructura en forma de cinta y posteriormente formar la estructura secundaria que genera
la red 3D bien estructurada, caracteristica de la CB (Koyama et al., 1997). La estructura
terciaria, como resultado de los enlaces de hidrégeno intermoleculares y fuerzas de van
der Waals, estabiliza toda la estructura a través de una red de enlaces de hidrégeno
intramolecular por hidroxilos y oxigeno del anillo entre los residuos de glucosa (Fontana
et al., 2017). Ademas, la formacion de puentes de hidrogeno influye en las propiedades
fisicas y mecanicas de la celulosa otorgandole solubilidad, cristalinidad y contribuyen a
la energia de deformacion (20%) (Tashiro & Kobayashi, 1991).
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Figura 3. Estructura quimica de la CB
Fuente: Tomada de Lustri et al., (2015).

La CB se diferencia de la vegetal por el contenido de celulosa I, y I, los cuales difieren

por el sistema cristalino, siendo el 1, la celulosa predominante en la CB con un rango de
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60 a 80%, el cual se caracteriza por ser una fase metaestable de celulosa | (forma paralela
de celulosa) con una celda unitaria triclinica, mientras que la celulosa Iges una fase estable
de celulosa con una celda unitaria monoclinica de dos cadenas (Figura 4), por lo cual la
CB es menos estable termodinamicamente que otros tipos de celulosa que tienen un mayor
porcentaje de celulosa Ig (Nishiyama et al., 2003). Sin embargo, la relacién entre estas
dos formas cristalinas depende del microorganismo y de las condiciones de cultivo
(Carrefio et al., 2012).
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Figura 4. Tipos de celulosa | presentes en la CB
Fuente: Modificado de Van Zyl & Coburn, (2019).

1.1.4.2.Funcion fisioldgica de la celulosa bacteriana

Segun Hestrin & Schramm, (1954), las bacterias aerobias estrictas producen celulosa
principalmente para mantenerse lo méas cercana a la superficie de la solucion (fase
gaseosa), otros consideran que la producen para facilitar las interacciones simbioticas a
través de la adhesion celular, protegiéndose contra enemigos o iones de metales pesados,

y ademads otorga a su habitat natural proteccion quimica, mecénica y bioldgica (Ross et
al., 1991).

1.1.4.3.Biosintesis



La produccion de celulosa esté regulada por el suministro de oxigeno y es independiente
de la concentracion de la fuente de carbono (Budhiono et al., 1999). La fuente de carbono
es tipicamente la glucosa, pero también pueden ser otras fuentes como manitol, melaza o

jugo de frutas (Ross et al., 1991).

La sintesis de celulosa ocurre en el interior de la bacteria y se extruye como microfibras
en forma de cinta entre las membranas externa y citoplasmatica a una velocidad de 2
pum/min (Carrefio et al., 2012). Estas bacterias poseen poros de 3.5 nm, los cuales se
encuentran alineados diametralmente en la membrana celular donde se encuentra el
complejo enzimético celulosa-sintasa, rodeando cada uno de los poros por donde es
excretada la CB en forma de subfibrillas. Estas subfibrillas de 1.5 nm de ancho, a su vez
permiten el autoensamblaje de haces de microfibrillas por parte de las bacterias, las cuales
posteriormente producen las fibras y el empaquetamiento de celulosa (Figura 5) (Tokoh
etal., 1998).

Medio de cultivo

Fibrilla Microfibrilla Subfibrilla elemental

e ; . Poros de /
Complejo en.2|mat|co raembrans
celulosa sintasa Membrana
Acetobacter xylinum celular

Figura 5. Esquema de la formacion de CB del microorganismo Acetobacter xylinum
Fuente: Modificado de Jonas & Farah, (1998).

Existen cuatro pasos enzimaticos clave en la sintesis de la CB, los cuales estan divididos
en dos etapas principales: la primera es la conversion de la fuente de carbono y la segunda
la formacion de la celulosa y su excrecién al medio de cultivo (Carrefio et al., 2012). En
la Figura 6 se muestra como en primer lugar, la glucosa es convertida a glucosa-6-fosfato

(Glc-6-P) por accidn de la enzima glucoquinasa, luego la Glc-6-P se isomeriza a glucosa-



1-fosfato (Glc-1-P) por accion de la fosfoglucomutasa, posteriormente la Glc-1-P se
convierte en uridina difosfoglucosa (UDP-glucosa) en presencia de la enzima UDPG
pirofosforilasa, la cual finalmente puede ser utilizada por la celulosa sintasa para la sintesis
de celulosa (Lee et al., 2014). La celulosa sintasa requiere de un complejo proteico
esencial para la sintesis de celulosa, formado por dos subunidades principales derivadas
de bacterias: BcsA la cual es una proteina interna y BcsB que es una proteina periplasmica

que esta anclada a la pared interna (Morgan et al., 2013).
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Figura 6. Biosintesis de CB
Fuente: Modificado de Lin et al., (2013).

1.1.4.5.Técnicas de fermentacion
1.1.45.1. Cultivo estético

En condiciones de cultivo estatico, las bacterias forman peliculas planas de celulosa

(aproximadamente el 1% del peso total) en forma de gel en la interfaz aire — liquido del
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sistema de cultivo, lo cual permite acondicionar una serie de factores de forma que
permitan la exposicién al oxigeno, tales como tubos, frascos o bandejas poco profundas,
siendo la formacion de CB proporcional a la superficie del recipiente que la contiene
(Isobe et al., 2018).

Este método consiste en inocular la bacteria y dejarla en reposo hasta evidenciar la
formacion de una capa gelatinosa, que posteriormente dara lugar a la formacion de capas
superpuestas, incrementandose asi el espesor de la biopelicula a medida que transcurra el

tiempo de fermentacion (Van Zyl & Coburn, 2019).

Sin embargo, a pesar de ser uno de los métodos mas empleados presenta inconvenientes
como el requerimiento de tiempos largos y grandes areas superficiales, lo cual dificulta su

produccion a escala industrial (Carrefio et al., 2012).

1.1.4.5.2. Cultivo agitado

La produccion de celulosa en un cultivo agitado, genera formas de celulosa agregadas
irregularmente que varian segun la cepa bacteriana, tipo de reactor y condiciones de
operacion aplicadas (Singhsa et al., 2018). A pesar de que en el cultivo agitado existe un
incremento en la dispersion del material sélido debido al aumento de la tension de
cizallamiento, lo cual favorece tanto el crecimiento de las bacterias como las tasas de
sintesis de celulosa (Toyosaki et al., 1995), este tipo de cultivo puede ocasionar
mutaciones en ciertas cepas que conducen a cultivos incapaces de producir CB debido a
que la agitacion lesiona la maquinaria enzimatica y favorece el crecimiento de células no
formadoras del biopolimero, afectando de esta forma su productividad y escalamiento
industrial (Carrefio et al., 2012).

Tanskul et al., (2013), identificé que el cultivo agitado interfiere con el proceso de

cristalizacion de la CB induciendo la formacion de celulosa Ig, es decir que se produce

una celulosa termodinamicamente mas estable.
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1.1.5. Komagataeibacter xylinus

Komagataeibacter xylinus, anteriormente llamada Bacterium xylinum, Acetobacter
xylinum y Gluconacetobacter xylinus (Tabla 2), es un miembro de las bacterias del acido
acético (BAA), aerobio estricto en forma de baston, no patdgena, Gram negativo y catalasa
positivo, el cual se encuentra normalmente en vinagres, vinos, té de kombucha, frutas y
verduras, siendo capaz de producir celulosa al absorber azicares como glucosa y fructosa
(Lavasani et al., 2017). Estas bacterias forman CB de espesor variable que ayuda a las
bacterias colonizadas a mantener un alto contenido de oxigeno cerca de la superficie, y

son capaces de oxidar el acetato y el lactato en agua y CO2 (Klemm et al., 2005).

Esta especie fue descrita por primera vez por Adrian John Brown en 1886 (Van Zyl &
Coburn, 2019) y en el 2012, Yamada et al., (2012), la establecieron en el género G°
Komagataeibacter, el cual ademas hace referencia al microbiologo de la Universidad de
Tokio, el Dr. Komagata, quien aporto a la clasificacion de estas especies acéticas. Esta
nueva especie se caracteriza por sus colonias de color crema suave, capaz de crecer en el

medio Hestrin-Scharmm (HS), con tamarios de 0.5 - 0.8 x 1.0 — 3.0 pum.

Tabla 2. Taxonomia de K. xylinus

Clasificacion cientifica

Reino Monera
Filo Proteobacterias
Clase Alfaproteobacterias
Orden Rhodospirillales
Familia Acetobacteraceae
Género Komagataeibacter
Especies Komagataeibacter xylinus

Fuente: Yamada et al., (2012).
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1.1.6. Fuentes de carbono
1.1.6.1.Glucosa

La glucosa es el monosacarido mas empleado como fuente de energia en la formulacion
de los diferentes medios de cultivo y es considerada la fuente carbono por excelencia para
el crecimiento y aislamiento del género Komagataeibacter (Van Zyl & Coburn, 2019).
Se metaboliza a través del ciclo de pentosa-fosfato o el ciclo de Krebs, dependiendo del
estado fisioldgico del cultivo, en el caso del K. xylinus en la ruta convencional, es
aprovechada para la formacion final de CB gracias a la accion de la enzima principal

celulosa sintasa (Gullo et al., 2017).

