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Este trabajo de titulo es motivado por la busqueda de nuevos anticancerigenos y
antibiéticos provenientes de microorganismos de ambientes naturales y extremos, como
los provenientes del Desierto de Atacama. Por lo cual, se busca optimizar el crecimiento
celular de cepas de Streptomyces del Salar de Tara, maximizando su biomasa final y
minimizando su tiempo de crecimiento. Ademas, realizar una reflexion ética sobre los
alcances del trabajo realizado y su relacion con la ética profesional.

En la metodologia a emplear, en primer lugar, se busco corroborar el comportamiento
alcalifilo de estas cepas y probar una fuente de carbono alternativa al almidén. Luego, se
realizaron pruebas para encontrar el pHy T° 6ptimos, para después determinar la cinética
del microrganismo en estas condiciones. Posteriormente, se escald el cultivo a un
biorreactor de un 1 L, realizando en 1° lugar una fermentacion controlando la T° y
agitacion, para luego realizar un segundo cultivo manteniendo constante el pH del medio.
Ademas, se realizd una discusion ética mediante un marco conceptual, abordando las
caracteristicas de la actividad tecnocientifica desde el autor Javier Echeverria y el
principio de responsabilidad de Hans Jonas, como el Principio Precautorio de la
UNESCO, la Declaracion de Singapur y un analisis de los fines de la actividad profesional.

Los resultados del trabajo permiten corroborar que las cepas del Salar de Tara presentan
un crecimiento alcalifilo, como también, que el almidén es una mejor fuente de carbono
frente a la glucosa. Para los estudios posteriores se trabajo con la cepa mas prometedora,
desde un punto de vista terapéutico, la ST2-7A. Se encontré el pH y la T° ptima, siendo
10 y 33°C, respectivamente. Al escalar a un biorreactor de 1 L se redujo la fase
exponencial de 12 a 3 horas, un aumento de 10 veces de la tasa maxima de crecimiento
y un incremento de un 99% de la biomasa al llegar al estado estacionario, frente a las
mismas condiciones en un volumen menor. Al controlar el pH a 10 se inhibié el
crecimiento celular, teniendo una biomasa final un 45% menor frente al caso anterior.

Ademas, se reflexiona sobre los alcances del trabajo realizado, reconociendo a la
biotecnologia como una actividad tecnocientifica, planteando la problematica de
encontrar nuevos compuestos con fines terapéuticos provenientes un ambiente natural.
Realizando asi un andlisis desde el principio de responsabilidad y su extensién a uno
axiolégico, como la necesidad de incorporar en los fines de la actividad profesional, de
cientificos e ingenieros, el principio de responsabilidad en un marco axiolégico de la
accion tecnocientifica.

De esta forma, se propone seguir investigando el mejor pH para el cultivo y seguir
afiadiendo variables al control de este, como seria encontrar la agitacion y la presion de
oxigeno Optimas, ademas de estudiar las fases posteriores del proceso de crecimiento.
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1. Introduccion y motivacion

En las ultimas dos décadas se ha incrementado la preocupacion internacional por el
aumento de microorganismos patdgenos resistentes a los antibioticos(Cumberland,
Chaib, & Bagozzi, 2017), lo cual ha generado incentivos gubernamentales e
internacionales en salud publica para intensificar la busqueda y produccion de nuevos
antibioticos, en particular los capaces de ser usados como ultima instancia ante estos
patdogenos multirresistentes (Talbot et al., 2006).

Ademas, otra de las preocupaciones de la salud publica es la prevalencia de cancer en
la poblacion, siendo una de las primeras causas de muerte. Se espera que cerca de un
38,4% de la poblacién recibira un diagndéstico de cancer en algdn momento de sus vidas.
El indice general de muertes por cancer ha disminuido sostenidamente en las ultimas 3
décadas, pero la diversidad de tipos de esta enfermedad ha mostrado que el indice de
algunos canceres se ha estabilizado o hasta han aumentado. Esto principalmente
asociado al descubrimiento de nuevos tipos de cancer, como el mayor envejecimiento de
la poblacion y prevalencia de habitos de vida perjudiciales (como el tabaquismo y
alcoholismo) (Instituto Nacional del Céancer, 2018), lo cual incentiva mantener la
bldsqueda de nuevos compuestos anticancerigenos que contribuyan al combate contra el
cancer.

Uno de los enfoques empleados para encontrar nuevos compuestos bioactivos es
estudiar microorganismos de entornos naturales y extremos (Goodfellow & Fiedler, 2010).
En particular en el pais se han realizado diversas investigaciones en la Gltima década en
el Desierto de Atacama, desarrolladas por el Centro de Biotecnologia y Bioingenieria
(CeBiB, 2018). Los cuales han encontrado nuevas especies de Actinomicetos
productores de nuevos antibidticos capaces de eliminar bacterias multirresistentes
(Okoro etal.,, 2009) (Busarakam etal.,, 2014), como también nuevos compuestos
anticancerigenos (Elsayed et al., 2015).

Esto motiva la investigacion de nuevas cepas de Streptomyces encontradas en el
Desierto de Atacama, recolectadas de muestras en la ultima expedicién a fines del afio
2016 al Salar de Tara. Para ello, durante el afio 2017 se realizé un Trabajo Guiado con
la Profesora Barbara Andrews con los microorganismos en cuestion, logrando
caracterizar microbiolégica (cultivos axénicos) y molecularmente (mediante el gen
ribosomal 16S) mostrando su potencial de ser nuevas especies (Guerrero, S & Riquelme
et al., 2017).

Por lo anterior, es de interés mejorar y optimizar el cultivo de estos microorganismos, los
cuales tienen una lenta tasa de crecimiento y tienden a generar micelios, lo que permite
su aglomeracién y menor transferencia de nutrientes con el medio, siendo dificil su
estudio y posibles escalamientos a nivel industrial. Por lo cual, este trabajo busca
contribuir a una nueva metodologia para continuar posteriormente el estudio de estas
cepas a nivel productivo, una vez alcanzado su maxima masa celular.

Para ello, se estudiaran las distintas modificaciones al medio y condiciones de cultivo,
principalmente el disefio del medio de cultivo, temperatura, agitacion, niveles de oxigeno
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y pH. Ademas, se realizara una discusion y reflexion ética a partir de los alcances de la
investigacion realizada, como de la investigacion cientifica como una actividad
tecnocientifica y su relacion con la ética profesional.



2. Antecedentes

2.1 La busqueda de nuevos antibi6ticos

La Organizacién Mundial de la Salud ha fijado como una de sus prioridades la busqueda
de nuevos antibidticos ante el incremento de microorganismos patégenos resistente a
antibioticos. Por ejemplo, la tuberculosis resistente mata alrededor de 250.000 personas
cada afo, ante la ausencia de tratamientos efectivos, ya que en los ultimos 70 afios solo
se han desarrollado solo 2 nuevos antibiéticos capaces de combatir esta enfermedad
(Cumberland et al., 2017).

Ademas de la tuberculosis, ya 12 clases de patégenos han sido catalogado como
prioritarios, entre ellos enfermedades mas comunes como neumonia e infecciones
urinarias. Estos registros se relacionan con el uso indebido de antibidticos en los
tratamientos médicos, como el uso intensivo en los sectores ganaderos y agricultores
(Cumberland et al., 2017).

Esto ha motivado en la ultima década distintos incentivos financieros de instituciones
gubernamentales e internacionales para priorizar la busqueda de nuevos antibioticos,
como su llegada efectiva al mercado, ya que, al ser antibiéticos de ultima linea, su
dosificacion es estrictamente controlada y reducida, lo cual genera bajos retornos de
inversion (Talbot et al., 2006).

2.2 El combate internacional contra el cancer

El cancer es una enfermedad de caracter internacional, el cual tiene 439 casos por cada
100.000 personas a nivel mundial. Ademas, se prevé que cerca de un 38% de la
poblacion recibira un diagnéstico de cancer en algin momento de sus vidas (Instituto
Nacional del Cancer, 2018).

Los tumores malignos representan la segunda causa de muerte en Chile, solo detras de
las enfermedades cardiovasculares, con una tasa de mortalidad de 139 por cada 100.000
habitantes. Los tumores mas frecuentes, desde un punto de vista de la mortalidad, son
de estbmago, pulmén, y vesicula. Si bien en conjunto la mortalidad del cancer en el pais
ha bajado, estas disminuciones han sido relevantes en los canceres de eso6fago, cérvico
uterino, entre otros. Sin embargo, otros tipos han aumentado o mantenido su tasa, como
son el cancer de endometrio, colon, pulmén y prostata (Ministerio de Salud, 2016).

Dentro de los factores de riesgo asociados a muertes por cancer se encuentras malos
habitos de la poblacién, como son el tabaquismo y alcoholismo. Ademds, se han
relacionado también factores dietéticos, como el aumento en el indice de masa corporal,
la baja ingesta de frutas y verduras, como la falta de actividad fisica (Organizacién
Mundial de la Salud, 2018).

