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RESUMEN

La celulosa es el polisacarido mas abundante en la naturaleza, el cual puede ser sintetizado
por bacterias del género Gluconacetobacter spp. como parte de su proceso metabdlico para
llegar a las superficies donde el oxigeno es abundante facilitando asi su supervivencia.
Gluconacetobacter xylinus es un microorganismo ampliamente estudiado para la produccion
de celulosa bacteriana (BC) en cultivo sumergido debido a los altos rendimientos. En virtud de
lo anterior, en esta tesis de doctorado se estudio la produccion de celulosa bacteriana por
cultivo en estado solido empleando soportes porosos con la finalidad de mejorar los
rendimientos reportados en el convencional cultivo sumergido. En la primera fase de la
experimentacion, se evaluo la influencia del nivel de indculo inicial y el tamafio de la espuma de
poliuretano (PUF), como sistema de andamiaje y soporte en el crecimiento y la formacion de
BC de Gluconacetobacter xylinus. El mayor rendimiento de BC fue de 2.46 g-L™' con espuma
cortada y 15% de ind6culo a las 96 h. Los analisis de caracterizacion evidenciaron una
estructura cristalina tipo | con 73% de cristalinidad para la celulosa microbiana producida y una
estructura quimica con los grupos funcionales caracteristicos de este biopolimero.

En la segunda fase, mediante el proceso de espumado fisico con fluidos supercriticos se
produjeron matrices porosas a partir de hidrogeles de quitina. En ellos, se evalud la influencia
de parametros como el tipo de disolvente, la presion y la temperatura en la morfologia,
porosidad, diametro de poro, distribucion del diametro de poro e hinchamiento durante la
formacion de dichos materiales. Las matrices porosas que presentaron las mejores
caracteristicas morfologicas fueron las obtenidas con metanol como disolvente del CO», a 353
Ky 175 bar.

Finalmente, en la tercera fase, al evaluar el efecto de dos tipos de matrices porosas de quitina
en la proliferacion de osteoblastos humanos se observaron diferencias significativas en la
viabilidad al llegar a los 21 dias de cultivo. Por lo que cabe destacar que los materiales porosos
de quitina producidos en el presente estudio exhibieron caracteristicas potenciales para ser
aplicados en el campo de la ingenieria de tejidos. Por otro lado, la porosidad de las matrices
de quitina mostré ser importante en la produccion de BC empleandolas como sistema de
andamiaje en cultivo en estado solido ya que se logré producir hasta 3.34 g-L" de celulosa a
las 96 h, lo cual es 1.4 veces mayor a lo que se alcanzé empleando espuma de poliuretano en

cubos.




ABSTRACT

Cellulose is an abundant polysaccharide in nature, which can be synthesized by
bacteria of the genus Gluconacetobacter spp. as part of its metabolic process to reach
surfaces where oxygen is abundant thus facilitating its survival. Gluconacetobacter
xylinus is a microorganism widely studied to produce bacterial cellulose (BC) in
submerged culture due to high yields. Therefore, in this doctoral thesis, the production
of bacterial cellulose in solid-state culture was studied using porous supports to improve
yields compared to those reported in conventional submerged cultures. The first stage
of the experimentation evaluated the influence of the initial inoculum level and size of
polyurethane foam (PUF) as a scaffold system for growth and formation of BC
by Gluconacetobacter xylinus. The highest BC yield was 2.46 g-L-" with cut foam and
15% inoculum at 96 h. Characterization of BC showed a type | crystalline structure with
73% crystallinity for microbial cellulose produced and a chemical structure with the
characteristic functional groups for this biopolymer.

During second phase, porous matrices from chitin hydrogels were produced by physical
foaming process with supercritical fluids. Here, the influence of parameters such as
solvent type, pressure and temperature in morphology, porosity, pore diameter, pore
diameter distribution, and swelling during porous formation materials was evaluated.
Porous matrices with best morphological characteristics were those obtained where
methanol was used as a co-solvent for scCO; at 353 Kand 175 bar.

Finally, in the third section, on the evaluation of the effect of two types of chitin porous
matrices in the proliferation of human osteoblasts, significant difference in viability was
observed in 21 days of culture. Therefore, it should be noted that chitin porous materials
produced in the present study exhibited characteristics for tissue engineering. On the
other hand, porosity of chitin matrices was important to produce bacterial cellulose as
a scaffold system in solid-state culture producing up to 3.34 g-L" of cellulose at 96 h,

which is 1.4 times greater than that with cut polyurethane foam.




JUSTIFICACION

La producciéon de celulosa a partir de bacterias ha sido ampliamente estudiada en
cultivo sumergido (SmC). Sin embargo, se ha observado que la transferencia de O, es
limitada en este tipo de sistemas. En estudios reportados para la produccion de otros
metabolitos, se ha demostrado que el cultivo en estado solido (SSC) tiene ventajas
respecto al SmC, tales como una mejor transferencia y mayor disponibilidad de O-
(Marin-Cervantes et al., 2008; Singhania et al., 2009; Zhang-Chen, 2010; Augusto-
Ferrari et al., 2013; Thomas et al., 2013). Este hecho puede ser importante para
bacterias aerobias estrictas del género Gluconacetobacter spp crezcan mejor y

sinteticen mas celulosa.

La quitina, al igual que la celulosa, es un biopolimero de mayor abundancia en la
naturaleza, debido a las diversas propiedades que posee, tiene un amplio campo de
aplicaciones tales como el area biomédica (Pillai et al., 2009). Tanto la quitina como la
celulosa son empleados como hidrogeles, ya sea de manera individual o combinados,
que, bajo la forma fisica de estructuras porosas, pueden ser usados en ingenieria de
tejidos debido a las caracteristicas que este tipo de materiales presentan como la alta
porosidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, y tamarfio de poro, funcionando como

andamio para células o acarreadores de moléculas de interés (Shen et al., 2016).

Por lo tanto, debido a que no hay reportes sobre la produccion de celulosa bacteriana
en SSCy su caracterizacion estructural, en el presente trabajo se estudio la produccion
de dicho biopolimero empleando dos tipos de soportes en cultivo en estado soélido;
espuma de poliuretano y matrices porosas de quitina; estas ultimas obtenidas mediante
fluidos supercriticos usando CO.. Adicionalmente, se evaluo el efecto de dos tipos de
matrices porosas de quitina en la proliferacion celular de osteoblastos obtenidos del

periostio humano.




OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar la produccion de celulosa por Gluconacetobacter xylinus en cultivo en estado

solido, SSC, empleando soportes porosos y su caracterizacion.

PARTICULARES

1.

Establecer las condiciones de produccion de celulosa en cultivo en estado sélido

empleando espuma de poliuretano como sistema de andamiaje.

Establecer las condiciones de produccion de las matrices porosas de quitina

empleando scCO..

Caracterizar fisica y quimicamente las matrices porosas producidas.

Evaluar la produccion de celulosa empleando las matrices porosas de quitina

como sistema de andamiaje.

Caracterizar fisica y quimicamente los biopolimeros producidos.

Evaluar las matrices porosas de quitina en la proliferacion celular de

osteoblastos.




ETAPA |

FORMACION DE CELULOSA BACTERIANA CON ESTRUCTURA
GEOMETRICA DE PANAL EN CULTIVO EN ESTADO SOLIDO DE
Gluconacetobacter xylinus UTILIZANDO ESPUMA DE

POLIURETANO COMO SOPORTE

(Quintana- Quirino M., Morales-Osorio C., Vigueras Ramirez G., Vazquez-Torres H., Shirai K. (2019). Bacterial cellulose
grows with a honeycomb geometry in a solid-state culture of Gluconacetobacter xylinus using polyurethane foam support,

Process Biochemistry, 82,1-9.




1. INTRODUCCION

Las bacterias de los géneros Gluconacetobacter, Agrobacterium, Aerobacter,
Achromobacter, Azotobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y Sarcina
producen celulosa bacteriana (BC) como parte de su proceso metabolico (Uzyol et al.,
2016) para alcanzar superficies ricas en oxigeno. La bacteria sintetiza la celulosa como
un metabolito primario que utiliza como proteccion contra la radiacion UV y ademas
retiene la humedad (Castro et al., 2011). La BC tiene la misma estructura quimica que
la celulosa vegetal; sin embargo, la BC esta libre de lignina y hemicelulosa, por lo que
presenta un mayor grado de pureza que implica procesos de purificacion simples
(Machado et al., 2016). Entre los reportes que existen, G. xylinus es una bacteria
aerobia estricta, Gram- negativa, que produce celulosa extracelular en medios de
cultivo entre 28 y 30 °C y a un pH que varia de 3 a 7 utilizando una amplia variedad de
fuentes de carbono, como glucosa, fructosa, sacarosa y manitol (Krystynowicz et al.,
2002). La produccion de BC ha sido mejor en cultivos sumergidos (SmC) de
Gluconacetobacter spp. variando las fuentes de carbono y nitrogeno (Coban y Biyik,
2011). Ademas, hay varios enfoques de ingenieria cuyo objetivo es aumentar los
rendimientos del biopolimero (Machado et al., 2016; Wu et al., 2015; Tian et al., 2018;
Islam et al., 2017). Sin embargo, la principal limitacion en SmC para la produccion de
BC es la limitacion en la transferencia de oxigeno a la célula debido a su baja difusion
en un medio acuoso (Mohite et al., 2014; Kose et al., 2013; Bilgi et al., 2016; Lee et al.,
2015).

Alternativamente, el cultivo en estado solido (SSC) tiene la ventaja de una mayor
transferencia de oxigeno en comparacion con el SmC (Zhang et al., 2010; Augusto-
Ferrari et al., 2013). EI SSC emplea sustratos soélidos o soportes impregnados con los
nutrientes para mejorar el crecimiento de los microorganismos, lo que también facilita
la recuperacion de productos concentrados (Singhania et al., 2009). Los sustratos en
SSC generalmente son subproductos agroindustriales que tienen algunas desventajas,
como la baja porosidad con estructuras internas inadecuadas que limitan la aireacion
y ofrecen una eliminacion de calor deficiente. Por lo tanto, los soportes inertes como la

espuma de poliuretano (PUF), en la que se absorben los nutrientes disueltos en el agua,
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muestran una alta porosidad, baja densidad y excelentes propiedades mecanicas que
evitan la compactacion y, ademas, permite la cuantificacion de la biomasa por métodos

directos (Augusto- Ferrari et al., 2013; Marin- Cervantes et al., 2008).

Sin embargo, a pesar de estas ventajas, no hay informes sobre la produccion de BC en
SSC. Por lo tanto, hasta donde sabemos somos pioneros en describir las ventajas para
la produccion por SSC utilizando cultivos de G. xylinus, estableciendo asi el mejor nivel
de in6culo y el tamario de PUF. Los resultados también demuestran que la BC exhibe

una geometria de panal debido a su produccion a lo largo del soporte de PUF.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

J.T. Baker (Ecatepec, Estado de México) suministré dextrosa anhidra, sulfito de sodio
anhidro y acido citrico monohidrato. BD Bioxon (Cuautitlan Izcalli, México) proporciond
extracto de levadura y agar bacteriologico. La peptona de caseina fue suministrada por
Dibico S.A. de C.V. (Cuautitlan Izcalli, México). Laboratorios Laitz (Ciudad de México,
México) proporcioné el carbonato de calcio. El fosfato de sodio dibasico anhidro, el
hidroxido de sodio, el acido clorhidrico, el hidrocloruro de hidroxilamina, el acido
fosforico, el cloruro férrico y el carbonato de calcio se compraron en Reactivos Quimica
Meyer (Ciudad de Meéxico, México). Se adquirid acido gluconico (solucion al 53% en
agua), acido 3,5-dinitrosalicilico y el fluoréforo blanco de calcofltor con Sigma-Aldrich
(St. Louis, EUA). El fenol se compré en Fermont (Nuevo Ledn, México). La celulosa
vegetal fue un obsequio de Derivados Macroqguimicos (Ecatepec Morelos, México).

Todos los reactivos empleados fueron grado analitico.

2.2 Microorganismo y condiciones de cultivo

Gluconacetobacter xylinus ATCC 700187 fue resembrado en agar YGC #459, se
incubd a 30 °C durante 48 h y se almacen6 a 4 °C hasta su posterior uso. La
composicion del medio YGC #459: glucosa (50 g-L™"), extracto de levadura (5 g-L™"),
carbonato de calcio (12.5 g-L") y agar bacteriolégico (15 g-L").

2.3 Medio de cultivo

Se trabajé con el medio de cultivo reportado por Hestrin y Schramm (HS; 1954) el cual
esta compuesto por glucosa (20 g-L™"), extracto de levadura (5 g-L"), fosfato de sodio

dibasico anhidro (2.7 g-L") y acido citrico monohidratado (1.15 g-L™").
2.4 Preparacion y caracterizacion de la espuma de poliuretano

La PUF fue picada (PUF-C) o cortada en cubos (PUF-M). La PUF-M fue preparada
usando un triturador (Scienceware, EUA) hasta obtener tamarfos de particula entre

0.30 cmy 0.50 cm (tamafno promedio de particula de 0.08 cm?). El soporte de PUF-C
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tenia un tamafo de 0.50 cm x 0.50 cm x 0.50 cm (0.125 cm3) (Marin- Cervantes et al.,
2008). Todas las espumas se lavaron con H>Odi y se secaron a peso constante a 70
°C durante 24 h y luego se enfriaron en un desecador para calcular la capacidad de
almacenamiento de agua (WSC) siguiendo la ecuacion 1. Cada determinacion se

realizé por triplicado.

WSC = (Mj <100 (1)
md

Donde, m,, es la masa de la PUF himeda; mq es la masa de la PUF seca. Cada volumen

de espuma se calculd considerando la altura y el diametro. La densidad de PUF se

calculo dividiendo la masa por el volumen.

2.4.1 Determinacion del tamafo medio de poro (APS) de PUF

El APS fue obtenido por SEM de PUF-C y PUF-M de diferentes regiones y ampliaciones
utilizando el software ImagedJ version 1.51j8 (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). Las imagenes SEM se convirtieron en imagenes en blanco y negro de 8 bits,
en las que las areas negras representan los poros y las areas blancas en la superficie
solida. Las imagenes binarias se analizaron como particulas empleando software de

analisis de imagenes (ImageJ) (AlMarzooqi et al.,2017) (Anexo 3).

2.5 Condiciones del cultivo en estado s6lido (SSC)

El cultivo y el indculo se absorbieron en muestras de PUF-M y C y el SSC se llevo a
cabo en matraces de 250 mL con tapones de algodén a un pH inicial de 6 y a 30 °C,
durante cuatro dias por duplicado para cada condicion. La proporcion de PUF y medio
de cultivo fue de 0.09 con 90% de contenido de aguay a, = 0.99 + 0.01y 1.00 + 0.003
para PUF-M y C, respectivamente, segun lo determinado en un medidor de actividad
de agua (AqualLab CX-2, EUA) a 20 °C. Los niveles de indculo fueron 0.5, 5, 10, 15 a
25% (v-v'). El cultivo de cada matraz fue colectado; la PUF se mezclé con su mismo
peso de agua y se presurizé a 1,000 psi. Luego, se filtro y se almacend a -20 °C para
su posterior uso. Las determinaciones de peso seco midieron el crecimiento
bacteriano. Las determinaciones de pH se obtuvieron con un medidor de pH (Hanna

Instruments pH 216, Microprocesador pH-metro, lItalia). EIl método de azucares
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reductores (DNS) se empled para determinar la concentracion de glucosa en los
filtrados (Anexo 1); mientras que, el método del hidroxamato permitio realizar la

determinacion del acido gluconico (Lien, 1959).

2.5.1 Produccion de BC empleando PUF-C y 15% (v-v') en cultivo en estado s6lido

El medio de cultivo y el inoculo fueron absorbidos en PUF- C, se colocaron en matraces
de 250 mL a un pH inicial de 6.0. El cultivo se llevé a cabo a 30 °C y se realizé muestreo
cada 4 h hasta las 24 h, y; posteriormente, cada 24 h hasta las 96 h. La biomasa,
celulosa, concentracion de azucares y pH de las muestras fueron determinadas como

se describe en la seccion 2.5.

2.6 Purificacién y caracterizaciéon de BC

La BC de los filtrados se purifico después del tratamiento con solucion de NaOH 1%
(w-v") a 80 °C por 2 h. Luego, la BC se neutralizé en solucion de acido acético al 5%
(v-v") durante 30 min. Posteriormente, se centrifugd a 14,000 g a 4 °C durante 15 min,
se lavo con H>Odi a pH 7 y se sec6 a 50 °C (Akerholm et al., 2004). Se determind la
presencia de grupos funcionales mediante espectroscopia de infrarrojo de reflectancia
total atenuada mediante un espectrometro Perkin Elmer 100 (Reino Unido) a 24 °Cy
30% de humedad relativa entre 4,000-650 cm™ de rango espectral y 4 cm™ de
resolucion con 32 escaneos. Antes del analisis, las muestras se secaron durante 3 h a
50 °C y se homogeneizo el tamano de particula (120 um). Los patrones de difraccion
de rayos X se adquirieron en el rango 5° < 26 < 50° con un difractdmetro Bruker D8
Advance utilizando radiacién Cu Ka (A = 1.54 A) y una velocidad del goniémetro de 0.5°
(26) min-". El porcentaje de cristalinidad se calculd dividiendo la diferencia de las
intensidades de la difraccion de las fases amorfa y cristalina; entre la intensidad de la
difraccion de la fase cristalina multiplicado por 100. El espectro de resonancia
magnética nuclear (CP / MAS NMR) de polarizacion cruzada C y angulo magico
giratorio de BC se adquirié usando un espectrémetro (Avance Il 300 Bruker BioSpin
GmbH, Alemania) con un detector de banda ancha (BB-CPMAS) usando una
frecuencia resonante para *C de 75 MHz. Se utilizé un rotor de ZrO (6xido de circonio)

de 4 mm de diametro externo. El pulso de contacto fue de 1-5 ms (milisegundos), con




una adquisicion de 24-8 msy un tiempo de espera entre repeticiones de 6 s. El espectro

de BC se obtuvo con 4288 exploraciones, y un tiempo total de 7-14 h.