1.1.6.2.Suero lacteo

Es un subproducto de la industria lactea, el cual se genera posterior a la precipitacion de
la caseina a un pH de 4.5 y es considerado una rica fuente de nutrientes. Esta compuesto
principalmente por lactosa (4.5 a 5.0% p/v), proteinas solubles (0.6 a 0.8% p/v), lipidos
(0.4 a 0.5% p/v) y sales minerales (8 a 10% p/v) (Kaur et al., 2020). Ademas, contiene
otros ingredientes como acido lactico, &cido citrico, compuestos nitrogenados no proteicos
y grupo de vitamina B (Raiszadeh et al., 2020).

El suero es producido en enormes cantidades en todo el mundo y si no es tratado,
representa una gran amenaza para el medio ambiente, debido a que posee altos valores de
DBO (40 -60) y DQO (50 — 80) por las altas concentraciones de lactosa, proteinas y sales

minerales (Alvarez et al., 2011).

La mayoria de las industrias lacteas no cuenta con la tecnologia adecuada para su manejo
sustentable; sin embargo, al ser rico en nutrientes, hoy en dia el suero presenta importantes
oportunidades en aplicaciones alimentarias y no alimentarias (Kaur et al., 2020), siendo

ademas empleado como sustrato para el crecimiento de microorganismos en diferentes
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procesos de fermentacion y la posterior produccion de diferentes productos como

polimeros, geles y peliculas comestibles (Jelen, 2011).

1.1.6.3.Etilenglicol

El etilenglicol es un alcohol que tiene una estructura similar al glicerol. El glicerol es un
triol C3 y el etilenglicol también es un poliol, pero un diol C2; sin embargo, a pesar de
poseer dos grupos de alcoholes, no es empleado como combustible (Minteer, 2011). Se
produce generalmente mediante la oxidacion del recurso de origen petroquimico, el
etileno, y también se puede producir a partir de una ruta sostenible que emplea un recurso
biolégico renovable Ilamado glicerol; un residuo de la industria del biodiesel
(Kandasamy et al., 2019) y ademas, se puede biodegradar en condiciones aerdbicas y

anaerdbicas en el agua y el suelo (Roy, 2016).

A pesar de ser considerado toxico, es muy usado debido a su baja volatilidad, densidad de
energia bastante alta y alto punto de ebullicion en comparacion con otros combustibles
organicos (Ogumi & Miyazaki, 2009).

1.1.7. Fuentes acéticas de aislamiento de Komagataeibacter xylinus
1.1.7.1.Vino

Es una bebida alcohdlica elaborada generalmente a partir de uvas fermentadas, donde se
Ileva a cabo dos procesos fundamentales: la fermentacion alcohdlica, llevada a cabo por
las levaduras que consumen el azucar de las uvas y las convierten en etanol y didxido de

carbono y la fermentacion malolactica (Joyeux et al., 1984).

Las bacterias acéticas son capaces de transformar el etanol en &cido acético, alterando las
propiedades organolépticas del vino mediante el incremento de la acidez volatil (>0.9 g/L
de &cido acético), siendo consideradas bacterias indeseadas (Pérez et al., 2014); sin

embargo, su presencia en el vino es casi inevitable ya que son capaces de sobrevivir a
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ambientes anaerobios o0 semianaerobios, siendo necesario el empleo de agentes
antimicrobianos como el anhidrido sulfuroso y temperaturas de conservacion cercana a

10°C en la cual las bacterias acéticas son menos activas (Kadere et al., 2008).

1.1.7.2.Vinagre de vino

El vinagre es un producto &cido que surge a partir de la oxidacién de sustratos que
contienen etanol (Gomes et al., 2018). El proceso de obtencion del vinagre comprende la
fermentacion de dos etapas: la conversion anaerdbica de azUcares a etanol llevada a cabo
por las levaduras, seguido de la oxidacion aerdbica del etanol a &cido acético, realizado

por las bacterias del acido acético (Yetiman & Kesmen, 2015).

Los sustratos generalmente empleados para la produccion de vinagre suelen ser vino, sidra
0 sustratos alcohdlicos derivados de la fermentacion de frutas, etc. (Yetiman & Kesmen,
2015).

La microflora prevalente en los vinagres depende del porcentaje de acidez presente
(Gomes et al., 2018). En estudios llevados a cabo por Gullo et al., (2006) se han
encontrado especies del género Gluconobacter en vinagres con alta acidez (>0.6 % p/v de
acido acético), mientras que en vinagres con baja acidez se han hallado especies de
Acetobacter.

1.1.7.3.Kombucha

El té de kombucha es una bebida probidtica originaria del noreste de China, Manchuria
(Chakravorty et al., 2016) elaborada a partir de la fermentacion del té negro o verde
azucarado con un cultivo simbiético de organismos fungicos y bacterianos, también
conocido como SCOBY, el cual es reconocido como una red de celulosa flotante que
contiene bacterias del acido acético y especies de levaduras osmofilicas (Cosio et al.,

2020). La composicion microbiana exacta de la kombucha varia dependiendo de la fuente
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de indculo para la fermentacion del té y de las condiciones especificas de la preparacion
(Jayabalan et al., 2014).

La principal via metabdlica de la fermentacion de la kombucha (Figura 7) comienza
cuando las levaduras fermentan la glucosa y fructosa a etanol, que seguidamente es
oxidada por las BAA en &cido acético, siendo el compuesto organico dominante en la
bebida (Angela et al., 2020). Ademas, es rica en acido gluconico, glucorénico, citrico, L-

lactico y vitaminas B1, B2, B6, B12, C, asi como 14 aminoacidos (Cosio et al., 2020).
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Figura 7. Interaccién microbiana en la fermentacion del té de kombucha
Fuente: Modificado de Villarreal-Soto et al., (2018).

Entre las bacterias mas dominantes presentes en el SCOBY de kombucha destacan los
géneros Gluconacetobacter, Agrobacterium, Aeorobacter, Achromobacter, Azotobacter,
Sarcina, Rhizobium, Salmonella y Escherichia (Chakravorty et al., 2016). Ademas de
aquellas productoras de celulosa como Komagataeibacter xylinus, Komagataeibacter
kombuchae, Gluconacetobacter sp, Acetobacter aceti, Acetobacter nitrogenificans,
Acetobacter pasteurianus, Acetobacter liquefaciens, Bacterium gluconicum y
Gluconobacter oxydans (Jayabalan et al., 2014). Mientras que, la ecologia de las
levaduras estd dominada por Saccharomyces, Saccharomycodes, Zygosaccharomyces,
Candida, Pichia, Mycoderma, entre otras (Villarreal et al., 2018).
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1.1.8. Aplicaciones industriales de la celulosa bacteriana

En los altimos afios, se ha incrementado el interés en aplicaciones comerciales de la CB,
Ilevandose a cabo diversos estudios principalmente en la industria alimentaria y biomédica

debido a su alta pureza y variedad de formas y texturas (Carrefio et al., 2012).

Toscano Avila et al., (2020) emplearon la CB de Komagataeibacter xylinus como
recubrimiento de mora de castilla y estimaron su vida util con la finalidad de mejorar sus
caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales obteniendo resultados de conservacion de

sus caracteristicas iniciales y extension de su vida util a 9 dias.

Ademas, la CB es empleada como inmovilizador de probidticos y enzimas. Fijalkowski
et al., (2016) inmovilizaron cepas probidticas de Lactobacillus spp al incluirlas en el
medio de cultivo para la produccion de CB, demostrando que la CB es til como soporte

de inmovilizacidn para estas cepas, protegiéndolas contra los jugos gastricos.

Otros investigadores como Wu & Lia, (2008) inmovilizaron la glucoamilasa en perlas de
CB incrementando la estabilidad de la enzima frente a los cambios en los valores de

temperatura y pH mas bajos.

Por otro lado, se han realizado algunos intentos para controlar la liberacién de farmacos a
partir de sistemas de administracion basados en CB. Con este fin, Amin et al., (2012)
emplearon CB en polvo para recubrir comprimidos de paracetamol, demostrando que la
CB formaba peliculas blandas de alta calidad, plegables, flexibles y uniformes cuya tasa
de liberacion del farmaco in vitro dependia del grosor de la pelicula de CB
aprovechandose la alta resistencia a la traccion y la tasa de retencion de agua de este

biopolimero.

La regeneracion de tejidos esté a la vanguardia de la investigacion biotecnoldgica, Roman
et al., (2019) aprovecharon la porosidad de la CB para facilitar el crecimiento del
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cartilago. El uso de la CB como material de filtracion se ha explorado recientemente
debido a su red fibrosa en forma de malla, a la cual se han agregado varios compuestos
como el 6xido de grafeno para obtener filtros de alta resistencia mecanica, convirtiéndose
en un método de filtracion muy atractivo para la industria farmacéutica y depuracion de

aguas (Pirsa et al., 2018). En la Tabla 3 se muestra otras aplicaciones de la CB.