2.3 Streptomyces y sus caracteristicas

Las bacterias del género Streptomyces pertenecen al filo de las Actinobacterias o
Actinomicetos, son Gram positivas y se encuentran predominantemente en suelos o
vegetacion. Gran parte de ellas generan filamentos ramificados en forma de micelios, o
gue permite una aglomeracion natural de los mismos, ademas, gran parte de ellas son



capaces de generar esporas (Rosenberg, DeLong, Lor, Stackebrandt, & Thompson,
2014).

Se caracterizan por tener un metabolismo secundario complejo, lo que les permite
desarrollar una gran y distinta gama de compuestos bioactivos que han sido descritos
con actividad antibittica, antifingica, anticancerigeno e inmunosupresores. Pocas
especies han sido identificadas como patdgenas, tanto en humanos como en plantas
(Rosenberg et al., 2014).

En las ultimas décadas se ha intensificado la investigacion y usos de Streptomyces para
la generacion de compuestos terapéuticos, como su capacidad de producir proteinas
recombinantes como reemplazo de bacterias mas tradicionalmente usadas como E. coli
o Bacillus subtilis (Brawner, Poste, Rosenberg, & Westpheling, 1991).

2.4 Estudios desarrollados en el Desierto de Atacama

El Desierto de Atacama esta ubicado al Norte de Chile, con una superficie aproximada
de 105.000 km?, colindando con el Océano Pacifico y la Cordillera de los Andes. Es
considerado el desierto no polar mas arido del mundo en su sector central, ademas de
poseer grandes cambios de temperatura entre la noche y el dia. Las condiciones
descritas permiten que la radiacion solar sea muy alta en el lugar, en especial la
ultravioleta (Okoro et al., 2009).

Distintas investigaciones se han desarrollado en la busqueda de nuevas especies
microbianas capaces de vivir ante condiciones tan adversas. Un estudio realizado el afio
2008 encuentra una gran diversidad de Actinomicetos presentes en muestras de tierra
(Okoro et al., 2009), mediante la colaboracion posterior de distintos investigadores se
logran identificar nuevas especies de Streptomyces provenientes del Desierto de
Atacama, tales como S. desertii, S. bullii, S. leeuwenhoekii y S. asenjonii (Busarakam
et al., 2014; Goodfellow et al., 2017; Santhanam et al., 2012, 2013).

La mas estudiada es la Streptomyces leeuwenhoekii, la cual demostré la capacidad de
eliminar bacterias multirresistentes a antibiéticos como la Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922, estos nuevos compuestos bioactivos se
caracterizaron y denominaron chaxamicinas A-D (Rateb etal., 2011). También, se
encontro un lazo péptido que se denomind chaxapeptina, con actividad anticancerigena
contra lineas celulares de céancer pulmonar humano A549 (Elsayed et al., 2015). Un
problema identificado en ambos tipos de metabolitos es que estos son generados en una
baja concentracion, siendo necesaria una gran cantidad de biomasa para obtener los
efectos estudiados.

2.5 Potenciales nuevas especies de Streptomyces del Salar de Tara

La ultima expedicion realizada por el CeBiB al Desierto de Atacama en la basqueda de
nuevas especies se realizd a fines del afio 2016 en el Salar de Tara. Estas muestras
fueron estudiadas en una unidad de investigacion compuesta por el estudiante de
doctorado Carlos Cortés y los estudiantes de pregrado Sebastian Guerrero y Constanza
Riquelme.



Se logroé aislar microbiolégicamente 18 cepas y caracterizar mediante el gen ribosomal
16S a 9 de estas. Al momento de construir un arbol filogenético con las secuencias
moleculares anteriores, mediante los algoritmos de Neighbour Joining y Jukes-Cantor con
1.000 iteraciones de boothstraps, se encontré que todas las cepas molecularmente
reconocidas eran del género Streptomyces y su pariente filogenético mas cercano era el
S. alkaliphilus, una caracteristica del resultado fue que la divergencia genética fue en un
solo conjunto, siendo un potencial nuevo clister de la especie (Guerrero, S & Riquelme
et al., 2017), como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 1. Arbol filogenético de Streptomyces sp. del Salar de Tara, en azul las cepas
estudiadas y en celeste las cepas ya descritas en expediciones anteriores al Desierto de
Atacama (Guerrero, S & Riquelme et al., 2017).

Al estudiar la Streptomyces alkaliphilus se encuentra que esta es capaz de crecer a un
pH bésico (entre 9-11) (Akhwale et al., 2015), lo cual no es comun en las especies de
Streptomyces, pero también ha sido descrito anteriormente por otras investigaciones
(Antony-Babu & Goodfellow, 2008). Lo anterior motiva la busqueda de nuevas
caracteristicas en el crecimiento de las cepas estudiadas, pudiendo alcanzar mejores
tasas de crecimiento a un pH alcalino, ya que anteriormente fueron cultivadas a un pH
neutro como describia la bibliografia previa de especies encontrados en el Desierto de
Atacama.



Ademas, se realizaron bioensayos de 7 cepas en cuestion contra distintas lineas
celulares de cancer humano, estos se muestran en la Tabla 1, donde la cepa ST2-7A
muestra un mejor desempefio al disminuir el crecimiento de células cancerigenas de
melanoma, higado y pulmoén. Por otro lado, la cepa ST2-15 D muestra un buen
desempefio ante células de higado, seno y melanoma. Por lo anterior, y para permitir una
metodologia més expedita ante los tiempos para realizar este trabajo de titulacién, se ha
escogido la cepa ST2-7A para realizar los distintos estudios de esta memoria.

Tabla 1. Tabla con reduccién de biomasa de lineas celulares cancerigenas ante extracto crudos
de cepas Streptomyces sp. del salar de Tara. El valor positivo (verde) representa aumento del
crecimiento celular respecto al inicial, el valor negativo (amarillo, anaranjado y rojo oscuro)
representa inhibicién del crecimiento celular.

Nombre cepal Conc [mg/mL] | Pulmén |Melanoma| Higado Seno Pancreas
ST2-1 200.000 -7 -3 -55 20 1
ST2-7B 200.000 -11 0 2
ST2-14 200.000 -14 12 7
ST2-7A 200.000 -72 -8 0
ST2-15B 200.000 -41 29 -15
ST2-15C 200.000 1 -13 -2
ST2-15D 200.000 -41 -72 -24

Cultivo de Streptomyces

Existen distintos antecedentes respecto a las dificultades que poseen los cultivos en
estado liquido de Streptomyces, donde una de sus causas principales es la aglomeracion
y la formacion de pellets por sus filamentos, lo que genera dificultades en la practica
como:

¢ Mala transferencia de masa y oxigeno con el medio de cultivo.

e Dificultad en la toma de muestras representativos del cultivo.

¢ Necesidad de romper pellets mediante técnicas mecanicas agresivas.
e Acumulaciéon de agua y otros compuestos del medio entre sus micelios.

Por lo cual, es dificil obtener cinéticas en estado liquido que sean replicables o
consistentes entre si, solo mediante agentes mecanicos que impidan la aglomeracién de
las bacterias (polimeros o agitacibn mecanica) se permiten superar estas dificultades
(Koepff et al., 2017).

Distintos trabajos han estudiado realizar micro cultivos de Streptomyces y evaluar si las
tasas de crecimiento y el comportamiento celular son similares a otras escalas, como
alternativas ante las dificultadas ya descritas, los beneficios esperados son:

e Un crecimiento celular con baja o controlada aglomeracion celular.

e Permite la medicidon mediante espectrofotometria, en vez de peso seco, lo cual
genera resultados mas consistentes entre si (la medicidn por peso seco puede ser
contaminada por compuestos sélidos del medio y perder material volatil).



e Se puede trabajar con todo el cultivo al momento de la medicion, lo que permite
tener una muestra representativa.

Estos estudios han concluido que la replicabilidad de los datos obtenidos en micro
cultivos, en comparacion con cultivos a mayor escala (1 L y 4 L) son altos (Koepff et al.,
2017; Minas, Bailey, & Duetz, 2001). Se ha podido observar un error de un 1.1% en las
etapas de crecimiento celular del cultivo, comparando un reactor de 1 L y micro cultivos
de 1 mL, lo cual se corroboré con la medicion de OD y pH (Koepff et al., 2017). Esto
también se comprob6é mediante cultivos de 4 L y micro cultivos de 1 mL, donde se
encontraron tasas de maximo crecimiento con menor variacion entre los distintos
replicados a menor volumen, como tasas similares de produccion de metabolitos
secundarios a los escalas probadas (Minas et al., 2001).