2.7 Analisis microscépicos

Las muestras obtenidas del SSC (7 mg) se suspendieron en 3 mL de buffer de fosfatos
(pH 7.2) con 30 pL de blanco de calcofluor (CW), y se agitd durante 20 s. Después de
2 h, las muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min, el pellet se observo en
un microscopio con luz fluorescente (Axiostar plus Carl Zeiss, Alemania) y se analizd
con el software Imaged (Gallardo et al., 2018). Las muestras secas obtenidas de cultivo
en estado solido se fijaron con una cinta adhesiva de carbono, se trataron con grafito
coloidal y se dejaron secar por 24 h a 25 °C. Finalmente, se cubrieron con oro antes
de la visualizacién en el microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-5900 LV, Tokio,

Japon).
2.8 Analisis Estadistico

Se realiz6 un disefo aleatorio por cuadruplicado para experimentos con diferentes
niveles de inodculo y tamanos de PUF en SSC de G. xylinus. Con el programa NCSS se
realizo el analisis de varianza con BC y biomasa como variables de respuesta. La
prueba de comparacion de medias multiples de Tukey Kramer comparé las medias
(P<0.05). Se aplico el analisis de regresion multiple para evaluar el efecto del nivel de
in6culo y el tamafno de PUF como variables independientes sobre la variable

dependiente biomasa y BC. Las variables se codificaron de acuerdo con la ecuacion 2.

(Xi max—+ Xi min) (2)

2

(Xi max+ Xi min)
2

Xi—

Xi=

Donde X; es la variable codificada, x; es el valor actual; Ximax Y Ximin SON l0S valores
maximos y minimos, respectivamente. Los datos experimentales se ajustaron
mediante una funcién polinomial de segundo orden aplicando analisis de regresion

multiple y usando el programa NCSS (ecuacion 3).
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Donde y es la respuesta predicha (BC o biomasa); B, Bi, B, Bi» ¥ Bi son los coeficientes
de regresion del modelo para el efecto de la intercepcion, lineal, cuadratica y la
interaccion, respectivamente y X, X; son las variables independientes codificadas.
La determinacion del nivel de indculo con los tamafios de PUF se realizd mediante
optimizacion numeérica utilizando el programa Design-Expert (Stat-Ease version 11,
EUA) siguiendo dos criterios; maximizando BC y biomasa, con la mayor importancia en

cada caso (Flores- Albino et al., 2012).

El modelo de Gompertz (Ecuacion 3) se empleé para el ajuste de los datos

experimentales de consumo de glucosa, biomasa y concentracion de celulosa (P)
P =P, exp(-bexp ™) (3)

donde Prax es la produccion maxima de biomasa o celulosa o el consumo de glucosa,
b es un parametro no bioldgico relacionado con la condicion inicial del cultivo, u es la

tasa de produccion o consumo, y t es el tiempo de cultivo.




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 PUF como soporte del crecimiento de G. xylinus para la produccion de BC

El PUF inicial presentd una densidad promedio de 5 Kg-m con una estructura celular

pentagonal como en PUF-C, mientras que la PUF-M mostré formas irregulares debido

a la picadura efectuada (Fig. 1).

PUF size
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Figura 1. Micrografias de PUF-C y PUF-M (A-B). Capturas de pantalla de micrografias
convertidas en imagenes binarias (C, D) y analisis de particulas de ImagedJ (E, F). APS de
tamanos PUF (G). Una letra diferente indica que hay diferencias significativas segun la prueba
de Tukey-Kramer (p<0.05).

La destruccion de la estructura en PUF-M redujo significativamente su capacidad de
absorcion de agua alcanzando una absorcidon maxima de 19.50 mL H.O- g PUF,
mientras que, PUF-C absorbio 21.60 mL H,O-g PUF-'. También hubo una disminucién
significativa en la porosidad de PUF-M (65 + 0.03%) en comparacion con la de PUF-C
(72 £ 0.01%), lo que podria afectar la absorcion de los medios de cultivo. Sin embargo,
la picadura efectuada mejoro el area intersticial promedio como se esperaba (3.96x10*
+ 2.26x10° um?) ya que fue casi 4 veces mayor que la medida para PUF-C (1.07x10* +
5.03x10? ym?). No obstante, un trabajo previo sobre la produccion de quitinasas por
Lecanicillium lecanii en SSC utilizando PUF demostré que el promedio del area
intersticial aumento porque la picadura alter¢ la capilaridad debido a la reduccion de la

porosidad (Marin- Cervantes et al., 2008).




En otros reportes, también se ha caracterizado la estructura del PUF en SSC, vy los
autores explicaron sus altas producciones por las altas porosidades de la PUF. Con
base en lo anterior, Augusto-Ferrari et al. (2013) reportaron la produccion de acido
hialurénico utilizando cilindros de PUF en un reactor de lecho empacado con un area
superficie de 1.40 m?-g" y una densidad de 0.02 g-cm. En este estudio, la estructura
de PUF mejor¢ significativamente el crecimiento bacteriano y la produccion de
metabolitos. Esto concuerda con Zhang y Chen (2010) quienes, en su estudio
reportaron la produccion de xantano por Xanthomonas campestris usando PUF en
cubos (0.13, 1y 3.38 cm?) con un diametro de poro de 700 um y un area superficial
especifica de 4.50x10® m?m= en un biorreactor con pulsos de aire. Del mismo modo,
los autores afirmaron que la alta porosidad y la geometria cubica de la PUF fue un factor
crucial para lograr altos rendimientos del metabolito objetivo, ademas de una
transferencia de oxigeno adecuada.

La seleccion del mejor nivel de indculo es una estrategia experimental para aumentar
la productividad de BC favoreciendo el crecimiento microbiano, generalmente, medido
directamente a partir de biomasa, utilizando sustratos insolubles. Sin embargo, en SSC,
este enfoque a menudo es desafiante. Alternativamente, la determinacion gravimétrica
a partir de soportes inertes como la PUF proporciona datos precisos facilmente. Por
este método, la produccion de biomasa mas alta fue a las 96 h con PUF-C, un nivel de
inéculo del 15% y una concentracion de 6.94 + 0.41 g-L™".

Para PUF-M con un inéculo inicial del 10%, la produccion mas alta requirio hasta 5.70
+ 0.38 g-L'. Cabe destacar que la PUF-M mostro la formacion de aglomerados que
impidieron una difusion adecuada. Por lo tanto, la concentracion de biomasa obtenida
con SSC y PUF-C fue 1.21 veces mayor que PUF-M. En este sentido, la transferencia
de oxigeno podria explicar esta mejora del crecimiento bacteriano con PUF-C.

Con el ajuste en el analisis de regresion multiple se evalué el modelo de coeficientes
basado en los datos experimentales de biomasa y BC. La Tabla 1 muestra los
coeficientes estimados por el modelo cuadratico y los niveles de significancia que
explican mejor los datos experimentales. Sin embargo, los analisis arrojaron un

significado estadistico para todos los niveles. Por otro lado, los modelos estimados




predijeron la produccion de biomasa y BC al variar el nivel de inéculo de G. xylinus y el
tamano de PUF (Tabla 1) para determinar los valores maximos.

Tabla 1. Modelos de regresion mdltiple para la prediccion de la produccion de
biomasa y BC con varios niveles de inoculo (% v-v') y diferentes tamarios de PUF.

Biomasa BC
MODELO Coeficiente de Nivel de Coeficiente de Nivel de
regresion significancia regresion significancia
Constantes 6.05+0.12 0.000 1.83+ 0.06 0.000
Indculo 1.11£0.11 0.000 0.49+0.06 0.000
PUFramario 0.43+0.08 0.000 0.16+0.04 0.0005
In6culo™ PUFramaro 0.54+0.11 0.0001 0.13+0.06 0.030
In6culo? -1.89+0.19 0.000 -0.77£0.10 0.000
Coeficiente de 0.90 0.85
correlacion multiple
Coeficiente de 092 0.90
determinacion

Los graficos de superficie de respuesta (figura 2) muestran la produccion éptima de
biomasa y BC. Tal como se observo, el aumento del nivel de indculo después del 5%
(v-v'") mejord la biomasa y la BC a su valor maximo utilizando 15% (v-v') de indculo
(figura 2A). La mejor produccion de BC coincide con la determinada para la biomasa,
es decir, con el 15% (v-v") (figura 2B). La mayor produccion de biomasa y BC con el
15% de inéculo en PUF-C fue 6.94 + 0.41 gL'y 2.46 + 0.12 g-L", respectivamente.
Los valores predichos en estas condiciones fueron 6.32 gL' y 1.94 gL7,
respectivamente. No obstante, la PUF-M en SSC mostrd una produccion maxima de
1.51 gL' de BC con 10% del nivel de indculo inicial (figura 2).

Para niveles de in6culo superiores al 15% en SSC con PUF-C, la produccion de
biomasa disminuyé gradualmente debido a una disminucion en los nutrientes. En
consecuencia, la sintesis de BC también disminuy¢. Para PUF-M, el 10% (v-v") de

inéculo alcanzé una produccion de biomasa 'y BC de 5.70 + 0.38 g-L"'y 1.51 + 0.11

-15-



g'L", respectivamente, a las 96 h. La reduccion del nivel de indculo (<10%) produj

una disminucion constante de la biomasa, aunque no hubo efectos adversos en la BC.
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Figura 2. Graficos de superficie de respuesta para la produccion de biomasa (A) y BC (B) con
diferentes niveles de indculo y tamario de PUF a las 96 h en SSC de G. xylinus a 30 °C.
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Cabe destacar que la glucosa se consumio parcialmente con un nivel de inéculo del
10% y no se presentaron diferencias significativas para el consumo de glucosa con un
nivel de inoculo del 15y 25% (figura 3A) con un pH de 7.4- 8.3 a las 96 h de SSC. El
pH adecuado para la sintesis de BC es de 4 a 6, el descenso de este esta relacionado
con la produccién de acidos organicos como el acido gluconico, acido acético y acido
lactico, el pH &cido (<4) podria inhibir la produccion de BC (Keshk y Sameshima et
al.,2005; Zywicka et al., 2015). En este estudio, la concentracion de acido gluconico
fue significativamente mayor en PUF-M que en PUF-C, con 25% (v-v') de inéculo
produjo 1.35 + 0.05 gL (figura 3). El uso de PUF-C con 15% (v-v') de in6culo
presentd la menor formacion de acido gluconico, 0.31 + 0.016 g-L™, una explicacion
plausible es el ambiente estresante para G. xylinus basado en diferencias por la
estructura superficial de la PUF, como se muestra en la figura 1. Liu et al. (2016) han
reportado la acumulacion de acido gluconico y acido lactico en el anodo, lo que produjo
una reduccion del crecimiento celular por estrés acido cuando se aplicé un campo
eléctrico de corriente continua en cultivo estatico de G. xylinus para reducir la
concentracion de oxigeno.

Por lo tanto, la formacion de acido glucénico produjo un impacto negativo en la sintesis
de BC; por lo tanto, al estar presente una alta concentracion de acido glucoénico, se
obtuvo una baja concentracion de BC (figura 2 y 3). Este patrén puede estar
relacionado con la disponibilidad de glucosa para la produccion de BC (figura 3A).
También, vale la pena sefalar el valor de a.> 0.90 que necesitan las bacterias para
mantener su crecimiento (Thomas et al., 2013). En este sentido, el a, de SSC después

de 96 h cumple los requisitos bacterianos con 0.99 para PUF-C y PUF-M.
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Figura 3. Consumo de glucosa (A) y produccion de acido gluconico (B) durante la produccion
de BC de G. xylinus con PUF- C y M a las 96 h del SSC a 30 °C.

3.2 Estructura quimica de la BC

La figura 4A muestra los espectros de infrarrojo de BC comparados con una muestra
de celulosa vegetal. Las bandas caracteristicas de celulosa a 3400-2800 cm™ y entre
1160 y 1000 cm™' se pueden asignar a las vibraciones de los grupos funcionales O-H,
C-Hy C-O-Cy C-0O, respectivamente. Por otro lado, la presencia de una banda a 890
cm™’ es tipica de estos polimeros y se asigna al estiramiento C-O-C del enlace
glucosidico 3 de BC (Daya ley et al., 2013). La banda en 1428 cm™ corresponde a la
flexion del grupo CH,, la cual hace referencia a una banda caracteristica de celulosa |
(Dayal et al., 2013; Castro et al., 2011). Rani et al. (2011) reportaron la presencia de
bandas a 1428 y 1155 cm™ para indicar la presencia de celulosa tipo | como el
componente principal de la estructura. Las bandas a 1315 cm™y 1375 cm™ se deben
a la vibracion de flexion de CH. y del grupo C-H, respectivamente. Ademas, en otros
reportes se observa la presencia de estas bandas en muestras de BC para senalar la
region cristalina dentro de la estructura de celulosa (Dayal et al., 2013; Bilgi et al.,
2016). Las bandas determinadas entre 3700 y 3100 cm™" se asignan a las vibraciones
de la flexion de O-H en la celulosa, las bandas en esta region del espectro (figura 4A)
evidencian el enlace de hidrégeno inter e intramolecular (Dayal et al., 2013). La banda
a 1644 cm™ asignada a la vibracion de las moléculas de agua es intensa en las

muestras de BC, y lo que indica su origen bacteriano, debido a la creciente capacidad
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de BC para retener agua comparada con la celulosa vegetal (Machado et al., 2016;
Raniet al., 2011).
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Figura 4. Celulosa vegetal y BC producida por G. xylinus empleando PUF-C y PUF-M con
15% (v-v'") de indculo a las 96 h: espectros de infrarrojo (A); patrones de XRD (B).
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La celulosa vegetal presenta seis polimorfos; la mas abundante y estudiada es la
celulosa |, la cual presenta estructuras denominadas como lay I3 (Mohite et al., 2014).
La celulosa producida por microorganismos se compone principalmente de polimorfo
la, mientras que, en el polimorfo de celulosa vegetal, I es predominante (Rani et al.,
2011). De acuerdo con Castro et al. (2011), las bandas de absorcion entre 3240y 750
cm se deben al polimorfo triclinico lay las bandas entre 3270y 710 cm™' corresponden
al polimorfo monoclinico I@ lo cual evidencia que G. xylinus produce ambos polimorfos
simultaneamente (Dayal et al., 2013).

Por otro lado, la cristalinidad es importante para las propiedades y aplicaciones de BC,
por lo que varios trabajos reportan patrones de difraccion con dos picos caracteristicos
a 14.30 y 22.6°, asignados a los planos cristalograficos 110 y 200, respectivamente
(Molina- Ramirez et al., 2017). La figura 4B muestra los patrones de difraccion de rayos
X donde se pueden apreciar dos picos en 14.50 °y 22.80 ° que confirma la presencia
de celulosa tipo | de acuerdo con los espectros de infrarrojo (Lee et al., 2015; Du et al.,
2018). Respecto al porcentaje de cristalinidad, la BC producida presentd un indice del
73% para PUF-C y del 71% para PUF-M, lo que puede estar relacionado con un mejor
embalaje de microfibrillas en estos soportes (Bilgi et al., 2016). Ademas, la cristalinidad
de la BC producida se encuentra en el intervalo de lo que otros autores han reportado
entre 73y 85% (Machado et al., 2016; Mohammadkazemi et al., 2015; Du et al., 2018).

3.3 Produccién de BC empleando PUF-C como soporte inerte y 15% de inoculo

inicial en SSC.

La bacteria mostré una rapida adaptacion al medio de cultivo durante la produccion de
BC con PUF-C y un in6culo del 15% (v-v') en SSC, presentando una fase de
adaptacion corta (figura 5A). Después de 24 h, G. xylinus alcanzo el Pnax de 8.36 +
0.38 g biomasa-L" con una tasa de crecimiento de 0.21 h"'y R? de 0.99 (figura 5A). El
consumo de glucosa y la produccion de BC estan fuertemente relacionados porque las
bacterias asimilan la fuente de carbono para crecer y producir protofibrillas de
biopolimeros, en este caso celulosa (figura 5B y C). Luego, las protofibrillas BC se
ensamblan en microfibrillas en una segunda etapa, y mas tarde, forma un paquete de

cintas entrelazadas (Castro et al., 2011). El consumo maximo de glucosa fue a las 48
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h (Pmaxde 20.11 g-L") con una tasa de consumo de 0.11 h™' (R?2 = 0.99), mientras que
para BC, la Pmax (1.32 £ 0.28 g BC-L") se alcanzdé a las 24 h con una tasa de produccion
de 0.25 h"y R? de 0.97 (figura 5C).

La figura 5D muestra el comportamiento del pH del cultivo con un valor inicial de 6.30,
que permanecio constante hasta las 4 h. Posteriormente, el pH del cultivo disminuy6 a
4.60 despues de transcurridas a las 8 h y se mantuvo estable entre 4.40 y 4.60 hasta
las 20 h (figura 5D). En cultivos liquidos, se ha visto que Gluconacetobacter es capaz
de producir acido gluconico a partir de glucosa razon por la cual disminuye el pH (figura
5E) y la produccion de BC (Bilgi et al., 2016) después de 24 h de SSC en el presente
estudio. Al finalizar el cultivo, el pH aumento a 5.60, lo que podria deberse al consumo
de acido gluconico (Liu et al., 2016), lo que lleva al pH éptimo para la produccion de
BC de 5.50 (Bilgi et al., 2016).

Bilgi et al. (2016) han reportado la produccion de BC en cultivos sumergidos estaticos
0 agitados con G. xylinus donde la transferencia de oxigeno fue un factor limitante
debido al rapido agotamiento del oxigeno disuelto en el medio, lo que, a su vez,
restringio la produccion del biopolimero. En otro estudio relacionado, el crecimiento
bacteriano en el cultivo sumergido estatico para la produccion de BC fue de 0.31 g-L-
', que es 22 veces menor que la biomasa obtenida con SSC en este estudio (Coban 'y
Biyik et al., 2011). Otros autores han reportado que la agitacion mejoro la produccion
de biomasa de 1.95 a 3.10 g-L"! con varias cepas de G. xylinus (Zywicka et al., 2015);,
sin embargo, estos datos son inferiores a los obtenidos en el presente estudio, o que
indica o confirma que la presencia de oxigeno es un factor esencial en la proliferacion
durante la producciéon de BC.