Tabla 3. Ejemplos de algunas aplicaciones comerciales de la CB

Tipo Descripcion

Diafragma de altavoz aclstico La membrana de la CB se puede emplear para
procesar peliculas acusticas.

Fabricacion de papel La CB se puede modificar para incrementar la
resistencia del material para la elaboracion del papel.

Aposito para heridas Es empleada debido a su alta retencion de agua,
biocompatibilidad y excelente propiedad mecanica.

Vaso sanguineo artificial La CB através de algin recubrimiento de péptidos o
tratamiento quimico se puede utilizar en ingenieria de
tejidos.

Papel electrénico La CB posee buena conductividad eléctrica si se
incorpora con nanoparticulas como nano oro o0 nano
carbono.

Biosensor Para detectar biorreacciones

Perforacion del tabique nasal Puede ser implantado en organismos vivos para
alternar algunos tipos de tejidos blandos.

En la refineria Para la absorcion de aceites y toxinas
En la industria textil Material de elevada absorcion acuosa
En la industria cosmética Empleado como estabilizador de emulsiones, cremas

y acondicionadores.
Fuente: Lin et al., (2013).
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Por la gran variedad de aplicaciones mencionadas y la necesidad de encontrar sustratos
econdmicos para la produccion de biofilms bacterianos, en la presente investigacion se
plantea el aislamiento y caracterizacion de una cepa nativa de Komagataeibacter xylinus
de diferentes fuentes acéticas y la posterior comparacién de su crecimiento en diferentes

sustratos como el suero de leche y etilenglicol.

1.2.0Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Aislar y caracterizar cepas nativas de Komagataeibacter xylinus para su

comparacion de crecimiento en diferentes sustratos.

1.2.2. Objetivos especificos

Aislar una cepa nativa de Komagataeibacter xylinus de diferentes fuentes acéticas

COmo Vinos y vinagres.

Identificar y comparar la cepa nativa con la cepa tipo K. xylinus DSM2004.

Realizar una prueba de produccion de biofilms con la cepa nativa y la cepa tipo a

partir de suero de leche y etilenglicol.
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METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Materiales de laboratorio

Matraz Erlenmeyer 250 ml
Matraz 1000 mL

Probetas 10 ml

Probetas de 100 mL
Tubos Falcon de 50 mL
Buretas
Pipetas
Micropipetas de
variable

Balones de aforo
Cajas Petri de vidrio
Mechero

Espatulas estériles
Gradillas

Pinza metalica

2.1.2. Reactivos

Extracto de levadura
Peptona

Fosfato disddico (Na2HPO4)
Acido citrico (C6H807)
Agar nutritivo

Glicerol (C3H803)

CAPITULO II

volumen
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Frascos de tapa azul
Papel aluminio
Papel film

Papel filtro

Fundas ziploc

Papel absorbente

Papel industrial

Puntas para pipetas de 200 pL, 1

mL, 10 mL

Asa de siembra
Esferas de cristal
Guantes de nitrilo
Mascarillas

Rotuladores

D-glucosa (C6H1206)
Hidroxido de sodio (NaOH)
Carbonato de calcio (CaCO3)
Medio MRS

Suero de leche

Etilenglicol



e Cristal violeta

e Lugol

e Safranina

e Alcohol 70%

e Kit comercial PureLink®
Genomic DNA kits for
purification of genomic DNA

2.1.3. Equipos

e Autoclave (HIRAYAMA/HV-110)

e Agitador incubador orbital (Shaker mini-Benchmarle)
e Balanza analitica (Mettler Toledo XSE205 DualRange)
¢ Incubadora (Isotherm)

e Refrigerador (LG)

e pHmetro (Mettler Toledo Seven Compact)

e Ultra congelador (Binder)

e Camara de flujo laminar (OptiMAIRR)

e Micropipeta manual (Thermo Scientific, Dinamarca)
e Centrifuga (Rotina 380-Hettich Zentrifugen)

o Vortex MIXER

e Termociclador (MULTIGENE OPTIMAX)

e Bafio seco digital (AccuBlock)

e Nano drop (Thermo Scientific)

2.1.4. Recursos tecnoldgicos

e Base de datos BLAST de NCBI
e Software MEGA X
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2.2. Métodos

2.2.1. Medios de cultivo para el aislamiento de Komagataeibacter xylinus

Para la obtencion de medio sélido de los diferentes medios de cultivo (Tabla 4 y 5) se

adiciond 15 g de agar por cada litro de medio.

2.2.1.1. Medio H-S

Para el aislamiento de la bacteria K. xylinus se utiliz6 un medio estandar para el cual se
empled la metodologia descrita por Hestrin & Schramm, (1954) con el uso del medio H-

S para la produccion de CB, el cual se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Componentes del medio de cultivo H-S

Componentes g/L pH
Glucosa 20
Peptona 5
Extracto de levadura 5 6
Fosfato disodico 2.7
Acido citrico 1.15

Fuente: Hestrin & Schramm, (1954).

2.2.1.2. Medio GYC

El medio GYC (glucosa, extracto de levadura, carbonato de calcio) es empleado para
aislar bacterias del acido acético, siendo considerado un medio estandar de crecimiento,
el cual es capaz de detectar la presencia de microorganismos productores de &cido
(Sharafi et al., 2010). Para el aislamiento de K. xylinus se empled el medio GYC, cuya

composicion se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Componentes del medio de cultivo GYC

Componentes g/L pH
Glucosa 100

Extracto de levadura 10 6.8
Carbonato de calcio 20

Fuente: Sharafi et al., (2010).

2.2.1.3. Medio H-S — Etilenglicol/suero de leche fermentado

El medio de cultivo H-S fue modificado sustituyendo totalmente la glucosa por
etilenglicol y suero de leche fermentado (Tabla 6) para evaluar los efectos de los diferentes

medios de cultivo sobre la produccion de la CB.

Tabla 6. Componentes de los medios de cultivo H-S modificados

Componentes de los medios modificados g/L pH
Suero de leche ) )
Etilenglicol 20
fermentado
Peptona Peptona 5 68
Extracto de levadura  Extracto de levadura 5 '
Fosfato disédico Fosfato disédico 2.7
Acido citrico Acido citrico 1.15

2.2.1.4. Medio K-suero de leche fermentado/etilenglicol

Se empleo el medio k (Tabla 7), el cual es un medio econémico disefiado con el fin de

probar bajar los costos de produccion de CB.
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Tabla 7. Componentes de los medios de cultivo K-suero de leche/etilenglicol

Componentes g/L pH
Suero de leche
fermentado o 20
etilenglicol 6.5
Peptona 20
Extracto de levadura 5
Acido citrico 1.2

2.2.2. Obtencion del suero de leche fermentado

Para la obtencién del suero de leche fermentado se sembré en un matraz de 500 mL, 2 g
de una cepa de Lactobacillus en 200 mL de medio MRS y se incub6 a 37°C a 200 rpm
durante toda la noche. Al dia siguiente, en un matraz se afiadié 200 mL de suero de leche
y 50 mL del cultivo obtenido y se incubd a 37°C a 200 rpm durante 3 horas. Finalmente,
se obtuvo el suero de leche fermentado el cual fue empleado en la preparacion de los

medios liquidos.

2.2.3. Obtencion de biofilms a partir de la cepa comercial Komagataeibacter xylinus
DSM 2004

Para la obtencion del biofilm a partir de los medios liquidos H-S, H-S suero de leche
fermentado/etilenglicol, K- suero de leche fermentado/etilenglicol se emple6 la cepa
comercial Komagataeibacter xylinus DSM2004. La cepa de fue adquirida de Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH y fue proporcionada por el
grupo del Dr. Pastor del Departamento de Genética, Microbiologia y Estadistica de la

Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona.
En un tubo falcon se coloc6 15 mL del medio H-S y el biofilm contenido en una caja Petri
de la cepa DSM 2004, se llevo al vértex por 15 minutos a méaxima velocidad.

Posteriormente, en 3 matraces Erlenmeyer de 125 mL se colocé 25 mL de medios liquidos
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(H-S, H-S etilenglicol, H-S suero de leche) en cada matraz con 1 mL del contenido del

cultivo y se incub6 a 25°C por 15 dias y se observo diariamente la formacion del biofilm.

Ademas, se realizaron estriados compuestos de la cepa en medio H-S so6lidos contenidos
en cajas Petri, y se agreg6 50 pL del cultivo del tubo falcon y se llevd a incubar a 30°C
por 48 horas. Estos cultivos en Agar sirvieron para realizar la conservacion de la cepa en

15% de glicerol y la identificacion morfoldgica por tincién Gram convencional.

2.2.4. Aislamiento de cepas bacterianas productoras de CB a partir de vino, vinagre
de vino, té de kombucha y SCOBY de kombucha

El aislamiento de las cepas K. xylinus productoras de CB se realizd a partir de una muestra
de vino, vinagre de vino y té de kombucha empleando los medios de cultivo H-Sy GYC
solidos. Para ello, se realizo diluciones seriadas (10-107 para el vino y vinagre de vino y
101-10%9 para el té de kombucha) en tubos de ensayo, donde se sembraron 1 mL de las
muestras en 9 mL de agua peptonada en cada uno de los tubos, posteriormente se tomé
una alicuota de 100 pL del cultivo de las diluciones 10°, 10 y 10”7 para las muestras de
vino y vinagre de vino y 107, 10® y 107 para el té de kombucha y se resembraron en
placas en medios de cultivo solido (HS-agar y GYC-agar) por triplicado para comenzar
con el aislamiento y purificacion de las cepas. Finalmente se incubd a 30°C durante 72
horas (Gullo et al., 2017) y se observo diariamente el crecimiento bacteriano.