Un factor clave al realizar cultivos en biorreactores es la agitacion utilizada, en estudios
previos se ha determinado una correlacién inversa entre el didmetro de los agregados
filamentosos de Streptomyces y las revoluciones por minuto (Gamboa-Suasnavart et al.,
2013; Koepff et al., 2017). Como se indican en las siguientes figuras y tablas.
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Figura 2. Optimizacion de agitacion para minimizar el area
proyectada del pellet de Streptomyces livians (Koepff et al., 2017)
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Tabla 2. Radios de pellet y su realacién con la velocidad de agitacion (Gamboa-Suasnavart
et al., 2013)

Agitation speed Data derived from Tough and Prosser

(rev/min) :

Pellet radius (mm )*

Exp. Data Modelled data

hean sD Mdean sD
250 ND ND 016 0.034
500 012 0.02 014 0.031
750 0.0 00me 010 0.038
009 .06 0. 0.07 0.032

Por lo anterior, existen experiencias previas que permiten validar la realizacién de una
cinética en micro cultivos, los cuales podran obtener datos mas consistentes entre si,
como su posible replicacion en un biorreactor con mejor agitacion.

2.6 Marco conceptual de ética

Para realizar una reflexién ética sobre los alcances del trabajo realizado, el contexto en
el cual se enmarca y su relacién con los fines de la actividad es necesario clarificar el
marco conceptual a utilizar. Para ello, se expondran las tematicas a abordar y su
discusion.

2.6.1 Actividad tecnocientifica

La ciencia y la tecnologia han sufrido grandes transformaciones en los ultimos siglos,
desde la entrada a la modernidad y la revolucién industrial, y por los desarrollos
realizados en el S.XX. (Echeverria, 2003).

Por un lado, tradicionalmente la ciencia posee valores epistémicos, donde la contribucién
al conocimiento se realiza de una forma “neutral” ante problematicas morales. De forma
analoga, la tecnologia se rige por valores técnicos asociados a la eficiencia y la
produccion de lo util. Ambos campos del saber convergerian en la revolucion industrial
europea, donde los desarrollos tecnolégicos tendrian mayor impacto al poseer teorias
cientificas que les permitan sustentarse y mejorar. Ademas, esta nueva combinacion de
disciplinas amplia los valores bajo los cuales se desarrolla la investigacion y desarrollo.

En esta perspectiva, un punto culmine en el desarrollo de la ciencia ocurre en la primera
mitad del S.XX. donde las Guerras Mundiales muestran el poderio militar de las naciones
con un fuerte desarrollo cientifico tecnoldgico. De esta forma, luego de la 2° Guerra
Mundial en Estados Unidos se entra en una etapa llamada de Macrociencia (Big Science),
gue posee las siguientes caracteristicas (Echeverria, 2003):

e Integracion de la ciencia y la tecnologia, a nivel de politicas publicas nacionales y
universitarias, como de centros de estudios.
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¢ Financiamiento estatal de la actividad cientifica y tecnologica mediante Politicas
de Ciencia y Tecnologia (PCyT).
e Enfoque en el desarrollo militar y econémico.

Dicho marco llega a su etapa final en la década de los 70, asociado a la derrota sufrida
por Estados Unidos en la Guerra de Vietnam y el cuestionamiento publico al desarrollo
militar y cientifico. De esta forma en la década de los 80 se genera una nueva relacion
entre ciencia y tecnologia, de forma mas intensa hasta una fusion de ambos campos del
saber, que se denominara tecnociencia, la cual tendrd las siguientes caracteristicas
(Echeverria, 2003):

¢ Financiamiento empresarial, cambiando el enfoque militar a uno econdémico
asociado a la innovacion, la transferencia tecnoldgica y su capitalizacion en el
mercado. Esto se vera reflejado en PCyT para que las empresas desarrollen [+D+i
mediante rebajas impositivas, como nuevos fondos para centros de estudios.

¢ Reciprocidad entre ciencia y tecnologia, se realiza una fusion de ambas disciplinas
al buscar conocimiento Util y a la vez tecnologia necesita un sustento cientifico.

e Empresas tecnocientificas, al existir financiamiento empresarial para la
tecnociencia, nace un mercado asociado no solo a las patentes, sino a la gestion
y rentabilizacion del conocimiento. De esta forma, un valor que se integra es el
econémico, a veces preponderando mas que los valores epistémicos y
tecnoldgicos. Esto se ve reflejado en la investigacion (valor epistémico), desarrollo
(valor tecnoldgico) e innovacién (valor econémico).

e Latecnociencia rompe con el esquema del laboratorio aislado y lo cambia por una
conexidon de equipos de investigadores, empresas y paises. Donde las acciones
mas elementales comenzaran a estar mediadas por las nuevas tecnologias de
informacién y comunicaciones (TIC), pero sin reemplazar el trabajo tradicional.

e La tecnociencia, en comparacion de la ciencia, necesita de las PCyT para
desarrollarse y existir, sea publico o privado. De esta forma se realiza un vinculo
entre la ciencia, la politica y el poder, tomando nuevos valores a nivel politico y
juridico para poder desenvolverse en este nuevo escenario.

De esta forma, la tecnociencia representa una disciplina pluralista a nivel axioldgico y los
agentes que la desarrollan, donde no solo bastan cientificos e ingenieros, sino abogados,
economistas, politicos, humanistas, etc. De esta forma, pasamos del sujeto individual al
equipo investigador multidisciplinario, o en estados mas complejos y avanzados, inter y
transdisciplinarios.

Ademas, dos valores se integran a nivel axiol6gico con el pasar las décadas. Por un lado,
se tienen los valores sociales, donde el repudio y criticas a la actividad tecnocientifica
asociada a la actividad militar en la década de los 70 impone una necesidad de informar
y educar a todos los estratos de la sociedad, no solo a las cupulas que antiguamente
tomaban las decisiones, teniendo nuevos controles a niveles de gasto, publicidad y
relaciones entre tecnologia y sociedad, como también afiadiendo nuevos agentes a los
equipos multi e interdisciplinarios, como soci6logos, filésofos y profesionales humanistas.
Ademas, en el S.XXI este valor toma relevancia ante los niveles de desigualdad social y

9



material, los cuales han sido cuestionados, en particular, por el acceso a los productos
desarrollados por la tecnociencia y sus avances.

Por otro lado, la naturaleza es vista como un agente pasivo donde las transformaciones
sobre ella toman nuevas escalas, por lo cual, la tecnociencia es vista como una amenaza
medioambiental, o que genera diversos grupos organizados contra la tecnologia. Esto
genera un nuevo estandar para el pluralismo axiologico tecnocientifico de hacer propio
los valores ecoldgicos. La integracion de estos valores se ven reflejados en el S.XXI en
el enfoque sustentable y sostenible de los nuevos proyectos de ingenieria, donde cada
vez mas son exigidos como minimos ante la opinién publica y las comunidades afectadas.

2.6.2 Principio de Responsabilidad

Las éticas desarrolladas en Occidente se han caracterizado por ser antropocéntricas,
donde la ética queda circunscrita exclusivamente a las relaciones humanas. Ademas, se
centra en el presente de las acciones y no en un lapso posterior en el futuro, donde ellas
y sus consecuencias son dejadas a la fortuna y el azar (Jonas, 1995).

De esta forma, la naturaleza se presenta como un actor pasivo y vulnerable ante las
acciones humanas, donde las actuales intervenciones realizadas en ella han tomado una
escala global.

Por lo anterior, nace la busqueda de un nuevo imperativo moral que busque reflexionar
ante el impacto de las acciones en lo extrahumano, como ademas las consecuencias que
trae para la misma perpetuacion de la especie humana. Como referente se tiene el
imperativo categorico desarrollado por el filbsofo aleman Kant que dice “obra sélo segun
una maxima, tal que puedas querer al mismo tiempo que se torne en ley universal” (Kant,
1921). De forma analoga, Jonas desarrolla una version del imperativo categorico, el cual
es uno solo, pero se puede formular de las siguientes cuatro formas (Jonas, 1995):

e “‘Obra de tal modo que los efectos de tu accion sean compatibles con la
permanencia de una vida humana en la Tierra.”

e “Obra de tal modo que los efectos de tu accién no sean destructivos para la futura
posibilidad de vida.”

e ‘No pongas en peligro las condiciones de la continuidad indefinida de la
humanidad en la Tierra.”

¢ ‘Incluye en tu eleccion presente, como objeto también de tu querer, la futura
integridad del hombre.”

2.6.3 Principio Precautorio

Durante el S.XIX y S.XX. se han podido constatar diversos dafios a personas y el medio
ambiente por causa de la actividad humana, como el uso del plomo en la gasolina, el
amianto en Europa, entre otros, en todos estos casos existian pocas pruebas cientificas
a un inicio para prever los dafios que producirian, pero con el tiempo aparecieron motivos
estaban e hicieron falta voluntades para hacerse cargo de ellas a tiempo.