La comparacion mas cercana con G. xylinus para la produccion de BC es en SmC con
medio Hestrim-Schramm, ya que no hay informes sobre el empleo del SSC para la
produccion de este biopolimero, y fue 2.70 veces mayor que en el SmC estatico que
usa el mismo medio (Mohammadkazemi et al., 2015). En un trabajo reciente de Molina-
Ramirez et al. (2017), el rendimiento de BC en SmC estatico de Komagataeibacter

medellinensis mejord al variar la concentracion de glucosa, lo que concuerda con




nuestros resultados. Sin embargo, el tiempo requerido para la produccion de BC en el

informe anterior fue de 8 dias.
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Figura 5. Cultivo en estado sdlido de G. xylinus utilizando PUF-C como soporte inerte y 15%
(v-v'') de inéculo: biomasa (A); consumo de glucosa (B); BC (C); pH (D); acido glucdnico (E).
Datos experimentales ajustados al modelo de Gompertz con R?> 0.97.




Otro estudio sobre SmC para la produccion de BC utilizo subproductos agroindustriales
para la formulacion del medio, como los hidrolizados enzimaticos de bagazo (Qi et al.,
2017), donde se necesitan largos tiempos de fermentacion. En éste, la produccion de
BC es 1.30 veces menor que en nuestro estudio. Ademas, Uzyol et al. (2016) habia
estudiado la produccion de BC por Komagataeibacter hansenii empleando como fuente
de carbono un hidrolizado acido de almidén de algas en SmC estatico con una
produccion de BC de 2.2 veces menor que la obtenida en el presente trabajo.
Curiosamente, Zywicka et al. (2015) emplearon un SmC con un agitador orbital y un
rodillo oscilante donde las condiciones agitadas favorecieron el crecimiento bacteriano,
pero desalentaron la produccion de BC. Este informe corrobora la explicacion de los
altos rendimientos de BC en SSC con PUF-C basado en la transferencia de oxigeno.

En este aspecto, la transferencia de oxigeno explica el crecimiento bacteriano
mejorado con PUF-C, ya que el k.a estimado fue de 9.04 h', que es similar al del
informe anterior sobre la mejora de la productividad de BC en el caldo de cultivo viscoso
de Acetobacter xylinum en SmC agitado, que emplea un tornillo con impulsor de tubo
de tiro a 500 rpm (Kouda et al., 1997). El OUR obtenido fue de 17.49 mmol O,-L " h”
(OUR especifico de 2.85 mmol O, - g biomasa™ h™) a las 24 h, correspondiente al final
de la fase exponencial cuando comenzo la fase estacionaria (figura 5A), que es superior
a lo informado por Kornmann et al. (2003) en un estudio sobre el efecto de la adicion
de etanol sobre el crecimiento de G. xylinus en SmC en biorreactor agitado con un
OUR de ca. 10 mmol O.-L"" h' en fase estacionaria después de 30 h con una velocidad
de agitacion de 800 rpm. Estos resultados muestran que la PUF como material de
soporte en SSC presentd una adecuada difusion de oxigeno lo que permitio el

crecimiento de G. xylinus y la produccion de BC a un menor costo y ahorro de energia.

3.4 Caracterizacion morfolégica de la BC

La morfologia de los poros interconectados de la PUF en el que la bacteria se adhirié y
proliferd fue observada por SEM (figura 1). Durante el cultivo, la bacteria secreté BC
formando una biopelicula con una geometria de panal. Esto difiere de otros informes

sobre la produccion de BC en SmC estatico en forma de una pelicula suspendida en la

-23-



interfaz aire-liquido. En cultivos agitados, el suministro de oxigeno favorece la formacion
de BC en forma de agregados (Krystynowicz et al., 2002). En el presente estudio, la
figura 6 muestra la formacion de una biopelicula en los poros de la PUF. Cabe
mencionar, que las bacterias secretaron microfibras de celulosa incrustada en la matriz
de PUF. Por el contrario, en el reporte de Augusto-Ferrari et al. (2013) al producir acido
hialuronico en SSC utilizando PUF, los autores observaron la secrecion de ese
metabolito y la deposicion en la estructura interna del soporte, donde se absorbio el

medio de cultivo.

Figura 6. Adherencia de la BC en diferentes zonas de soporte (flechas punteadas) durante la
produccion en SSC con 15% de inoculo inicial en PUF-C (flechas negras) a las 96 h.

En la figura 7 se pueden apreciar muestras de PUF obtenidas a las 96 h de cultivo y
tefidas con CW. Las zonas fluorescentes son evidencia de interaccion entre CW 'y BC
que permanecio adherida en la estructura de PUF durante el SSC. Vale la pena sefalar
que CW presenta una alta afinidad por los polisacaridos con enlaces glucosidicos 3-

(1,3) y B- (1,4) como la celulosa o la quitina y puede interactuar en el proceso de
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formacion de microfibrillas de polisacaridos estructurales para dar una coloracion azul
brillante bajo luz UV (Jofré et al., 2018).

Figura 7. Imagenes de BC producida a las 96 h en SSC y 15% de inoculo inicial en PUF-C
teriido con CW observadas por microscopia de fluorescencia.

La figura 8 muestra el espectro *C NMR de BC obtenida en PUF-C con 15% de inéculo
inicial a las 96 h de SSC, en el cual se pueden ver los picos de los seis carbonos de la
unidad de glucosa y se indican como C1 a C6. El espectro *C NMR de BC present6
un pico a 104.5 ppm correspondiente a C1; mientras que, para C4 y C6 se observaron
a 86.90 y 64.60 ppm, respectivamente. El pico a 86.9 ppm corresponde a las regiones
amorfas de C4. Los picos entre 70 y 75 ppm se asignaron a C2, 3y 5, los cuales se
observan traslapados tal como en el estudio de Du et al. (2018). Los picos a 104.50 y
64.60 ppm, asi como las regiones amorfas a 86.90 y 64.60 ppm (C4 y C6) se

atribuyeron a los polimorfos la de celulosa (Castro et al., 2011; Mohite et al., 2014).
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4. CONCLUSIONES

Se ha producido eficientemente BC de G. xylinus en SSC. Este estudio concluyd que
este sistema de fermentacion mejora la produccion del biopolimero en cuestion a partir
de bacterias al ofrecer una mayor disponibilidad de oxigeno. Es importante destacar,
que la BC producida sigue la geometria del PUF con geometria de panal. Por lo tanto,
el SSC tiene el potencial de producir BC con estructuras fisicas controladas. Ademas,
el soporte de PUF mejord la recuperacion de la biomasa y la BC durante el cultivo en
comparacion con otros enfoques biotecnoldgicos como la produccion de enzimas a

partir de diversos microorganismos.
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ETAPA I

PRODUCCION DE MATRICES POROSAS DE QUITINA
EMPLEANDO DIOXIDO DE CARBONO COMO DISOLVENTE NO
TOXICO MEDIANTE FLUIDOS SUPERCRITICOS Y SU
APLICACION EN LA PROLIFERACION DE OSTEOBLASTOS DE

PERIOSTIO HUMANO

Quintana-Quirino M., Hernandez-Rangel A., Silva- Bermidez P., Dominguez-Hernandez V., Araujo Monsalvo V., Gimeno
M., Shirai K. Green foaming of chitin hydrogels using supercritical carbon dioxide for scaffolding of human periosteum
osteoblasts. Carbohydrate Polymers. EN PROCESO.




1. INTRODUCCION

La quitina es un biopolimero estructural que se produce en la naturaleza como
microfibrillas que forman componentes estructurales en el exoesqueleto de los
artropodos o en las paredes celulares de los hongos y las levaduras (Pillai et al., 2009).
La quitina es un polisacarido muy abundante en la naturaleza y debido sus propiedades
(no toxico, biocompatible y biodegradable) ha sido ampliamente usada para muchas
aplicaciones biomédicas, tales como la aceleracion de la cicatrizacion de heridas y la
supresion del crecimiento de células tumorales, entre otras (Chakravarty et al., 2018).
Sin embargo, la quitina es insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes
organicos debido a la presencia de enlaces de hidrogeno intra e intermoleculares
(Chakravarty et al., 2018; El Knidri et al., 2018; Tamura et al., 2011). El disolvente mas
comunmente empleado para quitina es la N, N-dimetilacetamida con cloruro de litio
(DMACc / LiCl) el cual ha demostrado ser eficaz; sin embargo, se ha visto que ademas
de ser toxico es corrosivo degradando la quitina incluso con exposiciones cortas
(Chakravarty et al., 2018). Con base en ello, se ha reportado el desarrollo de sistemas
alternos que permiten disolver quitina lo cual ha sido esencial para la fabricacion de
materiales funcionales; no obstante, aunque la quitina exhibe una afinidad limitada
hacia ciertos solventes, sélo algunos son capaces de destruir las interacciones de
enlaces de hidrégeno logrando asi la disolucion de dicho biopolimero (Duan et al.,
2018).

Una opcion es el uso de sales inorganicas como el cloruro de calcio que ha sido
considerado como una estrategia alternativa para mejorar la solubilidad y con ello su
procesamiento (Tamura et al., 2011).

El empleo del cloruro de calcio en combinacion con el metanol ha sido reportado como
un buen sistema para la disolucion de quitina (Tokura et al., 1995; Tamura et al., 2006),
donde se ha visto que la presencia de agua y el numero de iones de calcio son factores
importantes en este sistema, ya que destruyen los puentes de hidrogeno inter e
intramoleculares de las cadenas; asi como también, el enlace del grupo acetamida
modificando asi la cristalinidad y facilitando la disolucion (Tokura et al., 1995; Tamura
et al., 2006; Pillai et al., 2009; Duan et al., 2018). Tamura et al. (2011) han reportado




el uso del cloruro de calcio y metanol como sistema de disolucion para la elaboracion
de hidrogeles de quitina. Los polimeros naturales son en su mayoria biodegradables y
biocompatibles, generalmente poseen grupos funcionales hidroxilos y aminos los
cuales son capaces de formar puentes de hidrégeno inter e intramoleculares que
favorecen la interaccion del polimero con el agua formando hidrogeles (Tsioptsias et
al., 2011).

En este tema, el uso de fluidos supercriticos (SCF) ha sido ampliamente reportado para
la produccion de materiales porosos basados en polimeros, como acido poli-lactico,
policaprolactona, 3- quitina (White et al., 2012; Diaz- Gomez et al., 2016; Bong Lee et
al., 2004) para la produccion de espumas, microparticulas, membranas y fibras con un
tamano promedio menor a 10 um

(Tsivintzelis et al., 2007). EI CO. es el fluido supercritico que se usa con mayor
frecuencia debido a su bajo costo, a que no es flamable ni toxico y a su bajo punto
critico de presion (73 bar) y temperatura (31 °C) (White et al., 2012). Durante el
procesamiento de polimeros en condiciones supercriticas se ha reportado el empleo
de disolventes para la obtencion de materiales porosos, comunmente alcoholes y
acetona, donde alcoholes como el metanol ha mostrado una mejor interaccion con el
CO2 que el agua (Tsioptsias-Panayiotou, 2008; Tsioptsias et al., 2009; Tsioptsias et
al., 2008).




2. METODOLOGIA

2.1 Elaboracién de los hidrogeles

La quitina pura (g) se disolvié en una mezcla de metanol (8.75 mL) (Meyer, México),
agua (16.25 mL) y cloruro de calcio (25 g) (J. T. Baker, México) en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL sellado herméticamente. La mezcla se mantuvo con agitacion
magneética durante 48 h a temperatura ambiente para disolver la quitina. La disolucion
se vertio en placas Petri (55 mm) con un peso conocido (21.56 g); y se colocaron en
una camara de bioclimatica (Memmert HPP110, Schwabach, Alemania) a 25 °C con
humedad relativa del 90% para facilitar la formacion de los hidrogeles de quitina, los
cuales se forman cuando los grupos amino de la quitina interactuan con los grupos
hidroxilo del agua formando una red mediante puentes de hidrégeno (Flores et al.,
20006). Posteriormente, se les retird el exceso de disolvente y se lavaron con H,Odi

hasta eliminar los residuos de éste.

2.2 Produccién de matrices porosas de quitina empleando didxido de carbono en

estado supercritico

Se llevo a cabo la formacion de las matrices porosas empleando diferentes condiciones
de produccion. Se evalud el efecto de dos disolventes (agua: Sa y metanol: Sw), la
temperatura (298, 313y 353 K) y la presion (175, 200, 250, 300 bar) en hidrogeles de
quitina. Estos se colocaron en un reactor quimico de alta presion (Homemade, México)
y empleando una bomba (ISCO Syringe pump, Modelo 260D, USA) se anadid CO,
(Grupo Infra, Ciudad de México, México) hasta alcanzar la presion deseada con un
tiempo de exposicion de 2 h. Después, se llevo a cabo una rapida despresurizacion y
finalmente se sacaron las matrices de quitina del reactor. Se ultracongelaron por 24 h
para conservar la estructura porosa y se liofilizaron (Labconco Freezone 2.5 plus,
Missouri, USA) para eliminar el agua residual (Tsioptsias y Panayiotou, 2008; Tsioptsias
etal., 2011).




2.3 Caracterizacién de las matrices porosas

Se evaluaron los cambios en masa (Ohaus Pionner, Nueva Jersey, EUA), diametro y
grosor (Mitutoyo Absolute, Mitutoyo Corporation Japdn) de las matrices después del
proceso de espumado. Mediante la técnica de pérdida de masa se determind la
cantidad de CO; absorbido en cada uno de los hidrogeles (Tsioptsias et al., 2008;
Tsioptsias- Panayiotou, 2008). La porosidad de las matrices de quitina se determino
mediante la medicion de la fraccion vacia en las matrices porosas en los diferentes
tratamientos a través de una relacion de masas entre las matrices producidas y la
quitina en polvo sin tratamiento de espumado (control). Las determinaciones se
realizaron por triplicado empleando la siguiente ecuacion (Ec. 1) (Marin- Cervantes et
al., 2008).

p=1-¢ (Ec 1.)
Donde € es igual a w/wo. w €s el peso de las matrices de los diferentes tratamientos, wo

es el peso de la quitina en polvo sin tratamiento de espumado y ges la porosidad.

El diametro de poro promedio y la distribucion de estos se llevd a cabo mediante el
procesamiento de las imagenes de microscopia electronica de barrido (JEOL JSM-
5900 LV, Tokio, Japon) empleando el software Imaged version 1.51j8 de acuerdo con
lo reportado por AlIMarzooqi et al. (2017) (Anexo 3) (Instituto Nacional de Salud, EUA).
Se identificaron los grupos funcionales caracteristicos mediante espectroscopia de
infrarrojo (Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR, Seer Green, Reino Unido), el indice de
cristalinidad se obtuvo mediante la relacion de las intensidades del pico cristalino y del
amorfo; y el tamafo de cristal aparente de la quitina en las matrices porosas por
difraccion de rayos X (Bruker D-8 Advance, Karlsruhe, Alemania) empleando la
ecuacion 2:

D, - kA
" B cosd

(Ec. 2)

Donde k es una constante de 0.9, A (angstroms) es la longitud de onda de radiacion
incidente, By (rad) es el ancho a la mitad de la altura del pico cristalino y 6 es el angulo

de escaneo de la (110) linea de difraccion (Focher et al., 1990).




El grado de acetilacion de determind mediante resonancia magnética nuclear de protén
(Bruker Avance |l 300, Rheinstetten, Alemania). Los porcentajes de hinchamiento y
erosion de las matrices se evaluaron a 30 °C durante 14 dias, asi como la capacidad

de absorcion de estos se llevo a cabo empleando agua (Tsioptsias et al., 2008).

Se evaluod la resistencia a la compresion de los materiales porosos de quitina y para ello
previamente se cortaron cilindros (1.0 x 1.0 x 0.1 cm). Las pruebas se realizaron en
una maquina universal de ensayos INSTRON 4502 (Instro Corporation, Massachusetts,
EUA), se selecciond una celda de carga de 1 kN y una velocidad de cabezal transversal
de 2 mm-min-'. El médulo de compresiéon se obtuvo como la pendiente tangente de la

curva tension-deformacion (Chengdong et al., 2011).

Los angulos de contacto se midieron con agua destilada (10 pyL) en las matrices de
quitina por triplicado a 25 °C. Las imagenes digitales de las gotas se obtuvieron en un
microscopio de luz horizontal Q x 3 Intel con un procesador de imagen (Intel
Corporation, EUA) y se analizaron con el software ImagedJ 1.51j8 (Instituto Nacional de
Salud, EUA).

2.4 Evaluacion de los andamios con osteoblastos humanos
2.4.1 Cultivo celular

Los osteoblastos se obtuvieron por el método de explante a partir de una muestra de
hueso humano. La muestra consistio en un cilindro de aproximadamente 6 mm de
diametro y 1.5 cm de largo, se lavo 3 veces con 10 mL de amortiguador de fosfatos
(pH 7.4) con 10% de antibidtico/antimicético; después del ultimo lavado se dejo la
muestra con 10 mL de solucion fresca. Posteriormente la muestra y la solucion de
antibidtico se vertieron en una caja Petri estéril y se descarto el cartilago adherido al
hueso. Finalmente, la muestra se cortd en cilindros mas pequefios de
aproximadamente 6 mm de diametro y 3 mm de largo, obteniendo 5 cilindros pequefos
que fueron colocados en dos cajas Petri con 8 mL de DMEM complementado con 10%
de suero fetal bovino y 1% (v-v™') penicilina/estreptomicina (el medio de cultivo se

cambi6 cada tercer dia). Las cajas Petri fueron incubadas en un ambiente humedo de




5% CO; a 37 °C hasta que se observo migracion de los osteoblastos del tejido en las

cajas hasta alcanzar un 80% de confluencia.

Para desprender las células adheridas al frasco de cultivo, los osteoblastos se lavaron
y se trataron con una solucion de 0.05% (v-v') tripsina-EDTA. Posteriormente, se
centrifugaron durante 10 min a 2500 rpm, el pellet se resuspendié en DMEM: F12
suplementado y se sembraron en frascos de cultivo para la expansion celular hasta el
pase 3, cuando los osteoblastos fueron usados para los ensayos de viabilidad por el
método indirecto de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT).