Para el aislamiento de las cepas de K. xylinus a partir del SCOBY de kombucha empleando
los medios de cultivo H-S y GYC s6lidos, se tomo una pequefia cantidad de SCOBY en
50 mL de medio H-S liquido contenido en un matraz y se llevo al vortex durante 10
minutos para que las bacterias se desprendan. Posteriormente, se tom6 1 mL del contenido
del matraz y se realizo diluciones seriadas (101-10) en tubos de ensayo, donde se sembrd
1 mL de la muestra en 9 mL de agua peptonada en cada uno de los tubos, luego se tomo
una alicuota de 200 pL del cultivo de las diluciones 102, 10“y 10 y se resembraron en
placas en medios de cultivo sélido (HS-agar y GYC-agar) por triplicado para comenzar
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con el aislamiento y purificacion de las cepas. Finalmente, se incub6 a 25°C durante 72

horas y se observé diariamente el crecimiento bacteriano.

2.2.5. Seleccidn de cepas bacterianas productoras de CB a partir de vino, vinagre de
vino, té de kombuchay SCOBY de kombucha

Se seleccion cepas bacterianas de las cajas Petri con medios H-S y GYC agar inoculadas
con las muestras de vino, vinagre de vino, té de kombuchay SCOBY vy se realiz0 estriados
compuestos en medio H-S solido por triplicado. Finalmente, se incubé a 30°C (muestras

de vino, vinagre de vino y te de kombucha) y 25°C (muestras de SCOBY) por 72 horas.

2.2.6. Obtencion de los biofilms en medios liquidos

A partir de los cultivos puros obtenidos en placa de las muestras de vino, vinagre de vino
y té de kombucha, se tomd el contenido de la mitad de cada placa con el empleo de una
asa de siembra y se depositd en un tubo falcon (para cada cepa) que contenia 5 mL de
medio H-S estandar y se llevo al vortex durante 10 minutos para posteriormente llevar a
cabo ensayos por triplicado en cajas Petri, donde se coloc6 15 mL de medios liquidos (H-
S, H-S suero de leche fermentado/etilenglicol, K-suero de leche fermentado/etilenglicol)

con 0.5 mL del in6culo y se incubaron a 30°C durante 15 dias en condiciones estaticas.

Para los cultivos en placa obtenidos a partir de la muestra de SCOBY de kombucha y la
cepa comercial DSM2004, se tomo el contenido de una placa entera y se deposito en un
vaso de precipitado (para cada cepa) que contenia 50 mL de medio H-S estandar y
seguidamente se llevd al vortex durante 10 minutos para posteriormente llevar a cabo
ensayos por duplicado en matraces Erlenmeyer de 100 mL y vasos de precipitacion de
100 mL, los cuales contenian 2 mL de in6culo en 50 mL de medios liquidos (H-S, H-S
suero de leche fermentado/etilenglicol, K-suero de leche fermentado/etilenglicol).

Posteriormente, los cultivos se incubaron a 25°C durante 15 dias en condiciones estaticas
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(Gullo et al., 2019), y mediante observacion periddica se identificd la formacion del

biofilm de celulosa bacteriana en los medios.

2.2.7. Conservacion de las cepas productoras de CB

Para la conservacion de las cepas seleccionadas se realizo cultivos en tubos Falcon que
contenian una cuarta parte de las colonias contenidas en una caja Petri depositadas en 5
mL de medio H-S estandar, los cuales seguidamente se incubaron a 37 °C a 200 rpm
durante toda la noche. Posteriormente, se afiadié 750 pL de glicerol estéril (15%),
seguidamente se llevo al vortex por 30 segundos y finalmente se colocaron en tubos

eppendorf debidamente rotulados y se ultracongelaron a -80°C.

2.2.8. Recuperacion de la CB

La pelicula de CB sintetizada fue retirada manualmente de los cultivos mediante el empleo
de una pinza metalica y posteriormente se sumergio en una solucion de NaOH al 1% y
llevada a una temperatura de 60°C durante 10 minutos, luego se realizaron lavados
repetidos con agua destilada y se empleo fenolftaleina para comprobar la neutralizacion
completa (Zhang et al., 2018). Finalmente, las peliculas fueron pesadas en la balanza

analitica para evaluar la diferencia entre ellas.

2.2.9. Identificacion morfologica de las cepas aisladas

La identificacion de las cepas aisladas se baso en la identificacion de las caracteristicas
morfoldgicas, para lo cual se aplico una tincion Gram convencional para cultivos frescos
de todas las cepas seleccionadas a partir de los cultivos en placa de los medios H-Sy GYC.
La morfologia celular, el tamafio, el movimiento y la presencia de esporas se determinaron

mediante microscopia optica (Zhang et al., 2018).

26



2.2.10. Extraccion del ADN genémico

Se empled el protocolo del PureLink® Genomic DNA Kkits para preparar el lisado de
células bacterianas Gram negativas. Para ello, se llevo a cabo un dia anterior un cultivo
de cada una de las cepas en 5 mL de medio H-S estandar incubado a 37°C a 200 rpm
durante toda la noche. Al dia siguiente, se centrifug6 las muestras a 4500 rpm durante 10
minutos y se descartd el sobrenadante. En primer lugar, se llevd a cabo la lisis celular
donde se resuspendio el sedimento celular en 180 pL de tampdn de digestién gendémico
PureLink® y se agregd 20 pL de proteinasa K (20 mg/mL) y se mezclé por un breve
periodo en el vortex. Posteriormente, se llevé a incubar a 55°C durante 30 minutos,
finalizado el tiempo se agregd 20 puL de RNAasa (20 mg/mL) al lisado, luego se mezcld
bien en el vortex por un breve periodo y se incubd a temperatura ambiente durante 2
minutos. Luego, se agregd 200 pL de tampon de union/lisis gendmica PureLink® y se
mezcld bien hasta obtener una solucion homogénea. Finalmente, se afiadié 200 pL de
etanol al 96-100% al lisado y se mezcld en el vortex durante 5 segundos para obtener una

solucién homogeénea.

En columnas de centrifugado PureLink® se transfiri6 cada lisado (aproximadamente 640
pL) y se centrifugd a 2250 rpm durante 10 minutos, luego se desechd el sobrenadante y
se afladié 500 pL de tampdn de lavado 1 a la columna y se centrifugd nuevamente a 2250
rpm durante 10 minutos. Seguidamente, se desechd el sobrenadante y se afiadié 500 pL

de tampon de lavado 2 a la columna y se centrifug6 a 2250 rpm durante 15 minutos.

Finalmente, la columna de centrifugado se colocé en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se
afadio 180 pL de tampon de elucion gendmico PureLink® (10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 0.1
mM EDTA) y se incubd durante 1 minuto a temperatura ambiente, seguidamente de
centrifugd a 2250 rpm durante 3 minutos y se desechd la columna y se obtuvo el ADN
gendémico purificado en el tubo eppendorf, el cual fue almacenado a -20°C hasta ser

utilizado.
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1.2.11. Identificacion molecular de las bacterias aisladas

La identificacion molecular que incluye la amplificacion de ADN 16S por PCR (Reaccion
en cadena de la polimerasa), electroforesis en gel de agarosa, purificacion y cuantificacién
de ADN, secuenciacién y alineamiento de secuencias de las cepas aisladas se realizd en

el laboratorio ID-Gen.

El ADN obtenido se diluy6 hasta una concentracion de aproximadamente 20 ng/pL para
la amplificacién mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se utilizo los
primers universales 27F/1492R para la amplificacion. Los productos de PCR fueron
purificados previo a la secuenciacion por el método SANGER, las secuencias obtenidas
fueron limpiadas y ensambladas usando programas bioinformaticos. Finalmente se
compard las secuencias ensambladas con la base de datos de nucleétidos de GenBank del
NCBI.
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de los resultados
3.1.1. Produccion de biofilms con la cepa comercial Komagataeibacter xylinus DSM
2004

Para la obtencion de biofilms a partir de la cepa comercial Komagataeibacter xylinus
DSM 2004 empleando diferentes fuentes de carbono como el suero de leche, etilenglicol
y glucosa, se utilizd 25 mL de medios liquidos H-S estandar, H-S suero de leche y H-S
etilenglicol para verificar la viabilidad de la cepa en producir celulosa bacteriana (CB) en

condiciones estaticas a 30°C.

En la Figura 8A, se puede visualizar la sintesis de CB a partir del dia 3 de incubacion
Unicamente en el medio H-S estandar, el cual obtuvo una produccion del biofilm de mayor
grosor, resistencia y de apariencia firme a los 15 dias de incubacion (Figura 8B) a
diferencia de los medios que contenian suero de leche y etilenglicol, en donde no se formé

el biopolimero.