Por lo anterior, urge definir y consensuar un Principio Precautorio (PP) que sea practico
y logre adecuarse a distintas situaciones. Una definicibn propuesta es la de la
Commission on the Ethics of Scientific Knowledge (2005):
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“Cuando las actividades humanas puedan acarrear un dafio moralmente inaceptable
que es cientificamente plausible, pero incierto, se adoptaran medidas para evitar o
disminuir ese dafio”

Para ello, es necesario definir algunas palabras clave (Commission on the Ethics of
Scientific Knowledge, 2005):

e Un dafilo moralmente inaceptable consiste en el infligido a seres humanos o al
medio ambiente que sea: una amenaza contra la salud o la vida humana, o grave
y efectivamente irreversible, o injusto para las generaciones presentes o futuras,
0 impuesto sin tener debidamente en cuenta los derechos humanos de los
afectados.

e Eljuicio de plausibilidad debera basarse en un analisis cientifico, este tendra que
ser permanente de modo que las medidas resueltas puedan reconsiderarse.

e La incertidumbre podra aplicarse a la capacidad o a los limites del posible dafio,
pero n se circunscribird necesariamente a esos elementos.

e Las medidas constituyen intervenciones iniciadas antes de que sobrevenga el
dafio y que procuran evitarlo o disminuirlo. Siendo medidas proporcionales a la
gravedad del dafio potencia, tomando en cuenta sus consecuencias negativas y
positivas.

Se puede pensar que el PP atenta y frena la innovacion o el desarrollo cientifico, pero
este busca en su espiritu tomar en cuenta los dafios y el largo plazo de todo desarrollo
tecnocientifico, como también abrir un nuevo espacio de innovacion centrado en la
disminucion o evitar perjuicios al medio ambiente, a los seres humanos y futuras
generaciones, como son actualmente las energias renovables no convencionales,
nuevos medicamentos y procesos sustentables y sostenibles.

También es necesario tomar en cuenta que el PP no significa riesgo cero, sino que apunta
a minimizarlos o que sean aceptables bajo estdndares basados en la ética, ya que busca
ser una norma racional aplicada a procesos complejos, no un algoritmo inapelable.
Debiendo ser estudiado caso a caso y quizas pueda ser distinto en cada contexto y
situacion.

2.6.4 Declaracion de Singapur

La investigacién cientifica, como se ha descrito anteriormente, ha buscado en el S.XX.y
S.XXI ampliar sus valores epistémicos y ha tomado niveles internacionales, donde la
interconexién ha mostrado diferencias entre paises y disciplinas. Por lo cual, se han
realizado diversos esfuerzos para organizar dicha actividad, como plantear principios y
responsabilidades fundamentales que la sustenten.

De esta forma, en la 2° Conferencia Mundial sobre la Integridad en la Investigacion del
afio 2010 en la ciudad de Singapur, se logra generar una guia global para la conducta
responsable en la investigacion.

De esta, se desprenden 4 principios fundamentales (2° Conferencia Mundial sobre
Integridad en la Investigacion, 2010):
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e “Honestidad en todos los aspectos de la investigacion.”

e “Responsabilidad en la ejecucion de la investigacion.”

o “Cortesia profesional e imparcialidad en las relaciones laborales.”
e “Buena gestion de la investigacion en nombre de otros.”

Ademas, se desprenden 13 responsabilidades que todo investigador debe considerar y
promover (2° Conferencia Mundial sobre Integridad en la Investigacion, 2010):

1. Integridad 9. Conflictos de intereses.

2. Cumplimiento de Normas 10.Comunicacion publica.

3. Métodos de investigacion 11.Denuncia de practicas

4. Documentacion de la irresponsables en la
investigacion. investigacion.

5. Resultados de la investigacion. 12.Respuesta a practicas

6. Autoria. irresponsables en la

7. Reconocimiento en las investigacion.
publicaciones. 13. Ambiente para la investigacion.

8. Revision por pares. 14.Consideraciones sociales.

A pesar de no ser un documento regulador o politicas oficiales de los paises que
suscriban a dicha declaracion, se mantiene como eje rector para la investigacion cientifica
y abre las puertas para futuras mejoras para seguir elevando los estandares de la
investigacion.

2.6.5 Etica Profesional

En primera instancia, antes de hablar sobre ética profesional es necesario definir qué se
entiende por actividad profesional. De entre las muchas acepciones de la misma, se
utilizara en este trabajo la que considera las siguientes caracteristicas (Cortina, 2006):

e Una profesion es una actividad humana social, mediante la cual se presta un
servicio especifico a la sociedad y de forma institucionalizada. Este servicio debe
ser unico, claramente definido e indispensable para la sociedad.

e La profesion se considera una vocacion y mision, por lo que se espera que el
profesional se entregue a esta e invierta su tiempo libre para prepararse para
ejercer la tarea encomendada, siendo esta preparacion lo mas actualizada posible.

e Los profesionales pueden formar colectivos que buscan tener el control sobre el
ejercicio de la actividad, cerciorando la certificacion académica de sus miembros
y velando por quienes pueden ejercerla.

e Para acceder al ejercicio de la profesién se debe pasar por un largo proceso de
capacitacion teorica y practica, estudios reglados que deben acreditar o dar una
licencia a la persona para ejercer.

De esta forma, las profesiones como practicas humanas poseen ciertos valores y fines
sin los cuales no se podrian definir la profesion en particular. Estos valores y fines seran
denominados “bienes internos”, los cuales le dan legitimidad social y no buscan generar
un producto, puesto que son lo que define a la actividad de la que se trate, y son un fin
en si mismos. Ademas, existen otros aspectos de la actividad profesional que no son o
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debiesen ser la parte esencial de dicha practica, pero sin los cuales no seria posible
ejercer, estos se denominaran “bienes externos”, como son un salario o remuneracion,
fama o prestigio, etc. (Macintyre, 1987) (Cortina, 2006)

Estos bienes internos y externos fundan una definicion teleoldgica de la ética profesional,
donde en funcion de fines (télos) se puede realizar una caracterizacién de la actividad
profesional como una actividad social, donde se tienen tres agentes principales:
profesional, los beneficiarios directos (clientes, pacientes, etc) y la sociedad. Donde sera
este Ultimo, en conjunto con las instituciones colegiadas de profesionales, los que
realizaran una actualizacion de dichos fines ante los cambios que surjan de la conciencia
moral de cada época y contexto (Cortina, 2006).

2.6.6 Cierre marco conceptual

Al leer y estudiar los contenidos ya descritos, se puede apreciar como la biotecnologia es
parte del desarrollo tecnocientifico, dado que los alcances de la investigacién realizada
buscan la producciéon de un conocimiento que sea util para grandes problemas que
aquejan a la sociedad contemporanea. Ademas, un analisis a nivel de los valores que
presenta dicha actividad es complejo y plural, donde la ética y la responsabilidad son
criterios a integrar a la ingenieria y ciencias. De esta forma, se realizard una reflexion y
discusion utilizando los elementos trabajados en este marco conceptual.



3. Objetivos

3.1 Objetivo general
El objetivo principal de la memoria es:

e Estudiar el aumento tedrico y experimental del crecimiento celular de
Streptomyces sp. del Salar de Tara mediante el desarrollo de mejoras en sus
condiciones de cultivo a nivel de laboratorio y biorreactor. Ademas, a partir de los
alcances de la investigacion, realizar una reflexion ética de la profesion y la
investigacion cientifica.

3.2 Objetivos especificos
Los objetivos especificos son:

e Estudiar modificaciones y disefio del medio de cultivo de Streptomyces sp. del
Salar de Tara para aumentar su crecimiento celular.

e Analizar ajustes a las condiciones de cultivo, como temperatura, agitacion, nivel
de oxigeno y pH de Streptomyces sp. del Salar de Tara para aumentar su
crecimiento celular.

e Estudiar y ajustar las modificaciones al medio y condiciones de cultivo al escalar
de un volumen a nivel de laboratorio a un biorreactor de 1 litro.

e A partir de los alcances de la investigacion realizada como una actividad
biotecnoldgica, realizar una discusion y reflexion ética.



4. Metodologia

4.1 Técnicas de cultivo y mantencion de Streptomyces

Para realizar una correcta mantencién de la cepa, es necesaria mantener indculos activos
para posteriores usos, como resguardarla para futuro. Para ello, se realiza la siguiente
metodologia genérica.

Materiales:

e Placas de SCA ajustado a pH (Kuster & Williams, 1964).
e Indculo previo de la cepa ST2-72.

e Asa calibrada de 0,01 mL.

e Pipetas Pasteur.

e Mechero.

e Campana de flujo laminar.

e Estufa para cultivo.