2.4.2 Ensayo de proliferacién celular

La proliferacion celular de los osteoblastos en las matrices porosas de quitina se
determiné mediante la prueba de MTT. Las matrices se esterilizaron en autoclave (121
°C y 15 Ib-in?) durante 15 minutos, posteriormente se colocaron en una microplacay
se hidrataron con solucion buffer de fosfato (pH 7.4) y se cortaron con un tamario de 8
mm de diametro y 1 mm de grosor. Las células fueron sembradas en los materiales
pPOrosos previamente aqui desarrollados con una densidad de 50,000 células - soporte
''en una placa de 48 pozos para evaluar la proliferacion. Mientras que, en los controles
se sembraron 2,000 células por pozo. A determinados tiempos (2, 4, 7, 14 y 21 dias)
se anadieron 15uL de solucion de MTT (0.5 mg-mL™") y 150 uL de DMEM: F12
suplementado y se incubaron durante 3 h. Posteriormente, la solucion se removio y se
anadieron 150 uyL de una solucion de DMSO: isopropanol (1:1) para disolver el
formazan por 10 min. Finalmente, la absorbancia fue medida a 570 nm en un lector de
microplaca (Filter Max F5 Multimode Microplate reader, California, EUA) (Bong Lee et
al., 2004).

2.4.3 Morfologia de los osteoblastos humanos sembrados en las matrices porosas de

quitina determinada mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia de los osteoblastos humanos empleando las matrices porosas de quitina

como andamios fue observada mediante SEM. Después de 21 dias de proliferacion




celular, los materiales de quitina cultivados con osteoblastos humanos fueron lavados
con amortiguador de fosfatos y se fijaron en 2% de formaldehido durante 4 h.
Posteriormente, los andamios fueron lavados con buffer de fosfatos, se deshidrataron
con un gradiente de solucion de etanol (30, 40, 50, 70, 80, 90 and 100%) dos veces
durante 15 min. Después del lavado final con solucion de etanol al 100%, las muestras
se secaron al punto critico con CO.. Finalmente se fijaron con carbono coloidal y se

recubrieron con oro.

2.5 Andlisis Estadistico

El programa NCSS en version 7.0 (NCSS Inc., USA) se empled para evaluar la
significancia entre los tratamientos evaluados. Las medias se compararon con la

prueba de comparacion multiple de medias de Tukey Kramer (P< 0.05).
El modelo de Gompertz (Ecuacion 3) ajusto los datos experimentales de consumo de
glucosa, biomasa y concentracion de celulosa (P)
P= I:)max exp(—b exp_(ﬂt)) (Ec.
3)

donde P« es la produccion maxima de biomasa o celulosa o el consumo de glucosa,
b es un parametro no bioldgico relacionado con la condicion inicial del cultivo, y es la

tasa de produccion o consumo, y t es el tiempo de cultivo.




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Absorcion del diéxido de carbono por los hidrogeles de quitina

La masa promedio de los hidrogeles antes del proceso de espumado fue de 5.36 +
0.44 g, un grosor de 1.78 + 0.22 mm y un diametro de 5.94 + 0.33 cm. Al evaluar el
efecto del disolvente (agua y MeOH) en la formacion de las matrices porosas a partir
de hidrogeles de quitina a una temperatura y presion constante (353 Ky 175 bar) se
apreciaron diferencias significativas en masa y diametro al interactuar con el scCO,,
después del proceso de espumado, con respecto a los valores mencionados
inicialmente. ElI comportamiento antes mencionado también se observo en los
materiales obtenidos a diferentes temperaturas y presiones. En la tabla 2 se muestran
los cambios registrados en los materiales después del proceso de espumado donde se
puede observar que el grosor fue el parametro que menos cambios presento en los
diferentes tratamientos; mientras que la masa y el diametro final de las matrices
presentaron cambios relativamente significativos en todos los tratamientos. Los
cambios descritos anteriormente se atribuyeron a la interaccion que se lleva a cabo
entre la mezcla supercritica del CO»- co-disolvente (metanol o agua) con los hidrogeles
de quitina durante la exposicion de estos, la cual es dependiente de las condiciones de
temperatura y presion (Tsioptsias y Panayiotou, 2008; Tsioptsias et al., 2008).

En el presente estudio, mediante la técnica de pérdida de masa se determino la
cantidad de CO, absorbido por el material durante el proceso de espumado. En la figura
9A'y 9B, se pueden apreciar las curvas representativas de desorcion de las matrices
Say Sm a 25 °C. En dichas curvas se aprecian dos regiones distintas, la parte lineal
superior representa la desorcion combinada de CO. y la pérdida de humedad, mientras
que la parte lineal inferior corresponde solo a la pérdida de masa debida a la humedad.
La regresion lineal de ambas zonas permitié conocer la masa del CO, absorbido
mediante la sustraccion de éstas. En las figuras 9C y D se muestra la representacion
grafica de dicha desorcion en unidades de masa (g) (eje Y) notandose una mayor
pérdida en la matriz sumergida en MeOH (Sy) respecto a la que se sumergié en agua
(Sa).
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Figura 9. Curva representativa de desorcion de Sy Su (A y B) y pérdida de masa debida a la
desorcion del CO» en ambos materiales (C y D) a 353 Ky 175 bar.

Un comportamiento similar a lo mencionado anteriormente fue reportado por Tsioptsias
y Panayiotou (2008) quienes en su estudio observaron que, al producir materiales
porosos de quitina, estos presentaron una reduccion en el diametro y pérdida de masa
empleando agua y MeOH como co-disolventes después de su procesamiento con
scCO..




Tabla 2. Caracteristicas fisicas y quimicas evaluadas en las matrices de quitina Sa y Su después del espumado con

scCO-a 353 Ky 175 bar.

Parametros
Matriz Masa Diametro Grosor Icr Dap DA Angulo de Hinchamiento Erosion Modulo de
contacto Young
0, (o) (o) (o)
(@ (cm) mm) | %) | (m) | (%) ) (%) (%) (MPa)
Sa 4.28 +0.752 4.65+0.192 1.23 +0.102 88.5 5.67 83.9+0.2° | 94.03+7.61 218.6 + 2.7 10.7+0.9 37.9+8.2
Swm 1.09 +0.08° 3.63 +0.08° 1.24 + 0.092 73.7 3.96 84.4+05° | 31.94+5098 326.7+2.5 224+34 144 +14

Las letras diferentes en las columnas significan que son estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).

Tabla 3. CO., absorbido en las matrices Sy a diferentes temperaturas y presiones durante el proceso de espumado.

Presion Temperatura CO» Absorbido Capacidad de
(Bar) (ma) absorcién de agua
(K) 9 (g H20 - g matriz")
298 2.6 2.16 £ 0.02°
175 313 1.7 2.35+0.16°
353 16.6 2.99+0.122
175 18.5 3.49+0.722
200 2.3 2.60 + 0.29°
250 353 1.4 1.98 + 0.04°
300 1.6 2.10 +0.28¢°

Las letras diferentes en las columnas significan que son estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).




En un posterior estudio, Tsioptsias et al. (2009) reportaron la produccion de materiales
porosos de carbon y quitina a partir de hidrogeles evaluando el efecto de alcoholes
como disolventes, apreciando que al sustituir el agua por disolventes como el MeOH
se favorece la absorcion del CO,, obteniendo estructuras porosas que, después del
tratamiento, presentaron una pérdida de masa y encogimiento reflejandose en el peso
y el diametro final. En la tabla 3 se puede observar la cantidad de CO, absorbido
durante el proceso de produccion de materiales porosos al evaluar diferentes
temperaturas y presiones notandose que a 353 Ky 175 bar las matrices presentaron

una mayor absorcion respecto a los otros tratamientos (Anexo 4).

3.2 Estructura quimica de las matrices porosas de quitina

Al analizar un estandar de quitina pura se apreciaron las bandas caracteristicas de
esta, observandose la region del estiramiento CO que se encuentra a los 1085, 1125
y 1160 cm™'. La region de estiramiento del grupo C=0 de la amida | como doblete se
encuentra entre 1620 y 1660 cm™ en a- quitina. La flexion NH de la amida Il se puede
apreciar a los 1560 cm™ para a-quitina. Los estiramientos, asimétrico y simétrico del
grupo funcional NH se pueden apreciar a los 3250 y 3167 cm', respectivamente. Los
estiramientos de los grupos OH se aprecian a los 3460 cm™ y de CH son observados
alos 2877 cm™. En los polimeros, una banda caracteristica es el enlace glucosidico el
cual se muestra desde 895 cm™ en a-quitina (Kumirska et al., 2010; Aranday-Garcia et
al., 2017).

Al comparar los espectros de infrarrojo del estandar de quitina con las matrices
obtenidas, se pudo apreciar que los materiales muestran las bandas caracteristicas de
la quitina. En la figura 10 se muestra el espectro de infrarrojo de los tratamientos
evaluados con diferentes disolventes, en ellos se pueden distinguir las bandas
caracteristicas asignadas al estiramiento del grupo CO a los 1068 y 1153 cm™ que
corresponden a la estructura del polisacarido (Tsioptsias et al., 2009; Lui et al., 2016);
alos 1620 cm™ se aprecia una banda debida al estiramiento del grupo C=0 de la amida
|, alos 1556 cm™' se encuentra la banda asignada a la flexion NH de la amida I, también

se observa a los 3258 cm™ una banda asignada al estiramiento asimétrico del grupo
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NH y finalmente se notaron bandas a los 3434 y 2918 cm™' propias de los estiramientos
de los grupos OH y CH, respectivamente (Tsioptsias et al., 2009; Chakravarty et al.,
2018). La banda caracteristica del enlace glucosidico se muestra alrededor de los 897

cm”, la cual indica la presencia de a-quitina (Kumirska et al., 2010).

— Quitina
— SA
Veo. N-H asimétrico S,
| ! | ! I ! I ! I ! | ! I ! 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavelength (cm'1)
Figura 10. Espectros de infrarrojo de quitina, Sa y Su después del tratamiento con ScCOZ.

La quitina es un polimero que muestra diferentes polimorfos, debidos a los arreglos de
las cadenas en las regiones cristalinas: la a-quitina tiene una estructura antiparalela, la
B-quitina tiene una estructura paralela con enlaces de hidrogeno entre las cadenas, y
la y-quitina es una combinacion de a-quitina y B-quitina, por lo que dicha estructura
tiene cadenas con orientacion paralela y antiparalela (EI Knidri et al., 2018). Las
diferencias entre los polimorfos de quitina ofrecen diferentes propiedades; por ejemplo,
la B-quitina es mas soluble en disolventes organicos, también es mas susceptible a la

desacetilacion que la a-quitina.
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Figura 11. Patron de difraccion de quitina pura.

Kumirska et al. (2010), reportaron los picos caracteristicos en el patron de difraccion
de rayos X de la quitina, presentes en la quitina pura empleada en el presente estudio
(figura 11). Las reflexiones (020) y (110) en 26 alrededor de 9-10° y de 20-21°,
respectivamente; son muy intensas; mientras que, las de (101) y (130) en 21-26° son
de muy baja intensidad (Kumirska et al, 2010). La quitina empleada en esta
investigacion presenta un indice de cristalinidad del 89.1%, un tamafo aparente de
cristal de 7.44 nmy un grado de acetilacion de 99.8 + 0.4%.

En la figura 12 se observan los patrones de difraccion de rayos X de las matrices
tratadas con agua y MeOH que, al compararlas con el estandar de quitina, se aprecia
que ambos materiales conservan el pico de mayor reflexion de la quitina (26= 19-20°);
mientras que, el segundo pico caracteristico ubicado en 28 entre 9-10° es de menor
intensidad en el material tratado con MeOH. Lo anterior se atribuyd a la baja
cristalinidad que presenta la quitina al ser espumada empleando MeOH como
disolvente del CO, en estado supercritico. Dicha postulacion concordd con lo
reportado por Tsioptsias y Panayiotou (2008), quienes en su estudio observaron que el
metanol facilitd la solubilidad del CO. en los materiales de quitina de cangrejo,

favoreciendo la absorcion y la interaccion del CO-» con las moléculas del polimero al
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romper los enlaces inter e intramoleculares de las cadenas y modificar asi el arreglo

cristalino.

0 10 20 30 40 50
2 Theta (0)

Figura 12. Patrones de difraccion de rayos X de quitina y de las matrices porosas Say Su.

En la figura 13, se aprecian los patrones de difraccion de rayos X de las matrices
porosas obtenidas a diferentes temperaturas y presiones con el estandar de quitina
pura. Los materiales porosos obtenidos a diferentes temperaturas muestran mas
intensa su reflexion caracteristica (26= 19- 20°); sin embargo, la reflexion en 26 entre
9- 10° disminuye en intensidad conforme aumenta la temperatura. Respecto a la
presion, se presenta un efecto inversamente proporcional, lo cual se atribuyo a la
escasa interaccion entre las moléculas de CO. y la quitina bajo la forma de hidrogel
debido a que, al incrementar la presion, las cadenas presentan una menor separacion
dificultando asi la penetracion de CO, y la estructura se mantiene intacta (Ye et al.,
2018). Por lo tanto, en el presente estudio se ha observado que tanto la temperatura
como la presion presentan un efecto en la interaccion entre el CO. y las cadenas de

quitina a nivel molecular, tal como lo han reportado diversos autores.
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Figura 13. Patrones de difraccion de rayos X de las matrices Sy obtenidas a diferentes
condiciones de temperatura y presion.

En la tabla 4 se muestran detalles sobre la estructura cristalina final (indice de
cristalinidad y tamarfo aparente de cristal) de los materiales porosos obtenidos al usar
diversas temperaturas y presiones después del proceso de espumado. Se pudo
apreciar que el indice de cristalinidad y el tamafo de cristal aparente presentd cambios.
Por otro lado, se analiz6 el grado de acetilacion (DA) el cual también mostré cambios
significativos mediante la comparacion multiple de medias por Tukey- Kramer en los
tratamientos de presion y temperatura presentando una mayor desacetilacion en las

matrices porosas obtenidas a 353 K y a 175 bar con respecto a la quitina sin
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tratamiento (Tabla 4). En un estudio reciente, Villa- Lerma et al. (2016) reportaron que
el procesamiento de materiales mediante fluidos supercriticos favorece la
desacetilacion de polimeros como la quitina.

Comparando el DA de la muestra control con las matrices obtenidas, se aprecio una
reduccion en dicho parametro que va del 9% hasta el 22%. Villa- Lerma et al. (2016)
reportaron cambios significativos en el Icr y el DA, observando en este ultimo una
reduccion de hasta el 25% en las muestras de quitina procesadas a diferentes
temperaturas y presiones empleando 1,1,1,2-tetrafluoroetano como gas con respecto

a la muestra control empleada (quitina sin tratamiento).

3.3 Caracterizacién superficial
3.3.1 Efecto del disolvente en la morfologia de las matrices porosas de quitina

Morfologicamente, Sa mostré una superficie rugosa con presencia de poros distribuidos
en forma heterogénea en toda la matriz de quitina (figura 14A). Asi mismo, en algunas
zonas de S se observo la formacion de “grietas” (flechas negras) en la superficie que
podrian beneficiar el crecimiento de microorganismos al permitir el almacenamiento de
nutrientes (figura 14C). Mientras tanto, Sy mostro una superficie aun mas rugosa que
la de Sa y los poros observados en este material estan mejor distribuidos en toda la
superficie (figura 14B), lo cual se corroboré con las determinaciones de porosidad (Su=
62+0.71 %y Sa=21+7.03 %) y las imagenes de SEM (figura 16B). Los poros también
se hacen evidentes en la parte interna en Sy mostrando asi la formacion de poros

interconectados (figura 14D).
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568

Figura 14. Micrografias de las matrices de quitina obtenidas a partir de hidrogeles sumergidos
en MeOH y agua después del proceso con scCO.. Sa (A: superficial, C: transversal);, Su (B:
superficial, D: transversal).

La porosidad y el diametro de poro son parametros importantes que le confieren
diversas caracteristicas a las matrices porosas, como lo es la adecuada absorcion de
liquidos. Mediante las micrografias de SEM se realizé un conteo de poros formados en
los materiales Sa y Sw apreciandose una mayor formacion de poros en la matriz Sy,

que es 1.58 veces mas significativo que en la matriz Sa (figura 15).
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Figura 15. Diagrama de caja-bigotes de los poros formados en los materiales Sa y Su después
del proceso de espumado con ScCO.. Las letras significan que son estadisticamente
diferentes (p<0.05) mediante la prueba de Tukey- Kramer (10 mediciones de cada material).

La matriz Su presentd una porosidad de 62 + 0.71 % y un diametro de poro promedio
de 0.96 + 0.88 um; mientras que, Sa mostro una porosidad de 21 + 7.03 % y un
diametro de poro promedio de 1.44 + 2.40 ym notandose que el material M presento
una porosidad 3 veces mayor que la producida en el material A (figura 16A). En un
estudio reciente, Diaz- Gomez et al. (2016) reportaron una porosidad similar a la
observada en el presente estudio al producir andamios hibridos de policaprolactona-
almidén, mencionando que sus mejores tratamientos presentaron una porosidad entre
62y 64%.

El software empleado para el conteo de poros también proporciond una distribucion
de los diametros de los poros formados debido a la presencia del CO, en cada uno de
los hidrogeles procesados. Se observé que la matriz M cuenta con una distribucion de
poros heterogénea tal como se aprecia en la figura 16B, en la cual predominan
diversos valores de diametros; a diferencia de la matriz A donde predominaron en

mayor porcentaje los poros con diametro entre 0.5y 1.0 um (figura 16B).
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Figura 16. Diametro promedio (A) y distribucion de los poros (B) formados en las matrices de
quitina procesados con agua y metanol. Las letras diferentes significan que son
estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).

Se ha observado que la formacion de poros en hidrogeles procesados mediante scCO.
favorece fendbmenos como la absorcion (Chengdong et al., 2011; Liu et al., 2016;
Moghadam et al., 2017) por lo que en el presente estudio se analizé dicho parametro
encontrandose que Sy presentd una mayor absorcion la cual fue de 3.02 + 0.32 g agua-
g matriz" respecto a Sa (1.27 + 0.08 g agua- g matriz") y se atribuy6 a la formacion de
poros que, al ser mayor en Sy, favorecio la absorcién y retencion de dicho liquido en la

matriz porosa de quitina.

3.3.2 Efecto de la temperatura en la morfologia de las matrices porosas de quitina

En diversos estudios se ha reportado que la temperatura tiene un efecto significativo
en la produccion de materiales espumados mediante fluidos supercriticos (Moghandam
et al.,2017; Yen et al., 2018; Tai et al., 2007). En el presente trabajo se analizo la
morfologia de las matrices M obtenidos a diferentes temperaturas, notandose una

superficie rugosa con formacion de multiples poros de diferentes diametros (figura 17).