Figura 8. Formacion de CB por Komagataeibacter xylinus DSM2004. A: 3 dias de

incubacién; B: 15 dias de incubacion
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Jozala et al., (2015) y Tsouko et al., (2015) sefialan que la familia Acetobacteraceae a la
que pertenece la especie Komagataeibacter xylinus no es capaz de hidrolizar debidamente
la lactosa (componente principal del suero) por no poseer el gen lacZ que codifica la -
galactosidasa, enzima responsable de su hidrolisis. Ademas, segun Bossi et al., (2006), la
actividad relativamente débil de las proteasas podria ser insuficiente para permitir que las

acetobacterias (BAA) obtengan las sustancias necesarias para su crecimiento en el suero.

A pesar de que no se ha elucidado el mecanismo y la regulacién de las enzimas implicadas
en la captacion de lactosa en las cepas de Acetobacter (Battad et al., 2004), existen

algunos estudios que han informado sobre su produccion en determinadas cepas.

Jozala et al., (2015) obtuvieron un rendimiento bajo (5.9 mg/mL) de CB por parte de las
células de Gluconacetobacter xylinus ATCC 5358 en un medio que contenia suero, en
comparacion con el medio que contenia frutas podridas (60 mg/mL), lo cual demuestra
que este tipo de bacterias metabolizan preferentemente monosacaridos como fructosa y
glucosa. Sin embargo, en un estudio realizado por Raiszadeh et al., (2020) demostraron
gue Komagataeibacter xylinus PTCC 1734 produjo mayores cantidades de CB (1.88 g/100
mL) cuando se utilizé el suero de leche en combinacion con otros sustratos como el jarabe

de datil como Unicas fuentes de carbono.

A pesar de que en el cultivo que contenia etilenglicol no se evidencié ningun tipo de
formacién del biofilm en los 15 dias de incubacion, algunos autores han reportado la
sintesis de CB a partir de este sustrato, aunque en cantidades minimas.

Luetal., (2011), reporto que la adicion del 0.5% de etilenglicol al medio H-S estandar a
pH 5 produjo 105.5 mg/100 mL de produccion de celulosa en la cepa Komagataeibacter
xylinus 186 en condiciones estaticas cultivado a 30°C durante 6 dias , mientras que Pin &
Duck, (2001), solo obtuvo 0.02 g/L (1%) de produccion de CB por Acetobacter xylinum,

a diferencia de 2.78 g/L obtenido con glucosa.
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3.1.2. Aislamiento de cepas nativas de Komagataeibacter xylinus a partir de fuentes

acéticas

Se realizo el aislamiento a partir de una muestra de vino, vinagre de vino y té de
kombucha, en medios GYC y H-S agar de diferentes diluciones para obtener cepas
productoras de CB. Se sembrd las diluciones 107°, 10y 10 por triplicado para todas las
muestras, donde se observo el crecimiento de colonias unicamente en las muestras de vino
y vinagre de vino (Figura 9A y Figura 9B) a partir de las 48 horas de incubacion a 30°C

en ambos medios de cultivo.

No se evidenci6 crecimiento bacteriano en ningin medio de cultivo que contenia muestra
de té de kombucha, probablemente debido a que la muestra estaba muy diluida, a la poca
carga bacteriana presente en el t¢ o a la temperatura de incubacion, ya que segun
Jayabalan et al., (2014) la temperatura optima de fermentacion del té de kombucha se
encuentra en el amplio rango de 18°C a 26°C, siendo ideal para el desarrollo de los
microorganismos que la componen (bacterias &cido acéticas, bacterias lacticas y

levaduras).

Ademas, Entani et al., (1985), manifiesta la dificultad de aislar BAA a partir de vinos,
vinagres y té de kombucha, debido al estrés ocasionado por la diferencia de los
componentes presentes en los medios de cultivo a escala de laboratorio, los cuales

contienen menor concentracion de etanol o dcido acético.

Figura 9. Aislamiento de cepas de Komagataeibacter xylinus a partir de muestras de A:
vinagre (medio GYC); B: vino (medio H-S); C: Ejemplo de una cepa aislada de vino
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Se seleccionaron en total 10 colonias: 3 de la placa con medio H-S que contenia muestra
de vino en la dilucion 107, 3 de la placa con medio GYC con muestra de vino 107 y 4 de

la placa con medio GYC con muestra de vinagre en la dilucion 107

Las colonias fueron reconocidas por sus caracteristicas macroscopicas, colonias de
tamafio muy pequefio, de color blanco a crema con estructura mucosa. Ademas, estas
fueron escogidas visualmente a través de la formacion de un halo claro a su alrededor para
aislar especies de BAA con alta probabilidad (Sharafi et al., 2010), debido a que segun
Gullo et al., (2006), este tipo de bacterias producen &cido acético a partir de glucosa, el
cual se revela tipicamente por la disolucion del carbonato de calcio (CaCO3) presente en
el medio GYC, siendo el motivo principal por el cual la mayoria de las colonias se

seleccionaron de este tipo de medio.

Con las colonias seleccionadas se realizaron estriados compuestos en medio H-S estandar
para aislar cepas puras y realizar las pruebas de formacion de CB en los diferentes medios
de cultivo. A las cepas se le asignaron los cédigos PDC, seguido del nimero de colonia
seleccionada (PDC 1-PDC 10) (Figura 9C).

Como prueba preliminar, las 10 cepas aisladas se incubaron en medio H-S liquido a 30°C
durante 15 dias para verificar si eran capaces de producir CB a partir de glucosa como

fuente de carbono.

3.1.3. Obtencion de biofilms a partir de las cepas aisladas de vino y vinagre de vino

Entre las 10 cepas aisladas, se observo que ninguna tuvo la capacidad de sintetizar CB a
partir de glucosa en el medio H-S estandar en 15 dias de incubacion. A partir del segundo
dia hasta el dia 15, solo se evidencid el crecimiento bacteriano debido a que el medio se
volvié mas turbio. Se observd la aglomeracion de bacterias que otorgaban un color
blanquesino al medio de cultivo (Figura 10) sin llegar a formar el biofilm. A excepcion de
las demas cepas, el cultivo PCD 3 aun conservaba el color del medio de cultivo H-S inicial.
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Figura 10. Prueba preliminar de formacion de CB por las cepas PDC 1- PDC 10 en

medio H-S estandar

A pesar de que se ha reportado que en el vinagre las principales especies existentes
pertenecen al género  Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter, y
Komagataeibacter (Nakano & Fukaya, 2008), en el presente estudio no se logro aislar
bacterias; esto pudo deberse a que las BAA son considerados microorganismos viables
pero no cultivables (VBNC), nutricionalmente exigentes y dificiles de aislar y cultivar en
medios artificiales, especialmente a partir de bebidas fermentadas y de ambientes con

altos niveles de acido acético (Sengun & Karabiyikli, 2011).

De los abundantes tipos de medios de cultivo propuestos para el aislamiento de cepas de
BAA, no todos los medios apoyan su crecimiento y pueden ser selectivos de una cepa u
otra (Gomes et al., 2018). Los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter fueron
principalmente aislados de medios que contenian &acido acético y etanol en su
composicion, tales como los medios RAE (acido acético-etanol reforzado) , AE (acido
acetico-etanol) (Entani et al., 1985) los cuales son usualmente empleados por favorecer

su aislamiento al simular de mejor forma su habitat (Shuller et al., 2000).
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Sin embargo, diversos estudios han demostrado el aislamiento de bacterias productoras de
CB de muestras de vinos y vinagres en medio Hestrin-Schramm (H-S). Lavasani et al.,
(2017) aislaron e identificaron 43 cepas de K.xylinus a partir de vinagres tradicionales,
Zuluaga et al., (2013), aislaron Gluconacetobacter medellinensis a partir de una muestra
de vinagre, mienras que Vegas et al., (2013), detectaron la presencia de

Gluconacetobacter xylinus y Gluconacetobacter europaeus en el vinagre de vino.

Se seleccionaron nuevamente 10 colonias para aislarlas en medio H-S agar: 5 colonias de
dos placas con medio GYC que contenian muestras de vino en la dilucion 107, 3 colonias
de dos placas con medio GYC que contenian muestras de vino en la dilucion 10° y 2

colonias de una placa con medio GYC que contenia muestra de vino en la dilucién 10,

De igual manera, se observo el crecimiento a partir de las 48 horas de incubacion a 30°C.
Cabe sefialar que algunas colonias seleccionadas como posibles productoras de CB, no
presentaban el halo representativo de disolucion del carbonato de calcio, debido a que
Gullo et al., (2006), mencionan que muchas bacterias al pasarlas a medio solido pierden

la capacidad de producir &cido aceético.

Las nuevas cepas aisladas (PDC 11 - PDC 20) fueron sometidas nuevamente a pruebas de
formacion de CB (Anexo 3), incubandose en medio H-S liquido a 30°C durante 15 dias.
De igual forma, no se observé la formacion del biofilm en ninguna de ellas, obteniéndose
los mismos resultados anteriores, donde los medios se volvieron blanquecinos
reflejandose la reduccion de la concentracién de los componentes nutricionales del medio

de cultivo para su crecimiento, mas no para la produccion de CB.