Pasos a sequir:

1.

w

Preparar placas con medio sélido de almidon y caseina (SCA), ajustadas a un pH
optimo.
Inocular cada placa con un inéculo, dependiendo si es medio liquido o sélido el inéculo
original:
a. Si proviene de un medio liquido, tomar muestra con asa calibrada y distribuir
en la placa con una pipeta pasteur.
b. Si proviene de un medio sélido, tomar muestra con asa calibrada y distribuir
con la misma asa.
Poner las placas a 30°C, sin agitacion.
Esperar 10 dias y observar el crecimiento celular y la esporulacion, si el crecimiento
es aceptable, resguardar a 4°C.

4.2 Prueba pH preliminar

Para probar la relacion de los resultados moleculares obtenidos, donde se relacion6
filogenéticamente la S. alkaliphilus con las estudiadas, se realiza una prueba preliminar
para verificar el comportamiento alcalifilo de estas.

Materiales:

e Placasde SCAapH 7,10y 12 (Kuster & Williams, 1964).
e Indculo previo de la cepa ST2-7A.

e Pipeta de 1.000 uL.

e Pipetas Pasteur.

e Mechero.

e Campana de flujo laminar.

e Estufa para cultivo.



Pasos a sequir:

1. Preparar placas con medio sélido de almidon y caseina (SCA), dividir el grupo en 3,
ajustando uno a pH 7, otro a pH 10 y el dltimo a pH12.

2. Inocular una placa de cada medio a cada pH con una cepa a estudiar.

3. Poner las placas a 30°C, sin agitacion.

4. Esperar 10 dias y observar el crecimiento celular y la esporulacion.

4.3 Medio a base de glucosa o almidon

Para conocer el carbohidrato que podria ser 6ptimo para mantener y cultivar las cepas
estudiadas, entiéndase permitir un crecimiento celular abundante y la generacion de
esporas, se realizara el siguiente experimento.

Materiales:

e Placas de SCA (Kuster & Williams, 1964).
e Placas de Horikoshi-1 (Culture, 2007).

e Indculo previo de la cepa ST2-7A.

e Pipeta de 1.000 uL.

e Pipetas pasteur.

e Mechero.

e Campana de flujo laminar.

e Estufa para cultivo.

Pasos a sequir:

1. Preparar placas con medio sélido de almidén-caseina (SCA) y a base de glucosa para
especies alcalinas (Horikoshi-1), ambos ajustado al pH 6ptimo de la prueba anterior.

2. Inocular una placa de cada medio con una cepa a estudiar.

3. Poner las placas a 30°C, sin agitacion.

4. Esperar 10 dias y observar el crecimiento celular y la esporulacion.

4.4 Ajuste de pH y temperatura

Para conocer las mejores condiciones de crecimiento, es necesario conocer el pH y
temperaturas éptimas que permiten un mayor crecimiento celular. Para ello, se realizara
el siguiente experimento.

Materiales:

e Tubos de 1,5 mL estériles.

e Agua miliQ estéril.

e Indculo en cultivo solido.

o Vortex.

e Parafilm.

e Medio de cultivo de triptona de soya estéril (Goodfellow & Fiedler, 2010).
e Indculo previo de la cepa ST2-7A.



Thermoshaker.
Congelador a -80°C.
Estufa a 60°C.
Centrifuga.

Bafio de ultrasonido.
Espectrofotdmetro.

Procedimiento para inocular:

1.

9.

Usando un cultivo en estado sélido con buena esporulaciéon (minimo 10 dias a
30°C), usar 2 mL de agua miliQ estéril y raspar el cultivo con cuidado para obtener
las esporas.

Depositar las esporas en un tubo de 1,5 mL, centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutos.

Descartar sobrenadante y lavar en 1 mL de agua miliQ estéril, centrifugar 14.000
rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado alrededor de 0,25 mL del agua estéril.
Homogeneizar el stock obtenido mediante vértex y agitacion manual.

Preparar 24 tubos de 1,5 mL con 500 uL de medio de cultivo (triptona de soya) a
pH9, pH10 y pH11.

Inocular 25 uL del stock de esporas a cada tubo.

Cubrir con Parafilm la tapa de cada tubo y disponer en un thermoshaker a 250 rpm
a 28°C por 30 horas.

Extraer un tubo cada 2 horas y congelar a -80°C.

Procedimiento de andlisis de muestras:

Descongelar las muestras (se recomienda utilizar una estufa).
Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.

Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.



8.

9.

Homogenizar mediante ultrasonido durante 15 minutos aproximadamente las
muestras, hasta verificar visualmente que el pellet se haya disuelto correctamente.

Medir absorbancia a 600 nm usando como blanco agua miliQ estéril.

Luego, repetir el mismo procedimiento anterior, pero cultivando a 30°C y 33°C.

4.5 Cinética de crecimiento
Materiales:

Tubos de 1,5 mL estériles.
Agua miliQ estéril.

Inéculo en cultivo sdlido.
Vortex.

Parafilm.

Medio de cultivo de triptona de soya estéril (Goodfellow & Fiedler, 2010).
Thermoshaker.
Congelador a -80°C.
Centrifuga.

Bafio de ultrasonido.
Espectrofotdmetro.

Procedimiento para inocular:

1.

9.

Usando un cultivo en estado sélido con buena esporulacién (minimo 7 dias a
30°C), usar 2 mL de agua miliQ estéril y raspar el cultivo con cuidado para obtener
las esporas.

Depositar las esporas en un tubo de 1,5 mL, centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutos.

Descartar sobrenadante y lavar en 1 mL de agua miliQ estéril, centrifugar 14.000
rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado alrededor de 0,25 mL del agua estéril.
Homogeneizar el stock obtenido mediante vértex y agitacion manual.

Preparar tubos de 1,5 mL con 500 uL de medio de cultivo (triptona de soya y al pH
optimo anterior).

Inocular 25 uL del stock de esporas a cada tubo.

Cubrir con Parafilm la tapa de cada tubo y disponer en un thermoshaker a 250 rpm
a la temperatura 6ptima anterior por 30 horas.

Extraer un tubo cada 2 horas y congelar a -80°C.

Procedimiento de analisis de muestras:



Descongelar las muestras (se recomienda utilizar una estufa).
Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.

Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

A

Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.

o

Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.
6. Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

7. Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.

8. Homogenizar mediante ultrasonido durante 15 minutos aproximadamente las
muestras, hasta verificar visualmente que el pellet se haya disuelto correctamente.

9. Medir absorbancia a 600 nm usando como blanco agua miliQ estéril.

4.6 Escalamiento a un biorreactor

Para concluir los experimentos anteriores, se escala el grupo de cepas a estudiar con las
condiciones oOptimas encontradas a un biorreactor de 1 litro. Para ello se realizan 2
experimentos.

Materiales:

e Matraz de 250 mL estéril.

e Agua miliQ esteéril.

e Indculo en cultivo sdlido.

e Vortex.

e Medio de cultivo de triptona de soya (Goodfellow & Fiedler, 2010).
e Equipo de cultivo BIOSTAT®B.

e Fermentador de 1,5 L de BIOSTAT®B.

e Medidores de T°, Oxigeno y pH de BIOSTAT®B para volumen de 1,5 L.
e Solucion de NaOH a 2 M.

e Tubos de 15 mL estériles.

e Congelador a -80°C.

e Tubos de 1,5 mL estériles.

e Centrifuga.

e Bafo de ultrasonido.

e Espectrofotbmetro.

Procedimiento para el Precultivo:

1. Usando un cultivo en estado sélido con buena esporulacion (minimo 10 dias a
30°C), usar 5 mL de agua miliQ estéril y raspar el cultivo con cuidado para obtener

las esporas.
8



7.

Depositar las esporas en tubos de 1,5 mL, centrifugar a 14.000 rpm durante 5
minutos.

Descartar los sobrenadantes y lavar en 1 mL de agua miliQ estéril, centrifugar
14.000 rpm durante 5 minutos.

Homogeneizar el stock obtenido mediante vortex y agitacion manual.

Preparar matraz de 250 ml con 45 mL de medio de cultivo (triptona de soya y
pH10).

Inocular 5 mL del stock de esporas e inocular matraz con 45 mL de medio de
cultivo.

Cultivar a 300 rpm a 30°C por 16 horas.

Cultivo en el biorreactor:

1.

Preparar un biorreactor de 1,5 L con 950 ml de medio de cultivo (triptona de soya
y pH10).

Programar agitaciéon en 500 rpm con aireacion de 1,0 I/min, sin control de pH.
Inocular los 50 ml de Precultivo cuidadosamente al reactor.

Tomar dos muestras de 5 ml cada una, cada 2 horas y congelar muestras, ademas
de registrar parametros de T°, pH y pOa.

Una vez que se observa el inicio de la fase exponencial, tomar muestras cada 1
hora. Luego, mantener la frecuencia anterior.