Enla figura 17Ay 17B se observa que a 298 K los poros formados en la superficie son
muy pequenos al igual que en la zona interna del material con un diametro de poro
promedio de 1.70 + 0.04 um, mientras que, en general el material tuvo una porosidad
de 53 + 4.38 %. Esto concuerda con lo reportado por Ye et al. (2018), quienes en su

estudio observaron que a temperatura ambiente se favorecio la formacion de poros con
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diametro pequefo en materiales de policaprolactona-poli (6xido de etileno).
Moghandam et al. (2017) han reportado que a temperaturas inferiores a 45 °C el
material en cuestion no fluidifica completamente, por lo que la solubilidad en el polimero
es baja y, por lo tanto, de porosidad inapropiada; mientras que, a temperaturas
superiores a 45 °C, el polimero se fluidifica por completo, lo que aumenta la penetracion
de CO; en el polimero y provoca un incremento de la porosidad, no obstante, la

distribucion del diametro de poro del material en este trabajo no fue uniforme.

A 313 K se aprecio la formacion de poros de diversos diametros distribuidos en la
superficie; no obstante, en la zona transversal la formacion de poros fue uniforme
alcanzando un diametro de poro promedio de 2.02 + 0.14 uym y una porosidad de 33 +
2.57 % (figura 17C y 17D). Los materiales obtenidos a 353 K presentaron una
morfologia similar a las de los tratamientos anteriores con una porosidad de 59 + 3.07
% y un diametro de poro promedio de 2.83 + 0.04 ym; sin embargo, la formacion de
poros en la superficie y en la zona interna se aprecian uniformes e interconectados
(figura 17Ey 17F). Yen et al. (2018) observaron un comportamiento similar al producir
matrices porosas de mezclas de policaprolactona / poli-(0xido de etileno), notando que
al emplear temperaturas mayores a 25 °C se obtenian materiales con un tamafo de
poro mayor. Por otro lado, Tai et al. (2007) al producir andamios de poli-(acido DL-
lactico-acido co-glicélico) notaron que al incrementar la temperatura (< 55 °C) se
formaron poros abiertos lo cual atribuyeron a la alta difusion que present6 el CO: en el
polimero. En la figura 18A se puede observar que, al incrementar la temperatura, se
tuvo un efecto significativo en el diametro de poro promedio de las matrices de este

trabajo.
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Figura 17. Micrografias de las matrices porosas de quitina después de scCQO; a diferentes temperaturas. Superficial: (A) 298 K, (C) 313 K,

(E) 353 K; transversal: (B) 298 K, (D) 313 K, (F) 353 K.




La distribucion de los diametros de poro en los materiales tiende a ser dispersa en los
tres tratamientos; sin embargo, a 298 K se observo que la mayor parte de los poros
producidos presentaron un diametro entre 0.1y 0.5 um. A 313 K, la mayor parte de los
poros formados en el material presentaron un diametro entre 0.5y 1.0 um al igual que
en la matriz tratada a 353 K (figura 18B).
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Figura 18. Diametro promedio (A) y distribucion de los poros (B) formados en las matrices
porosas procesadas a diferentes temperaturas. Las letras diferentes significan que son
estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).

Después del tratamiento con scCO, a distintas temperaturas, se observd que,
conforme se incrementa la porosidad, también la capacidad de absorcién por lo que a
353 K se presentd una mayor absorcion (2.99 + 0.12 g agua- g matriz") respecto al

resto de los tratamientos evaluados.

3.3.4 Efecto de la presidon en la morfologia de las matrices porosas de quitina

El proceso de espumado empleando scCO., permite producir materiales porosos 3D
cuya estructura (porosidad, distribucion del tamano de poro e interconectividad)
depende de los parametros del proceso (White et al., 2012). Superficialmente, las
matrices porosas obtenidas a diferentes presiones cuentan con la rugosidad adecuada
para sustentar el crecimiento y supervivencia de los microorganismos. En la figura 19,
se observa la superficie de cada uno de los materiales, donde se puede apreciar que

estos poseen una formacion de poros uniforme en la superficie de tipo cerrado. Las




matrices aqui obtenidas empleando 200, 250 y 300 bar presentaron poros superficiales
de diametro pequerio de tipo cerrado (figura 19C, E, G); por el contrario, los materiales
obtenidos a 175 bar presentaron poros superficiales con diametro uniforme (figura
19A) y en la zona interna, estos se mostraron interconectados (figura 19B). En el resto
de los tratamientos se observan poros de tipo cerrado con diametros mayores y
diversas zonas con poros abiertos (destruidos) donde no se alcanza a apreciar la
formacion de poros interconectados. La presencia de poros interconectados es
importante para la aplicacion de las matrices porosas como andamio celular, ya que
permite que estas penetren en el interior de la matriz, y asi se promueva la

biocompatibilidad y el crecimiento de los tejidos (Savaris et al., 2019).

Se ha reportado que la presion en sistemas supercriticos tiene un efecto significativo
en la produccion de soportes porosos el cual se ve reflejado en la porosidad y el
diametro de poro promedio de los materiales. En la figura 20A se aprecia el diametro
de poro promedio de los tratamientos evaluados, el cual disminuye conforme va
incrementando la presion. Lo anterior concuerda con lo reportado por Moghamad et
al., (2017) quienes al producir andamios de policaprolactona observaron que al
incrementar la presion se produjo un decremento en el diametro de poro promedio
asumiendo que a medida que se aumenta la presion también incrementa la
temperatura de fusion y, en consecuencia, la viscosidad de la policaprolactona

disminuye favoreciendo asi una menor interaccion entre el CO. y el polimero.




Figura 19. Micrografias de las matrices de quitina obtenidas a partir de hidrogeles M después de ScCO. a diferentes presiones. 175 bar (A:
superficial, B: transversal); 200 bar (C: superficial, D: transversal); 250 bar (E: superficial, F: transversal); 300 bar (G: superficial, H:
transversal)




Yen et al. (2018) reportaron un comportamiento similar en su estudio, notando que al
aumentar la presion a mas de 15 MPa se aprecié un decremento el diametro de poro
en los materiales de policaprolactona / poli (6xido de etileno) lo cual atribuyeron a la
movilidad de las cadenas moleculares del polimero que a presiones menores de 10
MPa es débil dificultando la penetracion del CO.. En la figura 20B se aprecia la
distribucion del diametro de poros producidos al despresurizar el reactor, apreciandose
que a mayor presion el diametro de los poros formados se encuentra entre 0.1y 0.5
um y a medida que este parametro va disminuyendo los poros que se produjeron
presentaron un incremento en el diametro; de este modo, los materiales Sy obtenidos
con 175 bar presentaron, en mayor proporcion, poros con un diametro entre 1.0y 5.0

um.

De acuerdo con lo reportado por Tsioptsias y Panayiotou (2008) las interacciones entre
el MeOH, como disolvente, y el CO, son las responsables de la porosidad de los
materiales; mientras que, las interacciones entre el polimero y el CO, son las
responsables de la estructura porosa que adquieren los hidrogeles después de su
procesamiento. Las matrices obtenidas en este estudio presentaron diversas
porosidades al evaluar diferentes presiones notandose una mayor porosidad en los
materiales obtenidos a 175 bar (62 + 5.33 %) seguido de los materiales a 200 y 250
bar (44 + 1.89 %) y finalmente aquellos tratados a 300 bar (47 + 9.77 %); mientras
que, los materiales porosos evaluados a 175 bar (3.49 + 0.72 g agua - g matriz™")
presentaron una mayor absorcion (1.60 veces mayor) respecto a los otros tratamientos
por lo que la matriz Sy obtenida con 175 bar presenta una estructura adecuada que
podria sustentar la proliferacion de células al emplearse como andamio en ingenieria

de tejidos (Diaz- Gomez et al., 2016).
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Figura 20. Diametro promedio (A) y distribucion de los poros (B) formados en las matrices
procesadas a diferentes presiones. Las letras diferentes significan que son estadisticamente
diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).

3.3.5 Hinchamiento, erosion, y angulo de contacto

El angulo de contacto permite conocer si una superficie es hidrofobica o hidrofilica. La
quitina es considerada un polimero de caracter hidrofobico debido a los enlaces intra
e intermoleculares (Casadidio et al., 2019) por lo cual no presenta solubilidad en agua
ni en soluciones organicas mas que en sistemas de N-dimetilacetamida en
combinacion con cloruro de litio (EI Knidri et al., 2018). En el presente estudio, se
analizd la superficie de los materiales porosos obtenidos en cada uno de los
tratamientos. En la figura 21 se puede apreciar que la gota de agua mantiene una
forma esférica muestra control de quitina (8 = 100.05 + 3.10), lo cual se atribuy¢ al
caracter hidrofébico de la quitina aun en forma de hidrogel. Las matrices obtenidas
con diferentes disolventes a temperatura y presion constantes presentaron diferencias
debidas a la formacion de poros durante el proceso de espumado, para Su que
presentd una mayor porosidad que Sa, mostré un bajo angulo de contacto

significativamente (tabla 4). Los cambios mencionados son atribuidos a la rapida




absorcion de la gota en la superficie de la matriz; mientras que, la gota permanecio en

la superficie debido a la presencia de menos poros en Sa (figura 21).

Quitina S S

Figura 21. Determinacion del angulo de contacto de las matrices porosas de quitina
obtenidas después del proceso de espumado con ScCO., empleando agua y MeOH como
disolventes.

Las determinaciones de hinchamiento y erosion se observan en la figura 22, las cuales
corroboran las diferencias mencionadas donde Sy presenta un mayor porcentaje de
hinchamiento y erosion que Sa. Lo anterior concuerda con lo reportado por Ji et al.
(2011), quienes al producir andamios de quitosano a partir de hidrogeles
entrecruzados con glutaraldehido y genipina observaron que el tratamiento que exhibio
un menor hinchamiento fue aquel cuya estructura carecia de porosidad.

Las variaciones en temperatura y presion en las matrices Sw influyeron en las
determinaciones de angulo de contacto observandose diferencias significativas (Anexo
6) en los tratamientos. Al aumentar la temperatura, el angulo de contacto disminuyé en
la superficie de las matrices Su (tabla 4). En los tratamientos a diferentes presiones, se
observo un efecto contrario presentandose un menor angulo de contacto en las

matrices Sy tratadas a 175 bar (tabla 4).




Tabla 4. Determinaciones de angulo de contacto de las matrices Sy de quitina obtenidas después del proceso de espumado con scCO:..

Masa
(9)
Didmetro
(cm)
Grosor
(mm)
Icr
(%)
Dap
(nm)
DA
(%)
Angulo de
contacto
©)
Hinchamiento
(%)
Erosién
(%)
Médulo de
Young
(MPa)

Temperatura Presién
(K) (Bar)

298 313 353 175 200 250 300
0.87 £ 0.142 0.91 £ 0.05° 0.51 £ 0.09° 0.52 £ 0.072 0.42+ 0.02¢ 0.45 + 0.005°¢ 0.48 + 0.02°
4.53 +0.08? 5.08 £ 0.122 4.55 +0.05° 4.55 + 0.05° 4.43 +0.05° 4.37 +0.08° 458 +0.10°
1.10 + 0.282 1.28 +0.152 1.21+0.162 1.21+0.16° 1.19+0.22° 1.36 +0.132 1.46 + 0.162

82.6 85.0 67.3 71.5 87.2 85 84.4

3.9 5.7 3.4 4.89 5.58 5.92 5.42
90.5 + 0.4° 88.2 + 0.4° 84.8 + 0.3¢ 77.7+0.2¢ 87.8+0.2¢ 89.4 +0.2° 90.2 + 0.6°
52.47 + 4.48° 79.91 + 1.58° 11.82 £ 2.412 37.46 + 5.2° 46.78 £+ 5.9° 56.20 + 8.1¢ 55.14 + 2.8°

302 + 3.5¢ 324.7 +2.6° 377 +1.12 355.1+2.12 302.2 + 3.1° 245.8 + 0.8° 208.4 + 0.6¢
14.2 + 3.0° 17.4 +0.9° 20.6 + 1.0° 28.1 +3.32 25.5+0.52 20.8 +0.9° 19.5+0.3°
43.1+3.6° 27.6 £4.7° 125+ 1.6°2 10.5+3.0° 20.4 +5.3° 24.8 + 6.9° 419+ 10.82

Las letras diferentes en las filas significan que son estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).




El hinchamiento de los materiales depende de aspectos como la porosidad del soporte,
y de la estructura del material (cristalino o amorfo) (Moghadam et al., 2017). La
porosidad en biomateriales es un factor importante ya que influye en la aplicacion de
estos de estos; asi mismo, la despresurizacion del reactor juega un papel clave ya que
si ésta es alta entonces la formacién de burbujas es rapida produciéndose asi una gran
cantidad de sitios de nucleacion (White et al., 2012). A continuacion, se muestra en la
Tabla 4 el porcentaje maximo de hinchamiento y de erosion de las matrices obtenidas
por tratamientos con diferentes temperaturas y presiones donde se puede apreciar que
el comportamiento en hinchamiento se encuentra en funcion del incremento de la
porosidad; mientras que, los cambios en la erosion se atribuyeron a la estructura
cristalina obtenida después del proceso de espumado con CO, (Anexo 7). Villa- Lerma
et al. (2016) reportaron que la presion es un factor critico para la modificacion de la
estructura cristalina en el procesamiento de polimeros tales como la quitina mediante
SCF.
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Figura 22. Perfil de hinchamiento (A) y de erosion (B) de las matrices porosas obtenidos
empleando agua y metanol como disolventes. Las letras diferentes significan que son
estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer p<0.05).

3.3.6 Propiedades mecanicas

Diversos autores han observado que la porosidad es un factor que juega un papel
importante en las propiedades mecanicas y aplicaciones de materiales porosos (Bong
Lee et al., 2006; Moghamad et al., 2017; Chakravarty et al., 2018). Del mismo modo,
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la despresurizacion es clave en la formacion de poros tal como se menciona en la

seccion anterior.

El tipo de disolvente empleado presentd un papel importante en las propiedades
mecanicas de los materiales tal como se aprecia en los perfiles de compresion de Say
Sw (figura 23). Cabe destacar que Sy soportd una menor compresion fue respecto a Sa
lo cual se atribuy¢ a la modificacion de la estructura interna del mismo, ya que al tener
una mayor porosidad se favorecio la fragmentacion alcanzando un modulo elastico de
14.4 + 1.4 MPa; mientras que, Saalcanzé un médulo de 37.9 + 8.2 MPa. Tal como lo
menciona Ji et al. (2011), el modulo de compresion de los materiales depende de la

naturaleza del material y el tamario del poro.

En los anexos (anexo 8), se aprecia el perfil de deformacion vs esfuerzo de las matrices
Sw tratadas con diferentes temperaturas en el que se puede observar que el incremento
de la temperatura tuvo un efecto en el esfuerzo de compresion. Cabe sefialar que los
materiales presentaron una menor deformacion cuando la resistencia a la compresion
fue menor; por lo que el mddulo de Young también fue menor. En la tabla 4 se muestran
los modulos elasticos alcanzados a diferentes temperaturas, las diferencias observadas
se atribuyeron a las porosidades de los materiales. Esto es consistente con lo reportado
por Ji et al. (2011) quienes reportaron un comportamiento similar al producir andamios
de quitosano entrecruzados con glutaraldehido y genipina observando que los
materiales presentaron un menor moédulo elastico atribuyéndolo a la porosidad

alcanzada debido a su procesamiento empleando CO..

La presion también afecto las propiedades mecanicas de las matrices Sy, apreciandose
que los materiales mostraron una menor deformacion a mayor porosidad (Anexo 7). La
matriz Sy tratada a 175 bar presentd un modulo de Young significativamente menor

(tabla 4) que el resto de los tratamientos.

En diversos estudios se han reportado el uso de matrices porosas como andamios en
ingenieria de tejidos para la proliferacion de células como los fibroblastos de piel

humana (Moghamad et al., 2017) y las células madre mesenquimales humanas
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(Chengdong et al., 2011; Bong Lee et al., 2004), donde se ha visto que tales matrices
requieren propiedades mecanicas apropiadas para evitar la deformacion bajo cargas
fisioldgicas con un modulo elastico superior a 10 MPa (Moghamad et al., 2017), razon
por la cual las matrices porosas producidas en el presente estudio podrian ser
empleadas en el campo de la ingenieria de tejidos como andamios en la proliferacion

de células como los fibroblastos y osteoblastos (Liu et al., 2016).
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Figura 23. Curvas de esfuerzo-deformacion de las matrices porosas de quitina obtenidas al
emplear scCO, con agua y MeOH como disolventes a 353 K y 175 bar.

3.4 Cultivo celular y evaluaciéon de las matrices de quitina en la proliferacién de

osteoblastos humanos

La viabilidad celular se evalu6 por el método indirecto del ensayo MTT. El método MTT
se basa en la reduccion de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) por la enzima mitocondrial deshidrogenasa para formar cristales de

formazan (Savaris et al., 2019). En este trabajo se evalud la viabilidad de osteoblastos
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humanos en las matrices porosas de quitina empleados como andamios obtenidos
mediante el proceso de espumado con scCO,. Después de 2 dias de incubacion, se
observd que el numero de células no presentd diferencia significativa al crecer en
ambos andamios. A los 7 dias de incubacion los osteoblastos siguieron proliferando en
ambos materiales sin mostrar diferencias en ambos tipos de matrices; no obstante, al
pasar 14 dias las células incrementaron al doble tanto en el soporte Sy como en el Sa
en comparacion con los primeros 7 dias incubacion. Finalmente, a los 21 dias de
cultivo, el material poroso que permitié alcanzar una mayor proliferacion celular fue el
Sw obtenido a 175 bar y 353 K duplicando la densidad Optica lograda a los 14 dias de

incubacion (figura 24).
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Figura 24. Proliferacion celular de osteoblastos humanos incubados en matrices porosas de
quitina producidos con scCO.» empleando agua y MeOH como disolventes. Las letras
diferentes en el histograma significan que son estadisticamente diferentes (Tukey- Kramer
p=<0.05).
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Lo anterior concuerda con lo reportado por Moghamad et al., (2017) quienes al evaluar
soportes porosos de policaprolactona de alto peso molecular e hidroxiapatita sobre la
proliferacion de células madre mesenquimales humanas de médula ésea, reportaron
un incremento en la actividad metabdlica de dichas células a través del tiempo lo cual

atribuyeron a la biocompatibilidad del soporte empleado como andamio concluyendo
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que el uso de materiales porosos promueven la proliferacion y el crecimiento celular.
Por su parte, Liu et al. (2016), observaron un incremento en el crecimiento celular de
osteoblastos (MC3T3-E1) a través del tiempo el cual fue atribuido a la alta porosidad
del soporte empleado como andamio que a su vez permitié que las células pudieran

moverse libremente para tomar los nutrientes necesarios para su proliferacion.