3.1.4. Aislamiento de cepas nativas de Komagataeibacter xylinus de SCOBY de

kombucha

De una muestra de SCOBY de kombucha de 2 afios de antigiiedad, se llevd a cabo una
prueba de produccién de CB en los medios liquidos H-S estandar, H-S suero de leche
fermentado y H-S etilenglicol con la finalidad de corroborar la presencia de cepas nativas
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productoras del biofilm. Se incub6 a 30°C durante 7 dias, 2 mL de la muestra de SCOBY
previamente llevada al vortex en 50 mL de los medios mencionados. En paralelo se
aislaron bacterias en medios H-S y GYC agar de la muestra de SCOBY de las diluciones

10,107 y 10® por triplicado, y se incubaron a 25°C durante 72 horas.

En ambos casos no se evidencid la formacion de CB ni crecimiento de bacterias en los
aislamientos realizados, se observd Unicamente el aglutinamiento de bacterias y la
turbiedad del medio de cultivo, esto pudo ser debido al tiempo de antigiedad del SCOBY,

el cual tenia una coloracién marrén oscuro.

Posteriormente, de una muestra de SCOBY fresca, se realizé del mismo modo una prueba
preliminar de formacion de CB en los mismos medios mencionados incubandose a 25°C
durante 7 dias, mientras que en paralelo se aislaron bacterias productoras de CB en medios
H-Sy GYC agar de la muestra de SCOBY de las diluciones 102, 10 y 10 por triplicado
incubadas a 25°C durante 72 horas.

En la figura 11 se observa la formacion de ligeras capas finas de biofilm en la superficie
de los medios, especialmente més evidente en el medio que contenia glucosa como fuente
de carbono (Figura 11A).

Figura 11. Formacion de biofilms a partir de un in6culo de SCOBY de kombucha en

medios A: H-S; B: H-S suero de leche fermentado; C: H-S etilenglicol
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En la Figura 12A, se visualiza el crecimiento de colonias bien definidas de color crema
con variabilidad de tamafios en el medio H-S agar, mientras que en el medio GYC se

evidencio la presencia de escasas colonias.

Se seleccionaron 20 colonias (Anexo 4) (PDC 21 — PDC 40): 14 de las placas con medio
H-S de la dilucion 102y 6 de las placas con medio H-S de la dilucion 10 para aislar cepas
puras formadoras de CB mediante estriados compuestos en medio H-S (Figura 12B),

incubandose a 25°C durante 72 horas.

Figura 12. A: Aislamiento de cepas productoras de CB a partir de SCOBY de
kombucha; B: Estriado compuesto de una colonia seleccionada

La temperatura fue elegida en base a que varios autores sefialan que la temperatura éptima
de fermentacion del té de kombucha y desarrollo de los microorganismos presentes en el
SCOBY se encuentra en el amplio rango de 18°C a 26°C (Jayabalan et al., 2014), 22°C—
30°C (Villarreal et al., 2018).

Angela et al, (2020), aislaron cepas de Komagataeibacter sp.DS1IMA.62A,
Komagataeibacter xylinus, Komagataeibacter saccharivorans y Gluconacetobacter
saccharivorans a partir de SCOBY del kombucha en medio Hestrin-Schramm (HS) a 28°C

durante 72 horas.
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Cannazza et al., (2021), aislaron y caracterizaron una cepa de SCOBY de kombucha:
Komagataeibacter rhaeticus ENS9b a partir de los medios H-S y GYC incubado a 30°C
por 3 a 5 dias. Trevifio et al., (2020), obtuvieron mejores rendimientos de CB a partir de
dos tipos de consorcios de microorganismos presentes en el SCOBY de kombucha a 25°C

durante 15 dias.

3.1.5. Obtencion de biofilms a partir de las cepas aisladas del SCOBY de kombucha

De las 20 cepas aisladas (PDC 21 — PDC 40), se realizaron pruebas de formacién de CB
en 15 mL de medio H-S liquido en cajas Petri, a 25°C en condiciones estaticas durante 15
dias (Anexo 5).

Se identificd que a partir del quinto dia de incubacién, las cepas PDC 21 y PDC 25
formaron un biofilm de apariencia transparente con ligeras aglutinaciones de color blanco
(Figura 13), los cuales incrementaron su grosor con el transcurso de los dias, a diferencia

de las demas cepas que no lograron sintetizar CB hasta el dia 15.

Figura 13. Formacion de CB por las cepas PDC 21 y PDC 25 en medio H-S estandar
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Las demaés cepas aisladas no lograron la formacion de CB, probablemente se deba a que
el scoby se compone de bacterias del acido acético (BAA), bacterias del acido lactico
(BAL) y levaduras Chakravorty et al., (2016).

Posterior a la identificacion de las dos cepas productoras de CB, se llevo a cabo pruebas
de formacion de biofilms con los diferentes medios de cultivo para evaluar su capacidad

de consumir sustratos alternativos a la glucosa.

3.1.6. Comparacion de la produccién de CB entre Komagataeibacter xylinus DSM

2004 y las cepas aisladas

A partir de las dos cepas aisladas se realizé una comparacion de produccion de CB con la
cepa comercial Komagataeibacter xylinus DSM 2004 en los medios de cultivo H-S
estandar, H-S suero de leche fermentado, H-S etilenglicol, K-suero de leche y K-
etilenglicol por duplicado. Para la determinacion de la cantidad de CB sintetizada, cada
cepa fue cultivada en matraces y vasos de precipitacion de 125 mL con 50 mL de a 25°C

durante 15 dias de incubacion.

El medio de cultivo H-S suero de leche fermentado fue implementado debido a que en un
estudio realizado por Balseca, (2021), se identificd que la cepa K. xylinus DSM 2004 fue
capaz de producir una membrana gelatinosa compacta en la interfaz aire-liquido a partir
de &cido lactico como sustituto de la glucosa. El &cido lactico fue obtenido tras la
fermentacion del suero de leche, el cual esta mayormente compuesto por lactosa

empleando Lactobacillus spp. (Rojas et al., 2015).

En la Tabla 8 se observa que todas las cepas fueron capaces de sintetizar CB en todos los
medios de cultivo. Se realizd una comparacion visual entre la cantidad de CB sintetizada
entre los 7 y 15 dias de incubacion en base al grosor del biofilm y reduccion del medio de

cultivo.
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Se evidencié que la cepa PDC25 tanto en el dia 7 como en el 15, sintetiz6 mayor cantidad
de este biopolimero en el medio H-S estandar con una reduccion de la mitad del medio en
el dia 7 y las % partes en el dia 15, dando lugar a la formacion de una capa de contextura

gruesa, firme y de color crema en la interfaz aire-liquido.

Ross et al., (1991) mencionan gue la fuente de carbono mas comun para la produccion de
CB en la ruta biosintética del género Komagataeibacter es la glucosa, debido a que puede
transportarse directamente a la via de sintesis de celulosa convirtiéndose en uridina
difosfato glucosa (UDP-glucosa), sustrato empleado para la produccion de CB por la
enzima celulosa - sintasa (Lustri et al., 2015) o a su vez puede ser obtenida de fuentes
internas mediante la via pentosas fosfato (oxidacion de carbohidratos), ciclo de Krebs
(oxidacion de acidos organicos) o gluconeogénesis a partir del oxalacetato (Donini et al.,
2010).

Tabla 8. Comparacion de formacion de CB entre las cepas aisladas y DSM2004

Medio de  Tiempo de Cepas
cultivo incubacion PDC 21 PDC 25 DSMZ004

VR e YN
4 1

7 dias
H-S
15 dias
H-S suero
de leche 7 dias
fermentado
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15 dias

7 dias
H-S
etilenglicol
15 dias
7 dias
K-suero de
leche
fermentado
15 dias
7 dias
K-
etilenglicol
15 dias

Por otro lado, la produccion de CB a partir del medio H-S suero de leche fermentado
(acido lactico) fue visiblemente mayor en la cepa PDC 25 en el dia 7 de incubacion y
similar en el medio K- suero de leche; sin embargo, en el dia 15 la cepa K. xylinus DSM

2004 obtuvo una mayor produccion, identificAndose un biofilm més grueso y estable, a
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diferencia de las demas cepas cuyos biofilms se situaron en la parte intermedia e inferior

del recipiente, debido a la fragilidad de la capa de CB sintetizada.

Matsuoka et al., (1996), sugieren que el lactato estimula el crecimiento celular y aumenta
el flujo de carbono en el ciclo del &cido tricarboxilico en la etapa inicial de un cultivo.
Ademas, la oxidacion del lactato a piruvato genera energia adicional, lo que podria influir

positivamente en la produccion de CB (Cielecka et al., 2021).

Revin et al., (2018), mencionan que el acido lactico generado a partir de lactato puede
transformarse en acetil-CoA y metabolizarse en el ciclo de Krebs para generar ATP o
también puede utilizarse en la via de la gluconeogénesis, incrementando asi la

disponibilidad de la glucosa y sintesis de CB.