Procedimiento de andlisis de muestras:

o k~ 0D

»

Descongelar las muestras (se recomienda utilizar una estufa).
Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.

Extraer 3 mL de la muestra y dispensar 1 mL en cada microtubo de 1,5 mL.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.

Homogeneizar mediante vortex y agitacion manual.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

Descartar con cuidado el sobrenadante y agregar 1 mL de agua miliQ estéril a
cada muestra.

Homogenizar mediante ultrasonido durante 15 minutos aproximadamente las
muestra, hasta verificar visualmente que el pellet se haya disuelto correctamente.

9



10. Medir absorbancia a 600 nm usando como blanco agua miliQ estéril.

Repetir experimento, pero controlando el pH del cultivo usando como referencia el pH
Optimo anterior, usando una base de NaOH para mantener dicho parametro.

10



5. Resultados y discusion

5.1 Ajuste de pH preliminar y fuente de carbono

Al realizar una prueba de pH preliminar en placas de SCA en estado soélido se encontré
una clara tendencia a un crecimiento mas abundante y con mayor esporulacion a pH 10
en todas las cepas, aunque ambas variables se midieron de una forma cualitativa. Esto
se puede corroborar en las siguientes fotografias de algunas de los microorganismos
estudiados.

s~ 28

Figura 3. Fotografias de cepas estudiadas cultivadas a pH 7 (izquierda), pH 10
(centro) y pH 12 (derecha).

Al probar medios en estado solido con distinta fuente de carbono (SCA con almidon y
Horikoshi con glucosa) se encontré un crecimiento celular similar, pero con una baja
esporulaciéon en el medio a base de glucosa, lo cual no es 6ptimo para la correcta
mantencion de Streptomyces, al necesitar la generacion de esporas para su cultivo y
almacenamiento. Nuevamente, estos resultados fueron observados de forma cualitativa,
como se puede corroborar en las siguientes fotografias. Una hipétesis para dicho
comportamiento es que el almidén podria ser una fuente de carbono que genera mayor
estrés celular que la glucosa, lo que conlleva a que las bacterias deban esporular para
supervivencia.




Figura 4. Fotografias de la misma cepa cultivada en un medio a base de glucosa
(izquierda) y a base de almiddn (derecha). Se puede apreciar una menor esporulacion
(textura blanca como polvo) del cultivo a base de glucosa.

5.2 Andlisis de resultados de parametros 6ptimos

Al realizar el estudio paralelo para encontrar el pH y temperaturas 6ptimas se pudo
registrar el crecimiento celular mediante la cuantificacion de su biomasa mediante
absorbancia como se muestra en los siguientes graficos. Es importante aclarar que los
puntos que no aparecen en los graficos son por inconsistencias al momento de medirlos,
pudiendo ser tubos mal o sin inocular (los datos experimentales se pueden apreciar en el
Anexo A).

Efecto pH (28°C)
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Figura 5. Resultados de biomasa mediante absorbancia de Streptomyces
ST2-7A ajustadoa pH 9, 10y 11 a 28°C.

Se puede observar que se alcanza un mayor crecimiento final de biomasa a 33°C, por
otro lado, el pH 6ptimo pareciera estar entre 9y 10 a 28°Cy 30°C, pero a 33°C se aprecia
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Figura 6. Resultados de biomasa mediante absorbancia de Streptomyces
ST2-7A ajustadoa pH 9, 10y 11 a 30°C.

un crecimiento casi 2 veces mayor a pH 10, ademas de una fase lag casi nula, lo que
permite alcanzar el estado estacionario en menor tiempo. Por lo cual, las mejores
condiciones de cultivo son a 33°C y a pH 10.

5.3 Cinética de crecimiento y estado estacionario

Se realizé un cultivo a 33°C y el medio ajustado a pH 10, segun se describe en la
metodologia. En esta oportunidad, se pudo trabajar con triplicados cada muestra, lo que
permitié visualizar una baja variacion entre una muestra con otra en el mismo intervalo

de tiempo.

En los siguientes gréficos se puede apreciar la biomasa obtenida mediante su
absorbancia, en linea punteada cada triplicado y en linea continua el promedio de estas.
Ademas, se ha aislado la fase exponencial para calcular su tasa maxima de crecimiento
(max) (los datos experimentales se pueden apreciar en el Anexo A).

Efecto pH (30°C)
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Figura 7. Resultados de biomasa mediante absorbancia de Streptomyces
ST2-7A ajustadoa pH 9,10y 11 a 33°C.
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Cinética crecimiento

1,4
— 12 e
E "7,»4 """"""""""""""" v
c 3 d'
: .
=08 /
< 0 Va,
8 _a2”
c 0,6 g
@ O mngS=TF =
Q0 -
ey v
o 0,4
(%]
)
<02

0
0 5 10 15 20 25
Horas
-—@=--A =-=@--B C Promedio

Figura 8. Resultados de biomasa mediante absorbancia de Streptomyces
ST2-7A en triplicado en un volumen de 1 mL, ajustado a pH 10y a 33°C.
La linea punteada representa cada triplicado y la linea continua el
promedio de estas.

Se puede ver que la fase exponencial dura 12 horas, lo que se puede corroborar al ver
gue se mantiene la biomasa en la muestra 24 horas, lo cual significa que logra alcanzar
el estado estacionario en medio dia. Para calcular la tasa maxima de crecimiento, se
realizé el siguiente célculo (la deduccion de dicha expresion puede verse en el Anexo B)

X =Xxq" eﬂméx't S y=y- emx
m = Umax

y = 0,4933e0.0716x
R?=0,9968

Fase Exponencial
1,400
1,200
1,000
0,800

0,600

0,400

Absorbancia (600 nm)

0,200

0,000

Horas

Figura 9. Resultados de biomasa mediante absorbancia de Streptomyces

ST2-7A en su fase exponencial en triplicado, ajustado a pH 10 y a 33°C.

Solo se muestra el promedio de las muestras y su ajuste exponencial de
los datos experimentales.
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De esta forma, p,s, = 0,072 [1/h] con un error de R? = 0,997. Ademas, se alcanza una
absorbancia similar al experimento para probar el pH10 a 33°C, lo que reafirma los
resultados obtenidos.

5.4 Evaluacién de parametros en el biorreactor

Al momento de escalar el cultivo al biorreactor, se realiza en primer lugar solo el control
de la agitacion y temperatura, al igual que al cultivarlo en un volumen de 1 mL, pero es
importante destacar que se pueden ajustar las variables de forma mas directa, ya que la
temperatura se mide mediante una termocupla al interior del reactor y la agitacion es
mecanica mediante una hélice, en cambio, a menor escala, el equipo regula ambas
variables de forma externa al cultivo, midiendo en la placa donde son introducidos los
tubos. Por otro lado, se pudo registrar la variacion de pH y presion de oxigeno, que
arrojaba en tiempo real el equipo, ambos se pueden ver en los siguientes gréficos.

pH
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Figura 10. Variacion del pH en el tiempo del cultivo de Streptomyces ST2-7A en un
volumen de 1 L, ajustado a pH inicial de 10, a 33°C y 500 rpm.
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Figura 11. Variacién de la presion de oxigeno en el tiempo del cultivo de
Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a pH inicial de 10, a
33°C y 500 rpm.

Al estudiar la variacion se pH, se puede observar que se mantiene bajando de forma
gradual hasta la 6° hora, a partir de la cual empieza a descender a una tasa mas
acelerada hasta marcar un pH 5,4 en el equipo. Un comportamiento similar se observa
en la presion de oxigeno, manteniéndose estable y bajando de forma acelerada a partir
de la hora 6, llegando hasta un 4,5% en el equipo.

Al complementar los graficos anteriores con la biomasa registrada mediante absorbancia,
se puede ver en los siguientes graficos como el descenso en el pH y el oxigeno ocurren
al mismo tiempo que la fase exponencial del crecimiento, estancandose al llegar a la fase
estacionaria.

Cinética Biorreactor (sin control)
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Figura 12. Resultados de biomasa mediante absorbancia de
Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a un pH inicial de
10, a 33°C y 500 rpm.
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Figura 13. Resultados de biomasa en su fase exponencial mediante
absorbancia de Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a
un pH inicial de 10, a 33°C y 500 rpm. Mostrando un ajuste exponencial a
los datos experimentales.

Al estudiar las diferencias del cultivo en el biorreactor versus el cultivo a menor escala se
puede observar que la duracion de la fase exponencial se reduce en 1/4, pasando de 12
horas a 3. Ademas, se alcanza una biomasa casi el doble de la obtenida a menor
volumen, lo que también se ve reflejado en la tasa maxima de crecimiento, CoOn un s, =
0,729 [1/h] con un error de R? = 0,906, 10 veces mayor que la anterior.