Figura 25. Micrografias de SEM de los osteoblastos humanos sembrados (flechas blancas)
empleando matrices de quitina como andamios después de 21 dias de cultivo. Sa (A) y Su

(B).

El tamafo de poro, la estructura interna y la interconectividad son propiedades que
influyen en el comportamiento de un andamio. La morfologia de los osteoblastos se
estudid por microscopia electronica de barrido. En la figura 25, se muestra la
morfologia del crecimiento celular después de 21 dias en el cultivo sobre ambos
andamios. Visiblemente, un mayor numero de células se adhirieron al andamio Sy
mostrando asi la citocompatibilidad del material poroso permitiéndole a las células
proliferar confirmandose asi que la quitina favorece la estimulacion del crecimiento y la
viabilidad celular, ademas; estos resultados también evidencian que el empleo de
matrices porosas de quitina como andamios producidos mediante el uso de scCO:
hacen que este método de procesamiento sea compatible para la fabricacion de

andamios celulares.




4. CONCLUSIONES

El empleo de CO, en estado supercritico permitié producir de manera eficiente
matrices porosas de quitina logrando medir la desorcion de dicho gas a traves de la
pérdida de masa del material. Se observo que el MeOH al emplearse como disolvente
del CO; tuvo un efecto favorable en la formacion de los soportes de quitina respecto
al agua. Asi mismo se determind que tanto la presion como la temperatura tuvieron un
efecto significativo en la formacion de poros en los materiales evaluados. Por otro lado,
la estructura quimica de la quitina empleada mostré cambios poco significativos en el
espectro FTIR; no obstante, la estructura cristalina, el tamano del cristal aparente y el
grado de acetilacion presentaron cambios relevantes al ser analizados mediante DRX
y "H-RMN, respectivamente. Por lo tanto, la matriz Sy obtenida a 353 Ky 175 bar
resulto ser la mejor en cuanto a porosidad, diametro promedio de poro e hinchamiento
por lo que las matrices porosas de quitina producidas bajo estas condiciones fueron
consideradas para posteriores aplicaciones haciendo factible el uso de los fluidos
supercriticos empleando disolventes no toxicos como el didxido de carbono.

La produccion de matrices porosas mediante fluidos supercriticos resulto eficiente al
momento de aplicar estos materiales como sistemas de andamiaje en la proliferacion
de osteoblastos de periostio humano.

Es importante destacar que la porosidad y el diametro de poro que presentaron las
matrices Sw (353 Ky 175 bar) desempefiaron un papel importante, el cual hizo factible
su empleo al observarse un efecto significativo en la viabilidad de los osteoblastos

durante 21 dias de cultivo.
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ETAPA Il

PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA EMPLEANDO
MATRICES POROSAS DE QUITINA COMO SOPORTE EN

CULTIVO EN ESTADO SOLIDO




1. INTRODUCCION

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas tridimensionales que puede ser
reticuladas fisica 0 quimicamente y son capaces de absorber grandes cantidades de
agua o fluidos bioldgicos (Shen et al., 2016). El uso de hidrogeles para el desarrollo de
andamios polimeéricos porosos ha mostrado tener un particular interés, debido a ello es
que estos materiales presentan un amplio campo de aplicaciones de entre las cuales
destacan los procesos de separacion, como materiales de absorcion, asi como
materiales biomeédicos para hacer andamios (Tsioptsias et al., 2011; Shen et al., 2016).
Debido a la importancia que han presentado los materiales porosos elaborados a base
de polimeros, en el presente estudio se llevd a cabo la aplicacion de matrices porosas
Sw a base de quitina las cuales debido a las caracteristicas fisicoquimicas que poseen
(Chengdong et al., 2011) fueron empleadas como sistema de andamiaje en la

produccion de BC en cultivo en estado solido de Gluconacetobacter xylinus.




2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

J.T. Baker (Estado de Ecatepec de México, México) suministro dextrosa anhidra, sulfito
de sodio anhidro y monohidrato de acido citrico. BD Bioxon (Cuautitlan Izcalli, México)
proporciond extracto de levadura y agar bacterioldgico. Peptona de caseina fue
comprada con Dibico S.A. de C.V. (Cuautitlan lIzcalli, México). Laboratorios Laitz
(Ciudad de México, México) proporciond carbonato de calcio. El fosfato de sodio
dibasico anhidro, el hidroxido de sodio, el &cido clorhidrico, el hidrocloruro de
hidroxilamina, el acido fosforico, el cloruro férrico, el carbonato de calcio se compraron
en Reactivos Quimica Meyer (Ciudad de México, Meéxico). Se adquirio acido gluconico
(solucion al 53% en agua), acido 3,5-dinitrosalicilico y el fluoréforo de calcofluor con
Sigma-Aldrich (St. Louis, EE. UU.). El fenol se compré en Fermont (Nuevo Leon,
México). La celulosa vegetal fue un obsequio de Derivados Macroquimicos (Ecatepec
Morelos, México). El suero fetal bovino (FBS) se adquirié con Thermo Fisher Scientic
(EUA), DMEM / F-12 ADCF DMEF con L-Glutamina y 15 mM HEPES se adquirié con
Uniparts (Ciudad de México, México) 1% (v-v') penicilina-estreptomicina, 0.05%
tripsina-EDTA, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, MTT. Todos los

reactivos empleados fueron de grado analitico.

2.2 Microorganismo y condiciones de cultivo

Gluconacetobacter xylinus ATCC 700187 fue resembrado en agar YGC #459 (Glucosa
(50 g-L7"), extracto de levadura (5 g-L"), y carbonato de calcio (12.5 g-L™")y agar
bacteriolégico (15 g-L"), se incubd a 30 °C durante 48 h y se almacend a 4 °C hasta

Su posterior uso.

2.3 Medio de cultivo

Se trabajo con el medio de cultivo reportado por Hestrin y Schramm (HS) el cual esta

compuesto por glucosa (20 g-L™"), extracto de levadura (5 g-L"), fosfato de sodio

dibasico anhidro (2.7 g-L™) y acido citrico monohidratado (1.15 g-L") (1954).




2.4 Condiciones del cultivo en estado sélido empleando matrices porosas de quitina

Se llevaron a cabo microcultivos en placas de Petriy para ello se trabajé con matrices
porosas cuyo volumen fue de 0.121 cm?®y un peso seco inicial promedio entre 0.96 +
0.34 g. Previo a su uso, el medio de cultivo y las esponjas se esterilizaron. Se trabajo
con un volumen de indculo correspondiente al 15 % (v=v'), a 30 °C, pH inicial de 6y
una humedad relativa del 90% durante 6 dias. Para la extraccion de biomasa y celulosa,
los microcultivos se sumergieron en H.Odi agitando cada 15 min durante 1 h hasta
remover todo el cultivo de la matriz porosa Posteriormente, se centrifugaron las
muestras colectadas a 8000 rom y 4 °C durante 10 min y se almacenaron a -20 °C
hasta su uso. Las determinaciones de biomasa y celulosa se realizaron mediante

analisis gravimétrico.

2.5 Produccién de celulosa empleando matrices porosas Swy 15% (v-v') en cultivo

en estado sélido

El medio de cultivo y el inoculo fueron absorbidos en las matrices Sy, se colocaron en
placas de Petri a un pH inicial de 6.0. El cultivo se llevo a cabo a 30 °C y se realizd
muestreo cada 4 h hasta las 24 h; posteriormente cada 24h hasta las 144 h. La

biomasa y celulosa fueron determinadas como lo indica la seccion 2.3.3.

2.6 Purificacion de celulosa y caracterizacion

Se separd la biomasa de la celulosa mediante un tratamiento con solucion de NaOH al
1% (p-v") a 80 °C durante 2 h. Después, se neutralizd con una solucion de acido
acético al 5% (v-v'). Finalmente, se lavd con agua destilada hasta pH 7 y se sec6 a 50
°C (Du et al., 2018). Se analizd la estructura quimica de la celulosa mediante
espectroscopia de infrarrojo a una longitud de onda entre 4,000-650 cm™ con 32
escaneos. La estructura cristalina fue analizada mediante difraccion de rayos X de
polvo y para ello la muestra seca se pulverizé y la intensidad de difraccion se midié en
2 B entre 5y 50°. Elindice se calculo dividiendo la diferencia de las intensidades amorfa

y cristalina; entre la intensidad cristalina multiplicado por 100 (Focher et al., 1990). El




espectro de resonancia magnética nuclear (CP / MAS NMR) de polarizacion cruzada
3C y angulo magico giratorio de BC se adquirid usando un espectrémetro (Avance |l
300 Bruker BioSpin GmbH, Alemania) con un detector de banda ancha (BB-CPMAS)
usando una resonancia frecuencia para *C de 75 MHz. Se utilizé un rotor de ZrO (6xido
de circonio) de 4 mm de diametro externo. El pulso de contacto fue de 1,5 ms
(milisegundos), con una adquisicion de 24,8 ms y un tiempo de espera entre
repeticiones de 6 segundos. El espectro de BC se obtuvo con 4288 exploraciones, en

un tiempo total de 7,14 h.

2.7 Analisis microscépicos

La proliferacion bacteriana en las matrices porosas Su de quitina se examin6 mediante
la tincién de células vivas y muertas. Las matrices sembradas con G. xylinus (4, 8, 12,
16, 24, 48, 72, 96,120 y 144 h) se tineron empleando el kit de viabilidad bacteriana
Live/ Dead™ BacLight™ (yoduro de propidio y SYTO 9) agregando 50 uL e
incubandolas durante 15 min en ausencia de luz a 25 °C. Las muestras tefidas se
visualizaron empleando un microscopio confocal (Olympus BX53, Japon). Las células
vivas se tineron de verde fluorescente (SYTO 9) y las células muertas se tifieron de rojo

fluorescente (yoduro de propidio).

Por otro lado, para las observaciones mediante microscopia electrénica de barrido las
muestras se fijaron en 2% (v-v') de glutaraldehido durante 24 h a 4 °C. Posteriormente,
se lavaron con amortiguador de fosfatos (pH 7.4, 0.1 M), y se tifleron con 2% de
tetradxido de osmio en solucion acuosa durante 2 h, y se volvieron a lavar con
amortiguador de fosfatos (5 veces). Luego, se deshidrataron con un gradiente de
solucion de etanol (30, 40, 50, 70, 80, 90 and 100%) dos veces por 15 min. Después
del lavado final con etanol al 100%, las muestras se secaron al punto critico con CO,.
Finalmente se fijaron con cinta de carbon y grafito coloidal y se recubrieron con oro
previo a la visualizacion en el microscopio electronico de barrido (JEOL JSM-7600F

Fiel Emission, Tokio, Japdn).




2.8 Analisis Estadistico

El programa NCSS en version 7.0 (NCSS Inc., USA) se empled para evaluar la
significancia entre los tratamientos evaluados. Las medias se compararon con la

prueba de comparacion multiple de medias de Tukey Kramer (P< 0.05).




3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Produccién de celulosa bacteriana empleando matrices de quitina obtenidas

mediante CO;en estado supercritico.

Se evaluo el efecto de dos tipos de matrices de quitina en la produccion de celulosa
bacteriana en cultivo en estado sélido mediante microensayos. En la figura 26 se
puede apreciar la produccion de biomasa alcanzada a las 144 h. Empleando las
diferentes matrices se pudo observar que al final del cultivo el soporte que favorecio
un mayor crecimiento fue Sy alcanzando un maximo de 9.48 + 0.52 g biomasa-L™" el
cuales 1.34 y 1.46 veces mayor a la produccion de biomasa alcanzada con el material
poroso Sa y con el hidrogel de quitina (control), respectivamente. La produccion de
celulosa, al igual que la biomasa, se vio favorecida al emplear el soporte Sy en SSC
alcanzando una maxima produccion de celulosa de 2.99 + 0.32 g celulosa+L" la cual
es 2.58 y 3.22 veces mayor a la produccion alcanzada con la matriz Sa y el hidrogel
control, respectivamente (figura 26).

Lo anterior se atribuy0 a la porosidad que presento la matriz Sy, la cual, al ser mayor
que la de Sa 'y del hidrogel control, permitid una adecuada difusion del oxigeno a través

de la matriz porosa facilitando asi la biodisponibilidad de los nutrientes.
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Figura 26. Produccion de biomasa (A) y celulosa bacteriana (B) de G. xylinus empleando
matrices de quitina en cultivo y 15% (v -v'') de indculo inicial en estado sdlido a las 144 h. Las
letras diferentes en el histograma significan que son estadisticamente diferentes (Tukey-
Kramer p<0.05).




En la tabla 5, se observa una comparaciéon de la produccion de biomasa y celulosa al
emplear diferentes matrices porosas como la espuma de poliuretano (etapa |) y las
matrices porosas de quitina producidas en el presente estudio en cultivo en estado
solido. En este trabajo se obtuvo una mayor produccion de biomasa la cual es 2.89
veces mayor respecto a la que reporta Quintana- Quirino (2015) empleando el cultivo
sumergido. La produccion de celulosa también resulté mayor usando matrices porosas

de quitina (5.44 veces mayor) respecto a la que se reporta en cultivo liquido.

Tabla 5. Produccion de biomasa y celulosa empleando Gluconacetobacter xylinus en cultivo
en estado solido y sumergido (SmC).

TIPO DE CONCENTRACION
MATRIZ (g Biomasa-L') | (g Celulosa-L")
Hidrogel 6.50 + 0.35° 0.93+0.19°
Sa 7.06 + 0.52° 1.16 + 0.20°
Swm 9.48 + 0.522 2.99 + 0.322
SmC 3.28 £ 0.02¢ 0.55 +0.03°

Las letras diferentes en las columnas significan que son estadisticamente diferentes
(Tukey- Kramer p<0.05).

Se evalud la produccion de biomasa y celulosa a través del tiempo empleando matrices
porosas de quitina sumergidos en MeOH (Sy) con el 15 % (v-v') de indculo inicial
durante 144 h. En la figura 27A se puede observar que durante las primeras 4 h el
microorganismo se adapto6 a las condiciones del medio de cultivo; posteriormente, la
bacteria comenzo a crecer paulatinamente con una tasa de 0.035 h', presentando su
fase exponencial entre las 8 y 48 h logrando un maximo crecimiento de 8.94 g biomasa
L' estimado por Gompertz (Anexo 9). Pasado este tiempo, G. xylinus detuvo su
crecimiento debido a la ausencia de nutrientes comenzando asi la fase estacionaria
del cultivo manteniéndose constante hasta el final. El perfil de produccion de celulosa

a través del tiempo mostré un comportamiento similar a la produccion de biomasa. La
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bacteria comenzo a excretar celulosa pasadas las 8 h del cultivo con una tasa de 0.033
h' alcanzando su maximo a las 96 h (Pmsx de 3.43 g celulosa-L") (Anexo 10)

manteniéndose constante hasta las 144 h (figura 27B).
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Figura 27. Produccion de biomasa (A) y celulosa bacteriana (B) de G. xylinus empleando las
matrices porosas Su en cultivo en estado sdlido y 15% (v -v') de indculo inicial a las 144 h.
Los datos experimentales se ajustaron empleando el modelo de Gompertz con un R2>0.96

para la biomasa y 0.94 para la celulosa bacteriana.

En paralelo, al realizar la cinética de produccion de celulosa bacteriana se estuvieron




realizando observaciones en microscopia confocal empleando el kit de viabilidad
bacteriana Live/ Dead™ BacLight™ con el proposito de observar las bacterias vivas y
muertas a través del tiempo al emplear las matrices porosas de quitina como soporte
en el cultivo en estado sdlido.

A las 4 h del cultivo se observo la presencia de células, las cuales se consideraron
viables al mostrarse tefidas en color verde, indicativo de que la membrana celular de
las bacterias permitio la absorcion del colorante SYTO 9. Con el paso del tiempo, se
aprecio que la poblacion bacteriana iba incrementando en la matriz porosa (8- 16 h)
(figura 28). A las 24 h los microorganismos seguian apreciandose viables (verdes); sin
embargo, a las 48 h, las bacterias no viables comenzaron a hacerse presentes ya que
se pudo observar un incremento en las bacterias tefiidas en color rojo (indicativo de
no viabilidad). A las 72 h, la presencia de bacterias no viables, comenzaron a
incrementar mientras que las viables aun se hacian presentes; no obstante, a las 120
h el microorganismo continué creciendo, notando un ascenso en la presencia de
bacterias viables manteniéndose constante hasta el final del cultivo (figura 5)
atribuyendo este comportamiento al posible consumo de otros metabolitos como el
acido gluconico (Liu et al., 2016).

En contraste, las observaciones obtenidas mediante microscopia confocal en cada
tiempo mostraron una relacion estrecha con el crecimiento bacteriano cuantificado
(figura 27), cuando la bacteria comenzo su fase estacionaria y presentd su maximo
crecimiento (entre las 72 y 120 h) se hizo mas evidente el incremento en las células no

viables con respecto a los tiempos inferiores.

Entre otros aspectos, la estructura quimica de la celulosa bacteriana se analizd
mediante espectroscopia FTIR la cual al comparar con un estandar de celulosa vegetal
mostro las bandas caracteristicas de dicho polimero observandose la presencia de
bandas a los 3341, 289, 1160 y 1029 cm™, las cuales se encuentran en las regiones
caracteristicas de la celulosa que van de los 3800 a los 2600, entre 1200 y 900 cm';
que corresponden a las vibraciones de los grupos O-H, C-H, y C-O-C y C-0O;

respectivamente (Dayal et al., 2013; Du et al., 2018). Adicionalmente, la muestra de




celulosa obtenida presenté una banda alrededor de los 1648 cm™' que se encuentra
en menor intensidad en el espectro del estdndar. De acuerdo con Rani et al. (2011),
dicha banda esta asignada a las moléculas de agua, esto se atribuye a que la celulosa
de origen bacteriano tiene una mayor capacidad de absorcion y retencion, lo cual hace
que esta atrape moléculas de agua entre sus cadenas mediante enlaces inter e

intramoleculares (figura 29).