Finalmente, se observo que la sintesis de CB a partir de etilenglicol fue similar en las tres
cepas, con una produccion aparentemente mayor en la cepa PDC 25; sin embargo, en
todos los casos los biofims eran visiblemente delgados, fragiles y mas translicidos que
los obtenidos con los otros medios, visualizandose una reduccion minima del medio de

cultivo.

A pesar de que no existen estudios que revelen la ruta metabdlica llevada a cabo por los
géneros Acetobacter, Gluconoacetobacter y Komagataeibacter a partir de etilenglicol, se
presume que al ser un alcohol, se oxida igual que el etanol, ingresando luego de una serie
de reacciones al ciclo del &cido tricarboxilico hasta convertirse en oxalacetato (Liu et al.,
2018), el cual se puede incorporar a la via de la gluconeogénesis debido a la regulacién
inusual de las enzimas oxalacetato descarboxilasa y piruvato fosfato dicinasa (Benziman
et al., 1978; Benziman & Eizen, 1971), formando finalmente glucosa-6-fosfato para ser

aprovechada en la sintesis de CB (Ross et al., 1991).

Ademas, el etanol al igual que el lactato tiene un efecto inductor particularmente fuerte
sobre la produccion de CB (Cielecka et al., 2021).
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3.1.7. Obtencidén de los pesos de celulosa bacteriana y comparacion entre las cepas

aisladas

En la Tabla 9 se presenta el peso en hiumedo de los biofilms obtenidos de los diferentes
medios de cultivo en las 3 cepas evaluadas despuées de 15 dias de fermentacidn. Las
peliculas obtenidas fueron de forma circular debido a la conformacion del recipiente usado
para su produccion. La mayor parte de biofilms presentaron buena flexibilidad, eran de

color crema claro y unos mas cristalinos que otros (Anexo 6).

La cepa PDC 25 obtuvo una produccion de CB de casi 8 veces mas (23.71 g) en el medio
H-S estandar en comparacion con la cepa de control K. xylinus DSM 2004 (2.98 g) y 19.59
veces mas que la cepa PCD 21 (1.21 g), mientras que en los medios H-S etilenglicol y K-

etilenglicol produjo 1.4 y 3.46 veces mas respectivamente que la cepa de control.

Los biofilms obtenidos a partir de glucosa (medio H-S) poseian un mayor grosor con una
estructura firme, dificil de romper y menos translicidos, mientras que los sintetizados con
etilenglicol eran mas delgados, transparentes y flexibles, a diferencia de PDC 21 (medio
H-S etilenglicol) que era de estructura delicada, rompiéndose al momento de manipularlo,
mientras que los obtenidos por K. xylinus DSM 2004 en los medios H-S/K-etilenglicol

eran mas firmes y flexibles.

Estos resultados son consistentes con estudios mencionados anteriormente que
demuestran que bacterias del género Komagataeibacter son capaces de metabolizar el

etilenglicol, aunque los rendimientos obtenidos hayan sido por lo general bajos.

Por otro lado, PDC 25 produjo cantidades mayores de biofilm en los medios H-S suero de
leche fermentado (0.82 g) y K-suero de leche (0.69 g) a diferencia de la cepa PDC 21 que
obtuvo valores de 0.23 y 0.47 g respectivamente. Mientras que los biofilms obtenidos por
PDC 25 eran més firmes y flexibles, los de PDC 21 eran casi imposibles de manipular por
ser demasiado fragiles y delgados.
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Sin embargo, K. xylinus DSM 2004 obtuvo valores mas altos de produccion de CB en los
medios H-S suero de leche fermentado (2.40 g) y K-suero de leche (1.42 g), con biofilms
flexibles, de coloracion crema claro y mas resistentes que los obtenidos por PDC 25. Estos
resultados son concordantes con estudios realizados por Cielecka et al.,(2021), quienes
incrementaron el rendimiento de CB (3.83 g/L) afiadiendo 0.6% de acido lactico al medio
de cultivo H-S en la cepa Komagataeibacter xylinus E25, mientras que Matsuoka et al.,
(1996), obtuvieron 3.2 g/L de CB en la cepa Acetobacter xylinum subsp. Sucrofermentans
agregando 0.15% de lactato.

Ademas, Yamada et al.,(2012), establecieron que los géneros como Acetobacter,
Gluconacetobacter y Komagataeibacter, pueden oxidar el lactato a CO2 y H20,
caracteristica que los distingue rapidamente del género Gluconobacter, el cual no puede

hacerlo.

Tabla 9. Comparacion de los pesos en humedo de CB entre las diferentes cepas

Medios de Eeuizzgg Cepas
cultivo PDC 21 PDC 25 DSM 2004
de CB
Peso 1 1.08¢g 21.07¢g 3.07¢g
H-S Peso 2 134¢g 26.36 ¢ 2.89¢
Promedio 1219 23.71 ¢ 298¢
H-Ssuero Pesol 0.10g 1.06 9 211¢9
de leche  Peso 2 0.36¢g 0.59¢ 2.70g
fermentado Promedio 0.23¢g 0.82¢g 24049
H-S Peso 1 0.79¢ 1.26 9 0.659
. . Peso 2 0449 0.70g 0.72¢g
etilenglicol .
Promedio 0.61g 0.98 g 0.68 g
K-suerode Peso 1 0.46 g 0.79¢g 1.63
leche Peso 2 0.48¢ 0.59¢ 1.21
fermentado Promedio 0.47¢ 0.69¢ 142¢g
K- Peso 1 1.25¢ 1.15¢9 0.54¢
etilenglicol Peso 2 0.63¢ 2319 0.464¢
Promedio 094 ¢ 1.73¢g 0.50¢g
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La baja produccion de CB por las cepas PDC 21 y DSM 2004 a partir de glucosa puede
atribuirse a que en el proceso de obtencidén de CB a partir de este sustrato, se generan
metabolitos como el acido gluconico y cetoglucénico, los cuales son capaces de ejercer
un estrés acido en las células provocando una depresion del crecimiento celular y una

disminucion en el pH del medio afectando la produccion de CB (Liu et al., 2016).

Por tal motivo, se han realizado diversos estudios sobre el efecto del pH en el rendimiento
de CB por K. xylinus, aunque no se ha logrado definir con exactitud el valor ideal debido
a que el rendimiento maximo depende de algunos factores como fuente de carbono,

sistema de cultivo y, sobretodo, de la variabilidad de la cada cepa (Carrefio et al., 2012).

Hwang et al., (1999), obtuvieron un mayor rendimiento de CB a pH 5.0 usando glucosa
como Unica fuente de carbono en un cultivo con Acetobacter xylinum BRC5, mientras que
a pH 4 la produccion disminuy6. En otro estudio Volova et al., (2018), determinaron que
el rango de pH 6ptimo para el mayor rendimiento de CB en Komagataeibacter xylinus B-

12068 se encontro entre 3.6 y 4.0 en el medio H-S en condiciones estaticas.

3.1.8. Identificacion morfoldgica de las cepas aisladas

Para la identificacion morfoldgica de las cepas PDC 21 y PDC 25, se llevé a cabo una
tincion Gram convencional para verificar si correspondian a la descripcion de las bacterias
del género Komagataeibacter. Este tipo de género se caracteriza por ser bacilos Gram
negativos, no esporulados e inmdviles, de 0.5-0.8 x 1.0 —3.0 um, las colonias son color
blanco cremoso y lisas con margen completo o asperas y crecen en pares 0 cadenas
(Yamada et al., 2012).

En la Figura 14 se muestra los resultados vistos al microscopio (100 X), donde se observé

para la cepa PDC 21 (Figura 14A) colonias de bacilos cortos, no moviles, agrupados en

pares, cadenas y en pequefios y grandes grupos, mientras que la cepa PDC 25 presentaba
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forma de bacilos largos (elipsoidal), Gram negativos, no moviles y localizados en
pequefios grupos (Figura 14B).

Estos resultados concuerdan con un estudio realizado por Quintana, (2015), donde
identifico por tincion Gram a la cepa Gluconoacetobacter xylinus ATTC 700178 con
morfologia de bacilo corto, encontrandose como individuos cortos, en pares, cadenasy en

pequefios grupos.

A ",'; )
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Figura 14. Tincion Gram de cepas A: PDC 21; B: PDC 25 (100 X)

3.1.8. Identificacion molecular de las cepas aisladas

Para la identificacién molecular se extrajo ADN gendmico de ambas cepas empleando el
kit comercial PureLink® Genomic DNA y se cuantificd en el Nanodrop obteniéndose para
PDC 21 y PDC 25, 771.5 y 771.9 ng/uL respectivamente, mientras que las relaciones
Aosor280 Y Azeor2zo fueron de 1.52 y 0.61 respectivamente para ambas muestras (Anexos 7
y 8).

La relacion Azsoreso €S muy estable e indica la pureza dptima del ADN cuando se encuentra
en un valor entre 1.8-2.0; sin embargo, valores < 1.6 indican una posible contaminacion
por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Por otro lado, la relacion Azsoso
deberia situarse en torno a 1.8 y 2.2 y valores < 1.8 podria indicar impureza en el ADN
(Desjardins & Conklin, 2010).
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En los resultados obtenidos por el laboratorio ID-Gen para la cepa PDC 25 (Figura 15B)
no se amplifico el del gen 16S rRNA con empleo de los primers universales 27F/1492R
correspondiente a Escherichia coli (Volova et al., 2018), el uso de estos primers al no ser
especificos no hibrid6 con el DNA. Sin embargo, para la cepa PDC 21 se obtuvo ADN de
alta calidad para el proceso de PCR. Se ensambl la reaccién de PCR visualizandose un
fragmento de aproximadamente 1200 pb (Figura 15A) en la muestra amplificada con
primers 27F (50-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) /1492R (50-
GGTTACCTTGTTACGACTT-30).