Al realizar una nueva fermentacion pero controlando el pH del cultivo a 10 con una base
de NaOH, ya que el pH desciende de forma sostenida y ademas tener un acido y base
en estas caracteristicas puede confundir al equipo, se obtiene una variacion nula del pH,
por lo cual no se grafica. Por otro lado, la variacion de presion de oxigeno presenta una
variacion leve en el tiempo, muy baja durante las primeras 12 horas de cultivo y solo baja
una vez pasado un dia, este comportamiento se ve reflejado en el siguiente grafico.
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Figura 14. Variacién de la presion de oxigeno en el tiempo del cultivo de
Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a pH constante de
10, a 33°C y 500 rpm.
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Al estudiar la biomasa del biorreactor mediante su absorbancia, se puede observar en el
siguiente grafico una fase exponencial similar a la anterior, donde baja la biomasa y luego
sube, durando 3 horas hasta la fase estacionaria, con un s, = 0,165 [1/h] con un error
de R? = 0,939.

Cinética Biorreactor (control pH 10)
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Figura 15. Resultados de biomasa mediante absorbancia de
Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a un pH constante
de 10, a 33°C y 500 rpm.
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Figura 16. Resultados de biomasa en su fase exponencial mediante
absorbancia de Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L, ajustado a
un pH constante de 10, a 33°C y 500 rpm. Mostrando un ajuste
exponencial a los datos experimentales.

Un comportamiento esperado al controlar el pH seria un aumento de la biomasa final,
como una mejora en la tasa de crecimiento, pero se observa todo lo contrario. Una
hipotesis que podria explicar este resultado seria la gran variacion de pH registrado
inicialmente en el biorreactor, pasando de un pH inicial de 10 a uno de 5,4, tomando en
cuenta que la escala de pH es logaritmica, este descenso es de gran magnitud.

Por lo anterior, al parecer el pH 6ptimo inicial de la fermentacion para esta cepa de
Streptomyces es 10, pero el pH Optimo que maximice el crecimiento de la fase
exponencial pareciera ser otro y encontrarse entre el rango de 10 y 5. Por otro lado, que
se mantenga la duracion de la fase exponencial puede deberse a que las condiciones de
mejor transferencia de masa y oxigeno dadas en el biorreactor permitan dicha mejora
frente al cultivo tradicional.

Ademas, la nula variacion de la presion de oxigeno no se condice con el crecimiento
registrado, a pesar de ser menor, la variacion casi nula no reporta actividad celular. Al
momento de utilizar el equipo se investiga que no existen registros previos de
fermentaciones a un pH tan alcalino y de forma sostenida en el tiempo, siendo esta la
primera experiencia de este tipo. Por lo cual, se propone averiguar si esta casi nula
variacion de oxigeno se debe a un error del instrumento en estas condiciones o
efectivamente fue debido al crecimiento celular.

Comparacion Cinéticas
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Figura 17. Comparacién del crecimiento celular de la cepa ST2-7A a
distintos volimenes y temperaturas. Las siglas S.C es Sin Control y C.C.
es Con Control

Finalmente, al contrastar el crecimiento de las distintas cinéticas se puede observar como
mejora la biomasa final desde la situacion inicial (pH 10 inicial a 30°C en un volumen de
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1 mL) al aumentar la temperatura a 33°C, teniendo un incremento de un 11% de biomasa
al llegar a la fase estacionaria. Por otro lado, si se compara el crecimiento a un volumen
de 1 L en el biorreactor, se puede apreciar un aumento de un 120% respecto a la situacion
inicial a 30°C y de un 99% respecto a la situacion inicial a 33°C. Dicho andlisis se puede
ver en el siguiente grafico, donde las lineas discontinuas son las cinéticas a un 1 mL y
las continuasa 1 L.

5.5 Reflexidn ética acerca de la ingenieria en biotecnologia

La biotecnologia como disciplina se enmarca en la actividad tecnocientifico, ya que busca
generar conocimientos con utilidad industrial en distintas areas, como la mineria,
agricultura, acuicultura, salud y farmacologia. Sus desarrollos también estan orientados
a crear nuevas tecnologias y técnicas basadas en ciencias bioldégicas como la
microbiologia y la biologia molecular.

En este trabajo de memoria se enmarca en el contexto de desarrollar nuevos antibiéticos
y anticancerigenos a partir de bacterias extremdfilas del Desierto de Atacama, en
particular del Salar de Tara, en él se utilizan metodologias de la microbiologia y
bioingenieria para lograr dichos cometidos. De esta forma, los alcances de los desarrollos
alos que contribuye esta tesis son parte de los lineamientos que persigue la tecnociencia,
reforzando la idea anterior.

Ademas, las cepas estudiadas provienen de un ambiente natural con una baja
intervencion del hombre, el cual ademas sigue siendo estudiado por distintas disciplinas.
Lo cual nos lleva a la pregunta, en caso de encontrar cepas con potencial biotecnolégico
e industrial, ¢ significaria esto atraer y expandir la explotacion de un ambiente natural para
fines tecnocientificos? En caso de ser afirmativa la respuesta, ¢qué seria necesario
considerar?

En primer lugar, es necesario tomar en cuenta el principio precautorio para poder
anticipar, previo a la accién, los impactos que tendria dicho desarrollo en los distintos
agentes afectados, asi como seguir los principios y exigencias que plantea la Declaraciéon
de Singapur. Para ello es de interés ahondar en los conceptos de los autores Hans Jonas
y Javier Echeverria.

Siguiendo el principio de responsabilidad de Hans Jonas, es necesario tomar en cuenta
el impacto que tendria dicho desarrollo para la salud de las personas afectadas por
bacterias multirresistentes o canceres de distinta indole, como el impacto en el medio
ambiente de origen en su balance ecoldgico y otros organismos que habiten en este. De
esta forma, se pueden balancear los factores relevantes para las futuras generaciones y
la sostenibilidad del ecosistema.

Siguiendo lo propuesto por Javier Echeverria, evaluar dicho problema solo usando
valores morales no es suficiente, también es necesario considerar:

e Valores economicos; por ejemplo, ¢qué tan rentable es la produccion de este
nuevo farmaco?, ¢cuales son los costos de minimizar los impactos en el medio
ambiente?
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e Valores politicos; por ejemplo, ¢cémo contribuye a la salud publica dicho
desarrollo?, ¢de qué forma se alinea con las politicas de ciencia y tecnologia del
pais?

e Valores juridicos; por ejemplo, ¢,se ha considerado a las personas del sector como
parte de una futura patente comercial?, ¢ se adecula la obtencion y tratamiento de
las cepas a los protocolos de armonizacion vigentes?

e Valores sociales; por ejemplo, ¢se logra generar un desarrollo que sea accesible
a las personas que mas lo necesitan?, ¢cémo contribuye el desarrollo
biotecnolégico del Desierto de Atacama a futuros profesionales y la comunidad del
sector?

e Valores ecologicos; por ejemplo, ¢cual seria el impacto en la sostenibilidad de
dicho ecosistema en el tiempo?, ¢abre la posibilidad de explotar otros ambientes
naturales con nula o baja intervencion del hombre dicho desarrollo?

De esta forma, el principio de responsabilidad no basta para abarcar la complejidad del
problema y sus alcances. Lo que se puede complementar con el analisis pluriaxiolégico
de Echeverria.

A pesar de ello, es importante rescatar la responsabilidad planteada por Jonas como un
fin en si mismo, donde esta se adquiere por la asimetria ante la situacion frente a otros y
el entorno, en este caso, el rol de cientificos e ingenieros ante la naturaleza y
comunidades afectadas, donde no se escoge contraer este deber, por lo que se vuelve
una obligacion, en forma de imperativo moral, ser responsable. Por lo cual, se puede
extender el principio de responsabilidad moral a uno axiolégico, contribuyendo a la
reflexion sobre los fines de la actividad biotecnolégica.

Finalmente, parece necesario y obligatorio incluir en los fines de la actividad profesional
de cientificos e ingenieros, en particular al area de la biotecnologia, el principio de
responsabilidad en un marco axiolégico de la accién tecnocientifica, logrando asi
profesionales mas integrales en su contribucion y rol en el conocimiento, tecnologia,
economia, politica, leyes, ecologia y sociedad.
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6. Conclusiones

El objetivo del presente trabajo de titulo busca mejorar las condiciones de cultivo de
Streptomyces del Salar de Tara para aumentar la biomasa obtenida y disminuir el tiempo
de crecimiento. Para ello, en primer lugar, se pudo corroborar que las cepas estudiadas
presentan un comportamiento alcalifilo, y en segundo lugar, que la fuente de carbono
que permite un mejor crecimiento y esporulacion de estos microorganismos es el almidén
frente a la glucosa.

Luego se estudi6 la cepa de mayor relevancia preliminar, desde un punto de vista de los
potenciales productos terapéuticos que puede sintetizar, siendo esta la ST2-7A. Se
encontraron los parametros 6ptimos para su cultivo, siendo estos un pH 10 inicial y una
temperatura constante de 33°C, logrando una menor fase lag y alcanzando una mayor
biomasa al llegar al estado estacionario.