Figura 28. Imagenes de microscopia confocal de la viabilidad celular de G. xylinus empleando
las matrices porosas Sy en cultivo en estado sdlido y 15% (v -v'") de indculo inicial a las 144
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Figura 29. Espectros de infrarrojo de estandar de celulosa vegetal y celulosa bacteriana de G.
xylinus empleando matrices porosas Sy de quitina con indculo inicial del 15% (v -v').

La cristalinidad es un parametro importante en polimeros como la celulosa ya que de
ello dependen sus multiples aplicaciones. En la figura 30 se muestra el patréon de
difraccion de la celulosa producida en cultivo en estado solido, empleando las matrices
porosas de quitina como soporte. El biopolimero producido presentd un indice de
cristalinidad del 75.7% y cuenta con los dos picos principales a 14.81° y 22.82° los
cuales corresponden a los planos cristalograficos (100) y (110). De acuerdo con lo
reportado por Lee et al. (2015) la presencia de dichos planos es atribuido a la

formacion de celulosa tipo | la cual es producida por microorganismos como G. xylinus.
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Figura 30. Patron de difraccion de rayos X de BC producida en cultivo en estado solido de G.
xylinus empleando matrices porosas Sy de quitina con inéculo inicial del 15% (v -v').

La celulosa bacteriana obtenida en cultivo en estado soélido con medio HS también se
caracterizdé mediante resonancia magnética nuclear de carbono. En la figura 31, se
puede observar el espectro en el cual se aprecian los picos de los seis carbonos que
constituyen una molécula de glucosa los cuales estan indicados en el espectro con
numeros del 1 al 6. Du et al. (2018) reportaron que al caracterizar la celulosa
bacteriana obtenida en su estudio mediante resonancia magnética mostro sefiales
para el carbono 1,4y 6 a 105.3, 89.2 y 65.7 ppm, respectivamente. Mientras que,
para el carbono 2, 3y 5 las sefales se observaron entre 71y 75 ppm. En este trabajo
las sefales para el carbono 2, 3y 5 se observaron traslapadas por lo que resulté dificil
diferenciar una de otra, no obstante, todas las sefales observadas son similares a las
que reporta Du et al. (2018). Por su parte, Quintana- Quirino et al. (2019) ha reportado
que la presencia del carbono 4 corresponde a regiones amorfas asi mismo menciona
que la presencia de los picos correspondientes a los carbonos 1, 4 y 6 se atribuye a

los polimorfos de la celulosa la.




ppm

Figura 31. Espectro de "*C CP / MAS RMN de celulosa producida por G. xylinus en cultivo en
estado solido con 15% (v -v'!) de inéculo inicial empleando matrices porosas Sy de quitina.

Se analiz6 la morfologia superficial durante la produccion de celulosa bacteriana al
emplear matrices porosas Suy 15% (v-v-') de inoculo inicial mediante SEM. En la
figura 32A se observa la morfologia superficial de las matrices Sy empleada como
sistema de andamiaje previo al experimento. Una vez inoculada la bacteria, esta crecio
sobre el soporte adhiriéndose a la superficie para disponer de los nutrientes necesarios
para su crecimiento y secrecion de la celulosa a lo largo del cultivo (figura 32B). En la
figura 32C se puede apreciar la morfologia bacteriana de G. xylinus notandose que
ésta se encontraba agrupada en cadena, tal como lo hacen los microorganismos de
su especie. Asimismo, en la figura 32C se logro observar la produccion de celulosa por
parte de la bacteria en forma de biopelicula alcanzandose a notar las microfibrillas que
unen a las bacterias con la red tridimensional de la celulosa secretada en la superficie
quedando embebida en el biopolimero. Lo observado anteriormente difiere de diversos
estudios en los cuales han producido celulosa bacteriana en SmC estatico o agitado y
han apreciado la formacion de una biopelicula suspendida en la superficie del medio o
la formacion de aglomerados; respectivamente (Krystynowicz et al., 2002). Por otro

lado, Quintana-Quirino et al. (2019) al producir celulosa bacteriana empleando PUF
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cortada en cubos presentaron una morfologia similar a la reportada en este estudio,
logrando observar la deposicion de las microfibras tanto en la zona interna como en la

superficie del material empleado.

o= 1pm f-I 13/11/2019 I - lpm
:03:48 X 4, 1.00kV SEI SEM
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Figura 32. Micrografias de SEM de la produccion de celulosa bacteriana de G. xylinus en SSC
con 15% (v -v'') de indculo inicial empleando matrices porosas SM de quitina obtenidas
mediante scCO; a las 96 h. Soporte Su (A), crecimiento bacteriano (B), morfologia de G.
xylinus (C), secrecion de fibrillas de celulosa bacteriana (flechas punteadas) (D).




4. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en reportar la produccion de celulosa bacteriana empleando
matrices porosas de quitina como soporte obtenidas mediante el uso de fluidos en
estado supercritico.

La produccion de matrices porosas inertes resultd eficiente al momento de aplicarlos
como soportes en cultivo en estado solido en la produccion de polimeros naturales
como la celulosa.

La estructura porosa de las matrices empleadas permitid el crecimiento de
Gluconacetobacter xylinus y por consiguiente la produccion de celulosa logrando
observar la formacion de una biopelicula y la morfologia del microorganismo.

Por lo tanto, la producciéon de matrices porosas de quitina y su uso en cultivo en estado

solido
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CONCLUSION GENERAL

En general, este proyecto se estudiaron procesos cuya relevancia permitio la
publicacion de un articulo en una revista indizada; mientras que, un segundo articulo
se encuentra en proceso. Con base en los resultados obtenidos, este estudio es el
primero sobre la producciéon de celulosa bacteriana en cultivo en estado solido
empleando espuma de poliuretano y matrices porosas de quitina pura como soportes

inertes.

El empleo de CO, como disolvente no toxico en estado supercritico hizo factible la
produccién de matrices porosas a base de quitina, los cuales mostraron tener potencial
aplicacion en la produccion de celulosa bacteriana y en la viabilidad de osteoblastos de
periostio humano lo que resulta de gran interés debido a los fines biotecnolégicos que

estos presentan.

Los resultados de este estudio permiten conocer las condiciones optimas para la
produccion de celulosa bacteriana y para la produccion de matrices porosas de quitina

pura; ademas de brindar conocimiento sobre la potencial aplicacion que presentan.




PERSPECTIVAS

Es posible dar continuidad a este trabajo produciendo matrices porosas de quitina
empleando una metodologia que involucre reactivos de bajo costo para favorecer su

produccion a mayor escala.

Por otro lado, al ser pioneros en la produccion de celulosa en cultivo en estado solido;
con matrices porosas de quitina como soporte inerte y Gluconacetobacter xylinus, se
da la oportunidad de estudiar diversos factores sobre la produccion de este biopolimero
con la finalidad de incrementar la produccion de celulosa y favorecer su produccion a

mayor escala.

Respecto a la produccion de materiales porosos, seria novedoso elaborar compositos
de quitina con otro u otros materiales que mejoren la biocompatibilidad de estos con la
finalidad de incrementar aun mas la viabilidad de los osteoblastos a la que se reporta

en este estudio.
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Pig. 1. Micrographs of PUFC and PUF-M (A-B). Screess hots of mioro graphs converted o hinary images (£, ) and amalysis of particles of maged (E F). AP of PLF
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Table 1

Multiple regression modek for prediction of biomass and BC produdtion with added several imoculom levels (% vv')and varying the PFUF size
Ml Eomam BC

Fegmemion coefice s Gignificance Regmsdon coefices Gfgaificame
el Bevel

Cineth Sl E05 + 01T e i ] 183 + QUi 0000
i o] i LT & 01l e e ] DG+ 0E e e el
PlFue 4% & dE e ] DIE & Ol [ ey
e o] eit® PP 054 & 011 [t el 0AF & QU X el
ey sl ™ =1.8% £ 019 [elee ] =077 + 01D e ]
Bl § ple correlation ¢ oo fTckem (L] [E)
Dot s oty e STl et oS X

2. Materials and methods
2.1 Mateials

JT. Baker (Ecatepec State of Mexico, Mexia) supplied anhydros
dextrose, anhydrous sodium sulfite and citric scid monchydrate. Yeast
extract and bacteriological agar were provided by BD Bioxon
{ Cusutithm kcalli, Mexicn). Casein peptone purchased from Dilics S.A
de C¥. {Cuauttlan kcalli Mexico) Laboratorios Laitz {(Mexico City,
Mexico) provided calcium carbomate. Dibasic sodium phosphate anhy-
drous, sodium hwdrosdde, hydmchlonie scid hwlmoxylamine hydn-
chloride, phospharic acid, ferric chloride, calcium carbonste were
purchased from Resctives Quimica Meyer (Mexdco City, Mexam)
Gluconic acid (53 solution in water), 3,5-Dinitrasalicylic acid, and
caloofluor white smin were acquired fram Sigma-Aldrich (St Lous,
USAL Phenol was purchased from Fermont (Nuevo Leon, Mexa)
Plant cellulose was a kind gilt from Derivados Macmogquimicos (Ecatepec
Marela, Mexica). All resgents were smalytical resgent gracde.

2.2 Microorgrisns and inoculem preparation

G cylimus ATOC 700187 (Amercan Type Culture Callecion, USAD
wiagstared on ¥GC 459 agar slants at 4°C until nesded . Compaodition of
¥ GO 459 meecium was: glicose {5&3!.").}'&51 extract (5 3!."J.cﬂ]ciun
carbomate (125 gL) and bacteriological agar (15517

2.3, Qultsre malium

The compaosition of the Hestrin & Schramm [17] culture medium
wans: glucose (20g17"), yeast extract (Sgl), casein peprane (SgL'),
ditmsic sodium phosphate anhydrous (2.7 g1 and citric acid mono-
hydrate {1.15 gL™).

24, Prepoufon and characterization of PUF

PUTs wene aither mincsd (PUF-M) ar cut inta cubes (PUFL )L PUE-M
suppont was prepared using & grinder {Sciencewars, USA) and then
meeshed until particle siges were between 0,30 cmand 050 cm (sverags
particle size of 008 el PUF-C support had 0.50cmx0.50 em x
D50 cmsme {113 l:lrr1:I..P|]]'P"L'F foams were dried to constant weight at
FOC for 24h ane then coaled in a desiccator to calculate water stomage
capacity (WSC) follwing Fq. 1[16] Each determination was camied
out in triplicate.
WS = {u]

my [eh

where m,, is the mas of wet PUF, my ness of dried PUF.

Each foam volume was calculated considering height aned dizme ter.
PUF densities were calculated by dividing mass by volume.

24.1. Avrage pove dre (APS) determinasion af PUF
APS was obtained by 5EM of PURC and PUF-M from different re-
gions and magnifications using Imagel version 1.51§8 (Madonal




o p CB

g ndtcud

Fig. 2. Response surface plats for biomass (A} and BC {B) productions with
varistions of inoculim level and PUF size determined] at 96h in 35C of G. xy-
s &t 30 °C

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) soffware. SEM images were
converted to &-bit black and white images, in which the black ameas
represent the pores and white aress the solid surface. Binary images
were analyeed as particles employing image analysis software (Imageal)
[15].

25, 55C condinons

Culture and inoculum were absorbed into PUF-M and PUF-C sam-
ples and S5C was carred owt in 250 mL flasks with cotton plug taps at
initial pH 6 and at 30°C, during four days by duplicates for each con-
diton. PUF and culture med nm rato was 009 with 90% water content
and 8y = 099 + 001 and 100 + OO0 for PUF-M and PUF-C, re-
spectively, as determined in & water activity meter {(Agqualab CX-Z,
USA) at 20°C. Inoculum levels were 0U5, 5, 10, 15 to 25% (vv 'L 550
was carried out at 30°C, sampling was condwcted every 4h up to 24h
and subseguently every day untl] 96 h.
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Fig. 3. Ghucose comumption {A) and gluconic scid praducdon (B) for BC pro-
duction by G aplines with PUF-C and PUF-M at 96 h of 350 a1 30 "C.

251, Analyses of samples
S5C was collected from each Nask, mixed with thelr same weight of

water and pressurized to 1,000 psl Then, Altered and sonred at -20°C
for further we Dry welght determinations measured the bacterial
growth. pH determinations were measured with a pHmeter {Hanna
Instruments pH 216, Microprocessor pH meter, Italy). The reducing
sugar method rendered the ghicose concentration in the flrates. The
determination of ghiconde acid was carried owt by the hydroxamate
method [19].

252, Determinafon of oxygen mass ¢oefficient (kwa) of bigfikn on PUF
The kea in the biofilm of G xylinus on hbetemgeneous system with
PUF-C and 15% (wv") of incculum was determined as reported
BondlasBlancas et al. [20] The heterogenesus respirometer (HR)
consists of 8 (L3Z3 L glass column (30emx 37 cm internal diameter)
packed with PUF (0215 L of working volume). The HR was setup as
closed-loop for gas stream using a pump {MindPump ¥ MOZ, YWFluld,
China) with a gas flow of 200mLmin” and the liguid phase was
maintaimed static. The oxygen and C02 concentrations were mondtored
in gas phase wing the sensorms {UV Flux 25%0, and K33-108 1000004,
COMeter, USA) with a data acquisition system via USE interface. The
measurements and graphics were processed by the software LabView
{Mational Instrument, version 140, USAL The kya was determined at
48 I of culture of . xdinus. The HR was stabilized with a stream of air,
and then the oxygen was stripped owt by feeding hellum. Once the
oxygen was removed, the supply of fresh air to the system started and
the oxygen concentration profiles were obtained. The assays were




AL CQpaimtmms Qeiring, o ol

Provess Bloc hemdary 82 (2019) 1-9

110

Plant Cellulose

2 Theta (degree)
Fig. 4. Plant cellulose and BC producsd by G glires emplaying PUR-C and PUFM with 15% {v+') of inoculum at 96h: Infrared spectra (A); XRD pattems (Bl

performed by guintuplicate.

The exygen uptake rate (OUR) was determined in S5C of G xylins
performed in 0.5 L closed flask that contained PUF-C, culture medium
and imoculum. The cultures were incubated at 30 °C and the COs and O
concentrations were mondtored. The asay was performed by triplicate.

26. BC pumijflcaton and charactertzation

BC was purified from the filtmates after treatment with 1% {wv™)
MaOH solwtion at 80 °C for 2 Then, BC was newtralized in acetic acld
5% (wv ") solution for 30 min Then, it was centrifuged at 14,000 g at
4 "Cfor 15 min, washed with distilled water to pH 7 and dried at 50°C
[Z1]. Attenuated total-reflectance infrared spectra were acquired in
Perkin Elmer 100 {(UK) spectrometer at 24 “C and 30% relative humidity
between 4,000-650 cm™” spectral range and 4 cm™” resclution with 32

scans. Samples were dried for 3h at 50°C, then grounded and sleved
{120 pm) before analyses. Powder X-ray diffraction (XRD) specira were
acquired in the 5° = 28 = 50 range with a Bruker D& Advance dif-
fractometer using Cu Ka radiation (A =1.54 A) and gonjometer spaed
of (L5 (280 min~ °. Crystallinity percentages were obtained by integra-
ton of the comesponding crystalline and amorphows areas on the
apecira.

The solid state '*C cross polarkzation and magic angle spinning
nuclear magnetic resonance (P /MAS NMR) spectra of BC produced
Hestrin & Schramm culture medfnm and with PUF-C in S5C were ac-
quired wsing a spectrometer (Avance Il 300 Bruker BioSpin GmbH,
Germany) with a Broad Band detector (BB-CPFMAS) using a resonanoe
frequancy for "“C of 75 MHz A ZrO (zirconium oxide) rotor of 4 mm
externdl diameter was wed. The contact pulse was 1.5ms (milli-
secomds), with an acquisition of 24.8 ms and a walting time berween
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Fig. 5. Time cowse af 85C of G. xglinus wing PUEC & inert support and 15% fvvly af inoailuen: biomass (Al ghice mnsumptian (B, BC {Ck pH (DL

Experimental dsta fimed to the Gompertz mode] with R? = 097,

repetitions of & seconds. The BC spectrum was obtained with 4288
scans, with a total tme of 7.14 h

2.7, Micrascopie analyses

PUF samples from S5C (7 mg) were suspended in 3 mL of phosphate
buffer {(pH 7.2) with 30 pL of calcofluer white-reagent (CW) and vor
tewed for 205, After 2h, samples were centrifuged at 5000 rpm for
10 min, and the pellet observed in a8 microscope with flsorescent light
{Axioatar plis Carl Zelss, Germany) and analyzed by Imagel software
[2Z]. Dried 55C samples were fixed with carbon film and tmeated with
colloddal graphite. The preparations were dried for 24 h at 25°C. Then,
they were covered with gold before the examination in a SEM (JEOL
JEM-5900 LV, Tokye, Japan).

2.8, Smiistcal analysis

A randomized design was carrled out in quadruplicate for experni-
ments with different inoculum levels and PUF sizes in 55C of G xdinus.
‘The program MNCSS [22] computed the analysls of variance with BC and
biomass as response varables. The Tukey Hramer multiple means
companson test compared the means (P < 0.05) Multiple regression
analysts was applied to evaluate the effect of inoculum level and PUF

skze as independents varables on the dependent variable biomass amd
B Varlables were coded according to Eq. 2.

[ ¥
- [.‘r!:u:.llllll_]
Lo rman o )

X=
{2)

where X is the encoeded value; x is the actual value; x, . and x, . are
the maximum and minimum valees, respectively. The experimental
data was adjusted by a second-order polynomial function applying
multiple regression analysis, using the NCSS program (Eqg. 3).

i i k=1
y=A+ DANG DAK+ B T AN+ 3 a8

-l =1 [E4) =1 L&)
where y k the predicted response (BC or blomass); S, S & S and Sy
are regression coefficlents of the model for the intercept, linear, squared
and interaction effect, respectively and X; X; are the coded independ ent
vanables.

Determination of the ineculum level with PUF sizes was conducted
by numerical optimization wsing Design-Expert program (Stat-Ease
wveralon 11, USA) following two criteria; maxdmizing BC and biomass,
with the highest importance in each case [24].