A

1.5k
1k

600pb
S00pb

200pb

S0pb

Figura 15. A: Producto amplificado de la cepa PDC 21 de aproximadamente 1200 pb
visualizado en gel de agarosa 1% M: Marcador de peso molecular; B: Producto

amplificado de la cepa PDC 25

En el proceso de secuenciacion por el método SANGER de la cepa PDC 21 se obtuvo dos
secuencias crudas, cuyos cromatogramas fueron analizadas en el programa MEGA X
(MEGA, 2022). En la Figura 16 se observa la secuencia obtenida por el Primer 1492R de
aproximadamente 1400 pb, donde se visualizan a partir de las 1050 pb un cromatograma

con mucho ruido debido a posibles causas como contaminacion de otro ADN o de otro
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cebador utilizado en la PCR y con presencia de sefial débil debido a que hay poco ADN

molde o el cebador no ha reconocido correctamente al molde (Marquez et al., 2014).

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 112
CCTGATAACAGAGTTTTACGATCCG AAGACCTTCATCACTCAAGCGGCGTTT CTCCCTCAGGCTTTCTCCCATTG

L

Figura 16. Cromatograma de secuencia cruda de aproximadamente 1400 pb obtenido
con el Primer 1492R de la cepa PDC 21 visualizado en MEGA X

Por otro lado, en el cromatograma obtenido por la secuencia del Primer 27F de
aproximadamente 590 pb (Figura 17) se visualiza que en toda la extension de la secuencia
existio la presencia de sefiales con picos bajos, lo cual pudo deberse a causa del ruido o
de una pérdida de resolucién, motivo principal que origina lecturas de no méas de 700-800
pb. Ademas, estos picos son caracteristicos cuando existe la presencia de un contaminante
fuerte que inhibe a la polimerasa, a o la incorrecta eliminacion de los cebadores de la PCR
original o los ddNTPs mal eliminados de la reaccion de secuenciacion. (Marquez et al.,
2014).

47



100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
AGGCTAC ACAGAGGCC GGAG CGGACGCCCCCCGAC TATGCTTT TCGGCCTLCCTG TGTGC AGCCGGCCCCCAAGECCCACCTGGCCCCCGGT TGGTCGAGGG AGAAAT GACH

Figura 17. Cromatograma de secuencia cruda de aproxmadamente 590 pb obtenldo con
el primer 27F de la cepa PDC 21 visualizado en MEGA X

Finalmente, se obtuvo una secuencia parcial de 1029 pb (Figura 18), la cual se analizo
utilizando la base de datos BLAST de nuclettidos de NCBI (National Center for
Biotechnology information) (NCBI, 2022) para proporcionar la identidad bacteriana. Los
resultados de acuerdo a la secuencia amplificada de la region 16S revelaron que con un
99.9% de identidad correspondia al microorganismo Staphylococcus warneri, patdgeno
Gram positivo relacionado con infecciones cutaneas y artritis séptica (Rodriguez et al.,
2018).

GCTAGCTCCATAARATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTATGACGGGCGGTATGTACAAGACCC
GGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATC
CGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGT
AGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTG
CCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTACAGRACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTT
GETAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGATCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTC
AACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTA
GCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTA
CAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGETGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTC
CTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGATTGAGCCGTGGACTTTCACATCAGACTTAAALAACC
GCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAATTAG
CCGTGGCTTTCTGATCAGGTACCGTCAAGATGTGCACAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTGATAAC

Figura 18. Secuencia parcial de 1029 pb obtenida de la secuencia cruda del Primer
1492R de la cepa PDC 21
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De acuerdo a los resultados obtenidos, existen algunas posibles causas sobre el tipo de
microrganismo encontrado. Las causas podrian estar ligadas a contaminacién a partir de
la fuente, es decir del SCOBY de kombucha adquirido externamente, el cual pudo estar
contaminado por esta bacteria. Ademas, pudo ser debido a una incorrecta manipulacion
en el proceso de extraccién del ADN gendmico o por parte del laboratorio al cual se envio

a secuenciar las muestras.

Sin embargo, la causa principal podria estar ligada al proceso de aislamiento debido a que
en los resultados de identificacion morfolégica por tinciobn Gram convencional, se
evidencio una mezcla de bacilos cortos Gram negativos y positivos, por lo cual se presume
que lo que realmente se aislé fue un consorcio microbiano a partir del SCOBY de

kombucha.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

A partir de una muestra fresca de SCOBY de kombucha se aislé dos cepas capaces de
sintetizar CB en condiciones estaticas en 15 dias de incubacion en los medios H-S estandar
y medios modificados con suero de leche fermentado y etilenglicol como fuentes de

carbono.

La cepa PDC 25 sintetizé biofilms de CB de mayor grosor, elasticidad y firmeza en los
medios con glucosa Yy etilenglicol a diferencia de PDC 21 y la cepa control, los cuales

fueron més delgados y delicados.

Se identificd que los medios econémicos propuestos como K-etilenglicol y K-suero de
leche fermentado fueron efectivos para la sintesis de CB en las 3 cepas evaluadas a pesar

de no contener fosfato disédico como agente tamponante adicional.

La cepa control produjo cantidades mayores de CB en comparacién con las cepas PDC 25
y PDC 21 en los medios que contenian suero de leche fermentado, con lo cual se corrobora
gue esta especie es capaz de oxidar el lactato a través del ciclo de Krebs incrementando la

sintesis de CB.

Los resultados revelaron que la glucosa fue el sustrato preferido por las cepas PDC 25,
PDC 21 y K. xylinus DSM 2004, lo cual demuestra que este tipo de bacterias emplean la
ruta convencional de conversion de glucosa a UDP-glucosa para la sintesis de CB por la

enzima celulosa sintasa.
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4.2. Recomendaciones

Ampliar estudios sobre los aislamientos obtenidos hasta identificar la presencia de cepas

puras con morfologia caracteristica de la especie K. xylinus.

Realizar nuevamente la extraccién del ADN gendémico y caracterizacion molecular de

ambas cepas para identificar a la especie K. xylinus.

Caracterizar la celulosa producida en términos de capacidad de retencién de agua,
viscosidad, grado de polimerizacion, cristalinidad, resistencia mecénica. Ademas,
mediante microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
con la finalidad de verificar la pureza y la existencia de grupos funcionales caracteristicos
de la CB.

Llevar a cabo ensayos de caracterizacion diferencial de las cepas aisladas tales como
prueba catalasa, oxidacion del acetato y del lactato a CO2 y HO, crecimiento en agar
glutamato y manitol, produccion de &cido acético a partir de etanol, etc., con la finalidad

de diferenciar la especie K. xylinus del resto de la familia Acetobacteraceae.

Realizar la sintesis de celulosa bacteriana en las cepas PDC 21 y PDC 25 empleando otras
fuentes de carbono como fructosa, glicerol, manitol, asi como la incorporacién de aditivos
tales como acidos organicos (acido lactico) o alcoholes (etilenglicol) en combinacion con

la glucosa para incrementar el rendimiento.
Probar la produccién de celulosa bacteriana de las cepas aisladas con fuentes de carbono

provenientes de residuos agroindustriales para minimizar los costos, tales como bagazo

de cafia, salvado de arroz y cascara de cacao.
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ANEXOS

Anexo 1. Aislamiento de cepas nativas de K. xylinus a partir de vino y vinagre de vino en

medios H-Sy GYC agar

Medio GYC- Vino 10° Medio GYC - Vino 10° Medio GYC - Vino 107

Medio GYC — Vinagre 10°  Medio GYC — Vinagre 10°  Medio GYC — Vinagre 10

Medio HS — Vino 10°® Medio HS — Vino 10° Medio HS — Vinagre 107
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Anexo 2. Aislamiento de cepas de las muestras de vino y vinagre de vino en medio HS

agar

Anexo 3. Pruebas de producciéon de CB en medio H-S con cepas aisladas de vino y

vinagre
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Anexo 4 Aislamiento de cepas nativas de K. xylinus a partir de SCOBY de kombucha
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Anexo 5. Pruebas de produccion de CB en medio H-S con las cepas aisladas de SCOBY

de kombucha
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Anexo 6. Obtencion de biofilms de las cepas PDC 21, PDC 25 y DSM 2004 en los

diferentes medios de cultivo

(’ 7
\, oy
-

H-S DSM 2004

H-S Suero
PDC 25

——

~

—

H-S Etilenglicol H-S Etilenglicol
PDC 21

1

K- Etilenglicol K- Etilenglicol
PDC 25 PDC 21
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Anexo 7. Cuantificacién de ADN gendmico de la cepa PDC 21

Anexo 8. Cuantificacion de ADN gendmico de la cepa PDC 25

W
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