De esta forma se escala el cultivo a un fermentador de 1 L controlando de forma mas
directa los parametros de crecimiento, como son el pH, temperatura, agitacion y presion
de oxigeno. En primera instancia, solo controlando la temperatura y agitacion, se logra
un aumento de un 99% en la biomasa final en estado estacionado respecto a la situacién
inicial a 33°C a un volumen de 1 mL. Ademas, se logra reducir la fase exponencial de 12
horas a solo 3.

Luego, al realizar una fermentacion manteniendo constante el pH del cultivo a 10, se
observa una inhibicion del crecimiento celular, siendo un 45% menor al obtenido sin
controlar dicha variable en el biorreactor de un 1 L. De todas formas, se mantiene la
duracion de la fase exponencial de 3 horas, concluyendo que dicha disminucion puede
ser atribuida a la mejor transferencia de masa y oxigeno entre el medio y el
microorganismo gracias a las condiciones dadas en el biorreactor.

Por lo cual, se propone como continuacion del actual trabajo estudiar el pH 6ptimo de la
cepa ST2-7A, ya que la variacién de este parametro es relevante, pasando de un pH
inicial 10 hasta 5,4 en el periodo estacionario. Ademas, evaluar nuevas variables a
controlar, como la presién de oxigeno y la agitacion Optima que permitan minimizar la
fase exponencial y maximizar la biomasa en estado estacionario.

Ademas, al realizar la reflexion ética del actual trabajo se logra reconocer a la
biotecnologia como una actividad tecnocientifica. Se plantea la problematica de encontrar
nuevos compuestos con utilidad terapéutica provenientes de un ambiente natural con
baja intervencion humana, lo que podria aumentar su explotacion e investigacion.

Para ello, es necesario estudiar de forma previa a la accion los impactos de la actividad
tecnocientifica en dicho ecosistema, como los beneficios que podria traer este desarrollo,
siguiendo de esta forma el principio precautorio y lo planteado por la Declaracion de
Singapur.

También, se realiza una reflexion en torno al principio de responsabilidad de Hans Jonas
y el pluralismo axiolégico de Javier Echeverria. Concluyendo que la responsabilidad se
vuelve una obligacion por la asimetria de cientificos e ingenieros ante la comunidad y su
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entorno, de esta forma se convierte en un imperativo no solo moral, sino que se extiende
a uno axiolégico que considere una gama mayor de valores involucrados.

Ademas, pareciera necesario y un deber incluir en los fines de la actividad profesional de
cientificos e ingenieros el principio de responsabilidad en un marco axiologico de la accion
tecnocientifica, logrando asi profesionales mas integrales en su contribucion y rol en el
conocimiento, tecnologia, economia, politica, leyes, ecologia y sociedad.
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8. Anexos

8.1 Anexo A. Datos experimentales

Tabla 3. Datos experimentales de la absorbancia registrada de la cepa ST2-7A a distintos pHs a
28°C (izquierda), a 30°C (centro) y a 33°C (derecha).

Horas | pH9 | pH10 | pH11 Horas | pH9 | pH10 | pH11 Horas | pH9 | pH10 | pH11

0 0,48 | 0,44 | 0,40 0 0,56 | 0,16 | 0,48 0 - 0,20 | 0,48

2 0,52 ]| 0,46 | 0,36 2 0,54 | 0,24 - 2 0,44 | 0,24 | 0,24

4 0,50 | 0,48 | 0,52 4 0,58 ] 0,32 | 0,40 4 0,42 | 0,28 | 0,48

6 0,50 | 0,50 | 0,40 6 0,56 | 0,16 | 0,40 6 0,42 | 0,36 -

8 0,56 ] 0,50 | 0,52 8 0,50] 0,16 | 0,34 8 0,52 | 0,45 | 0,36
24 0,68 | 0,74 | 0,48 24 0,76 | 0,76 | 0,44 24 0,68 | 1,16 | 0,48
26 0,80 | 0,80 | 0,40 26 0,84| 1,04 | 0,40 26 0,70 | 1,14 | 0,48
28 0,80 | 0,90 | 0,42 28 0,96 | 1,14 | 0,40 28 0,72 | 1,10 | 0,53

Tabla 4. Datos experimentales de la absorbancia registrada de la cepa ST2-7A a 33°C y pH 10,
en triplicado (muestras A, B y C), con su promedio y desviacién estandar.

Horas A B C Promedio | Desviacion estandar
0 0,47 0,53 0,51 0,50 0,031
3 0,56 0,55 0,58 0,56 0,015
6 0,67 0,6 0,67 0,65 0,040
7,5 0,76 0,73 0,74 0,74 0,015
9 - 0,9 0,88 0,89 0,014
10,5 1 1,01 1,07 1,03 0,038
12 1,25 1,13 1,08 1,15 0,087
24 1,16 1,12 1,17 1,15 0,026

Tabla 5. Datos experimentales del cultivo de Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1 L,
ajustado a pH inicial de 10, a 33°C y 500 rpm. Se muestra la variacion de pH (izquierda) y
presion de oxigeno (derecha).
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Hora pH Hora pO2
0 10,21 0 100,6
2 9,89 2 100,4
4 9,67 4 99,9
6 9,35 6 94,5
8 8,59 8 52,8
9 7,29 9 4,5
10 5,72 10 4,5
11 5,41 11 4,7
12 5,62 12 4.6
24 8,2 24 52,2
26 8,4 26 58,4




Tabla 6. Datos experimentales de la absorbancia registrada del cultivo de Streptomyces ST2-7A
en un volumen de 1 L, ajustado a pH inicial de 10, a 33°C y 500 rpm, fraccionando en 3 la
muestra de forma homogénea (muestras A, B y C), con su promedio y desviacion.

Hora A B C Promedio | Desviacion estandar
0 0,99 0,96 0,84 0,93 0,079
2 0,88 0,85 0,75 0,83 0,068
4 - 0,83 0,84 0,84 0,007
6 - 0,65 0,78 0,72 0,092
8 0,24 0,26 0,4 0,30 0,087
9 0,33 0,27 0,34 0,31 0,038
10 1,19 1,12 1,14 1,15 0,036
11 2,23 2,21 2,18 2,21 0,025
12 2,28 2,28 2,32 2,29 0,023
24 2,91 2,77 2,87 2,85 0,072
26 2,77 2,99 - 2,88 0,156

Tabla 7. Datos experimentales del cultivo de Streptomyces ST2-7A en un volumen de 1L,
controlando el pH constante a 10, a 33°C y 500 rpm. Se muestra la variacion de presiéon de

oxigeno.
Hora pO2
0 97,3
2 97,5
4 97,6
6 97,7
8 97,6
9 97,2
10 97,1
11 97
12 97,3
24 89,5
26 84,9

Tabla 8. Datos experimentales de la absorbancia registrada del cultivo de Streptomyces ST2-7A
en un volumen de 1 L, controlando el pH constante a 10, a 33°C y 500 rpm, fraccionando en 3
la muestra de forma homogénea (muestras A, B y C), con su promedio y desviacion.
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Desviacion
Hora A B C Promedio estandar
0 - . . . .
2 - . . . -
4 0,69 0,68 0,68 0,68 0,006
6 0,56 0,62 0,57 0,58 0,032
8 0,61 0,61 0,61 0,000
9 0,78 0,77 0,73 0,76 0,026
10 - 0,93 0,95 0,94 0,014
11 0,99 0,98 - 0,99 0,007
12 - 0,96 0,97 0,97 0,007
24 1,08 1,06 1,13 1,09 0,036
26 1,18 1,17 1,17 1,17 0,006

8.2 Anexo B. Deduccion para tasa maxima de crecimiento
Al momento de realizar un balance de masa de biomasa en el reactor, se tiene la siguiente
expresion.

d(x-V)

dt
F = flujo; x = biomasa; u = tasa de crecimiento;
a = tasa de muerte; V = volumen;t = tiempo

Fxo—F-xs+puxV—-ax-V="V-

Si se consideran los siguientes supuestos:

¢ Volumen constante respecto a la biomasa y el tiempo (V=cte) y distinto de 0.

¢ No existe entrada y salida del reactor al ser batch (F=0)

e Muerte celular despreciable en esta etapa del crecimiento celular (a=0) al ser la
fase exponencial (4 = tmax)-

Con esto se llega a la siguiente expresion.

_dx
T dt

Integrando por partes, con condiciones de borde: x, y x;t, = 0 y t se tiene la expresion.

t=n ()
pot=In(-

Reordenando la ecuacién, se obtiene la expresion utilizada para calcular la tasa maxima
de crecimiento.

e x

X=xg" eHmax't
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