Gompertz model {Eq. 4) fitted the experimental data of glucose

tom or bi or oallulose ¢ ation () at tme (1), a is
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Fig. 7. Images of BC produced at 96h in SSC with 15% of initial inoculum in
PUF-C labeled with calcafluor white reagent olwerved in fluorescence micro-
scapy.
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because the mincing alters the capillarity due to porosity reduction
[16].

Other reports also characterized the structure of the PUF in SSC and
the authors explained their high productions by the relatively high PUF
porosities. In this regard, Augusto- Ferran et al. [14] reported the
production of hyaluronic acid using PUF cylinders in a packed bed re-
actor with a density of 23 Kgm™. Therein, the structure of PUF sig-
nificantly improved the bacterial growth and metabolite production.
‘This agrees with Zhang and Chen [1 3] in their production of xanthan by
Xanthomonas campestris using PUF in cubes (0.13, 1 and 3.38em®)
having a pore diameter of 700um and specific surface area of
4.50 % 10°m* m™ in a bioreactor with pulses of air. Similady, the au-
thors claimed that the high porosity and geometry of the cubic PUF was
a crucial fac(ot to achieve high vields of the targeted metabolite in

the maximum biomass or cellulose concentration or gl
tionat t-++= ; b ks a constant related to the initial oondldom whenl=-0
kis the cellulose constant production rate or glucose consumption rate
or bacterial growth mate (h'*).

(0 = @ puy eXp(—b exp ) “4)

3. Results and discussion

3.1. PUF as support of G. xylinus growth for BC production

The initial PUF presented 5 Kgm'® of average density with a pen-
tagonal cell structure as in PUF-C, while the PUF-M displayed irregular
shapes due to mincing (Fig. 1). The destruction of the celk in PUF-M
significantly lowered the WSC hing a i bsorption of
19.50g H:0 g of PUF* but PUF-C abso!bed 21.60g HiO g of PUF .
‘There was also a significant decrease in porosity in PUF-M
(0.65 + 0.03) when compared to that for PUF-C(0.72 + 0.01), which
might affect the absorption of the culture media. The mincing, however,
improved  the average interstitial area  as expected
(3.96 % 10* + 226 » 10° um?) which was near 4-fold higher than that
measured for PUF-C (1.07 % 10* + 503 x 10°um®). Nonetheless,
previous work on the production of chitinases by Lecanicilium lecandi in
SSC using PUF demonstrated that the interstitial area average increased

ddition to q oxygen transfer.

‘The selection of the best inoculum level is an experimental strategy
to increase the productivity of BC by favoring microbial growth,
usually, measured by the direct measurement of biomass using in-
soluble substrates. However, in SSC this approach is often challenging.
Altematively, gravimetric determination from inert supporns such as
PUF provides readily and accurate data. By this method, the highest
biomass production was at 96 h with PUF-C, inoculum level of 15%,
and a concentration of 6.94 + 0.41 gL*. For PUF-M with a 1% initial
inoculum, the highest production required up to 570 + 0.38gL".
Notewaorthy, PUF-M shows the formation of agglomerates and they
prevented an adequate diffusion (Fig. 1). Therefore, the concentration
of blomass obtained with $SC and PUF-C was 1.21-fold higher than
PUF-M.

The adjustment in the multiple regression analysis assessed the
coefficients model based on the experimental data for biomass and BC.
‘Table 1 shows the coefficients estimated by the quadratic model and the
levels of signify that best explain the experimental data. However,
the analyses rendered a statistical meaningfulness for all levels. On the
other hand, esti d dels predict and BC production
when varying the G. xylinus inoculum level and PUF size (Table 1) to
determine the maximum values. The response surface methodology
plots in Fig. 2 show the optimal production of biomass and BC. As
observed, the increase of the starter level after 5% (vv*) enhanced the
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Fig. 8. Y0 CP/MAS NMR specira of BC produced by G, glinus st 15% (vv™) af inoculum emplaying PURC & support in S50 at 96 h (AL Hestrin & Schramm aulture

medium (B

biomass and BC to thelr maximum value wsing 15% {vv') of inoculum
(Fig. ZA). The best BC production colncldes with that determined for
blomass, 1e, 15% {wv") (Fig. 2B). The highest blomass and BC pro-
duction  were that for 15% inoculum and PUF-C  displaying
694 + 041 gL and 246 + 012 gL°, respectively. The predicted
values at these conditions were 632 gL° and 1.94 gl*, mspactively.
Monetheless, SSC in PUF-M displayed maximum production of 1.51 gL™
of BC with 10% of the inoculum level {(Fig. 2L

For inoculum levels higher than 15% {vv ") in S5C with PUF-C, the
biomass production gradually decreased due to 8 decrease in the ms-
trients. Consequently, the BC synthesis also diminished. While for S8C
at 96 h of culture with PUF-M and 10% (vv™) of inoculum biomass and
BC productions reached 570 + 036gL” and 1.51 + 011gL”, re
spectively. The reduetlon of inoculum level { = 10%) produced a steady
decline in blomass although no adverse effect on the BC.

Motewaorthy, the glucose was partially consumed with the inoculum
level of 10% and non-significant differences for glucose consumption
with insculum level of 15 and 25% (Fig. 3A) with pH ranged 7.40-8.30
at #6h of S5C (Supplementary data 10 The optmum pH for BC
synthesis b from 4 to & related to the production of crganic acids such
as gluconic acid, acetle ackd, and lactic acid, and subsequently, acidic
pH { = 4) might inhibit the BC produection [2526]. In this study, the
gluconic acld concent ration was slgnificantly higher in PUF-M than that
with PUF-C thus at 25% (vv™) of inoculum produced 1.35 + 0.05gL
"1{Fig. 31 The we of PUF-C with 15% (vv") of Inoculum presented the
lowest gleconie acld formation, 031 + 0016gL", a plassble ex-
planation is the more stressing environment for &, xylinus based on
differences on PUF surface structure as it is shown in Fig. 1. Liu et al.
[Z7] reported the accumulation of gluconke acld and lactic acid at the
anode that prodwced reduction of cell growth for acid stress when a
direct current electric Aeld was applied instatic culture of G xylinus for

the lowerng of oxygen concentration.

Herein, the formation of gluconde acid produced a negative impact
on the synthesk of BC, hence as at high gluconic acld was present as
low BC was produced (Fig. 2 & 3). This pattern can be related to
glucose avallability for BC producton (Fig. 3A0L It b ako worth noting
the relatively high a, = 090 neaded by the bactera to sustain their
growith [ZE]. In this regard, the a. of S5C after 96 h accomplishes the
bacterial requirements with 0.99 for PUF-C and PUF-M.

Fig. 4A shows the infrared spectra of BC compared to a plant cel
lulose sample. The chamcterstic bands of cellulose at 3400-2800 cm™*
and between 1160 and 1000 cm'* can be assigred to the vibrations of
the functional groups O-H, GH, and C-0-C and C4O, respectively. On
the other hand, the presence of a band at 880em™ b typleal of thesa
polymers and assigned to the stretching CO-C of the P glycosidic bond
of BC [29]. The band in 1428 em™ comresponds to the bending of the
CH group, which is a reference to a characteristic band for cellulose [
[2,29]. Rani et al. [30] reported the presence of bands at 1428 and
1155cm™ to indicate the presence of cellulose type | like the major
component of the structure. The bands at 1315em™ and 1375 cm”
due to the wagging of CH: and the bending of the group C-H, respec-
tvely. Moreover, reports show the presence of these bands in samples
of BC to point owt the erystalline reglon within the cellulose struciure
[Z,11]. The bands determined between 3700 and 3100 em™ according
to the vibrations of the bending of O-H in cellulose, and bands in this
reglon of the spectrum (Fig. 4) evidences the inter and intramolecular
hydrogen bonding [29]. The band at 1644 em™ assigned to the vibra-
tion of water molecules is intense in BC samples and this evidences their
bacterial orgin, owing to increasing capacity of BC for water retention
than plant cellulose [4,31].

The cellulose presents six polymorphs the most abundant and stu-
died is cellulose | [9]. Their structures denominated as I, and 1. The
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cellulose produced by microrganisms are composed mostly of poly-
morph 1, while in the plant cellulose polymorph, la is predominant
[307]. According to Castro et al. [Z], the absorption bands berween 3240
and 750 em™ are due to the triclinic polymorph 1o and the bands be
tween 3270 and 710 em™® cormespond to monaclinde palymorph 1. This
evidences that . xdine produces both polymorphs simultaneously
[29].

On the other hand, erystallindty is important for BC properties and
applicabilities and several works report diffraction patterns with two
characteristic peaks at 14.30 and ZX6°, asigned to crystallegraphic
planes 110 and 200, respactively [33]. Fig. 4B shows XRD ea. 14.50°
and 22 80" which confirms the BC type 1in agreement with the infrared
spectra [1Z,3Z]. Regarding the percentage of erystallinity, the produced
B was 73% for PUF-C and 71% for PUF-M, which may relate to en-
hanced packaging of microfibris in these supports [11]. Nonetheless,
ithe crystallinity of the produced BC &5 inthe mnge of other BCS reported
elsewhere hetween 73 and &5% [4,21,32].

3.2. Production of BC employing PUF-C @ inert support and 15% af
inocuhmm in S5C

The time course of BC production within PUF-C in an S5C inoculum
of 15% (vv ") shows a fast adaptation of culture medium with a short
lag phase (Fig. 5AL After 24h O xyling reached the gme of
536 + 038 g of blomass L™ with a growth mte of 0.21 b and R* of
099 (Fig. 5A). The glucose consumpton and BC production are
strongly related becsuse bacteris asimilate the carbon source for
growing and producing bopolymer protofibrik (Fig. 58 & O). Then, BC
protofibrls assemble in microfibrils in a second stage, and later, it
forms a bundle of interwoven ribboms [Z]. The maximum glicose
consumption was at 48 {Geaxe of 20011 g L) with 0,11 W° (R* = 0.99)
consumption rate (Fig. 58), whereas for BC, the dee (1.32 = 028gof
BCL™) wasachleved at 24 h with a prod uction mate of 0.25 h* and R* of
097 (Fig. 5CL

Fig. 50 shows the time course of pH with an indtal value of &30,
which remained untll 4 b of culure. Subsequently, the pH decreased to
460 at 8h of culture and emalned steady between 4.40 and 4.60
during 20h (Fig. 501 In liguid cultures, Gheonoaetobacter produoces
guconde acid from glucose decreasing the pH (Fig. S5E); thereby, the BC
prod uetion diminihed [11], howewver, after 24h of 55C pH increased
to 560, which might be due to the consumption of gluconic acld [27],
leading to the optimum pH for BC productlon (pH = 5.500 [11].

Bilgl et al [11] reported the producton of BC in static or agitated
SmE with ¢, xpinus where oxygen transfer was a limiting factor owing
o rapild depletion of dissolved oxygen in the media, which in turn re-
siricts the production of the biopolymer. In another related study,
bacterial growth in static submerged culiure for production of BC was
031 gL”, which was Z2-fold lower than the biomass obtained with §5C
in this stwdy [5]. Others reported that the agitation improved the bio-
mass production from 195 to 3.10 gL with several strains of G. xvlinus
[26], nevertheless, these d ata are lower than the obtained in the present
study, thereby ascribing to the presence of oxygen a5 an essential factor
i the proliferation during BC produc tlon.

The closest comparison uwsing & xylinus for BC production is in SmC
with Hestrim-Schramm medium, a3 there are no reports on S5C for this
biopolymer, and it was 2.70-fold higher than in the statlc SmC wing the
same medium [Z1]. In a recent work of Mollna-Ramirez et al [33], the
BL yield from statie SmC of Komagmaethacrer medellinenss improved
when varying the ghioose concentration, which agrees with our results.
However, the required tme for BC producton in the eardier report & &
days. Another study on SmC for BC production wsed agroindustrial by-
proed wets. for thelr medium formulation, suehas ensymatic hydrolysates
of bagasse [34] where long fermentation times are needed . Therein, the
BC output is 1 .30-fold lower than inthis stedy. As well, Uzyol et &l [1]
had studied the BC production by Komagasmeibacter hansenii employing
as carbon spurcean ackd hydrolysate of algal starch in static SmCwitha
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BL production of 2.2-fold lower than that obtained in this work. In-
terestingly, Zyvwicka et al. [26] conducted SmE with an orbital shaker
and a meking roller where the stirred conditons favored bacterial
growith bur discouraged BC production. This report substantiates the
explanation for the high BC yialds in S5C with PUF-C based on the high
aXygen transfer.

1m this regard, the oxygen transfer explains this improved bacterial
growth with PUF-C, a5 the estimated kya was 904k {Supplementary
data ), which is similar to previous report on the improvement of BC
productivity in viscous culture broth of Acetobacter xydinem in a robust
stired SmC process employing a screw with draft tube impeller at
500 rpm of agitation [35]. The OUR obtained was 17.49 mmaol Oy L I
' {OUR specific of 285 mmol Oy biomass™ ™) at 24 h, correspond ing
to the end of the deceleration phase when statlonary phase stared
{Fig. 5A) which is higher than the reported by Kornmann et al [36] in
a study of the effect of ethanol additon on the growth of G xdinus in
SmC in stirred bloreactor with an OUR of ca 10 mmolde L' B at
stationary phase after 30 hat the stirring rate of 500 mm. These results
show that PUF as support material in 55C presented adequate axygen
diffusion that permit the growth of G xdinus and the production of BC
with alower cost and saving energy.

3.3 BC characerteation

The morphology of the interconnected pores of the PUF inwhich the
bacteria was adhered and prolifersted was observed by SEM (Fig. 1).
During the culture, the bacteria secreted BC forming a blofilm with
honeyeomb geometry. These differ from other reports for BC produced
in the statle SmC that forms a suspended pellicle in the air-liguid in-
terface. In agitated cultures, the oxygen supply favers the formation of
BC in the form of flocks [2]. In the present stwdy, Fig & shows the
formation of a biofilm in the PUF pores. It is worth mentiondng that
bacteria discharge microfibers to an embeddeod cellulose matrix. Onthe
contrary, in the work of Augusto-Ferrari et al. [14] to produce hya-
lurende acid in S5C wsing PUF, the suihors observed the secretion of
that metabolite and deposition in the internal structure of the suppaort,
where the culture media was absorbed.

Fig. 7 shows PUF samples obtained at 96 h of culture and dyed with
CW. The fluorescent zones are evidence of interaction between CW and
BC that remained adhered in the structure of PUF during the S5C.
Worth to note, CW presents high affindty for polysaccharides with
glyeoaidic bonds B-(1,3) and f-(1,4) such as cellulose or chitin and it
can interact in the formation process of microfibrls of strucheral
polysaccharides to give a bright blue coloration under UW [37].

Fig. & shows the "*CNMR spectra of BC produced in PUF-C with 15
% of inoculum at 96 h of $5C and Hestrin & Schramm culture medium,
im which can be seen that both spectra are similar and peaks of the six
carbons of the glucose unit are Indicated as C1 to C&. The “CNMR
specira of BC produced with and without PUF as support presemted the
singlet of 1 at 104.5ppm, as well as C4 and C6 ar 8690 and
G460 ppm, respectively. The peak at 869 ppm corresponds to amor-
phous reglons of C4. The chemical shifts of 70 and 75 ppm are assigned
to 2 3 and 5, which are overlapped as BC spectrma of previous repornt
[#Z]. The peaks at 104.50 and &4.60 ppm, a5 well as amorphows reglons
at 8690 and &4.60 ppm {C4 and 06) had been attributed to cellulose la
polymorphs [29].

4. Conelusions

A BC has been succesfully produced wsing S5C of G xylims. The
work concludes that this fermentation system improves the prod wetion
af this blopolymer from bacteria by offering increased oxygen avail-
ability towards BC producton. Importantly, the BC produced follows
the geometry of the PUF with honeycomb geometry. Themefore, S5C has
the potential to produce BC with controlled physical struciures.
Moreover, the PUF support enhanced the recovery of the blomass and
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BC during culture compared to other biotechnological approaches.
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Anexo 1. Metodologia para el analisis de azlcares reductores y curva patron de
glucosa.

Se pesaron y disolvieron los reactivos de la Tabla 1, posteriormente se aforaron a 100
mL.

Tabla 6. Composicion del reactivo de acido 3, 5-dinitrosalicilico (DNS).

REACTIVO CANTIDAD
, (9)
Acido 3,5 1
dinitrosalicilico
NaOH 1
Na2SO3 Anhidro 0.05
C6H60 0.02
0.35
y =0.2957x+0.0116
030 4 R,=0.9886
’E\ 0.25 A
E, 0.20
g 0.15 A
':?) 0.10 A
0.05 A .
0.00 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentraciéon (mg/mL)
Figura 33. Curva patron para el analisis de glucosa por el método de DNS.
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Anexo 2. pH final en la produccién de BC en cultivo en estado soélido a las 96 h.

12

HN PUF-C
[ PUFR-M
10 A

O T T T T T
0.5 5 10 15 25

Inoculum (%)
Figura 34. Determinacion de pH variando el nivel de indculo de G. xylinus para la produccion

de BC empleando dos tamarios de PUF de 0.125 cm3 (PUF-C) y 0.075 cm3 (PUF-M) a las
96 h de SSC.
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Anexo 3. Determinacion del didmetro de poro promedio y su distribucion en las
matrices porosas de quitina.

El software Imaged es un programa que esta disefiado para el conteo de estructuras.
Para determinar el diametro de poro promedio y la distribucion de estos se procesaron
las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido de la siguiente

manera:
1. Duplicado de imagen original

Inicialmente se duplico la imagen a analizar con la finalidad de conservar la imagen

original como respaldo tal como se aprecia en la figura 35.

{ image) - x
File Edit [[IEFS Process Analyze Plugns Window Help
*pislslels] | |-

Show Info. Ctri+l
Properties
xs00k| OF
Stacks
8 Hyperstacks

Ctri+Mayisculas+X [

N is 52 gRt
e 4

Figura 35. Duplicacion de imagen original.

2. Calibracion del software Imaged

La calibracion es necesaria para obtener los parametros deseados en las unidades
correctas y para ello se debe emplear un patron con medida conocida, En este caso
se hizo uso de la escala proporcionada por las imagenes de SEM y empleando una
herramienta del mismo software se trazé una linea recta sobre dicha escala tal como
se aprecia en la figura 36. Luego, a través del submenu “Measure” del menu “Analyze”
se conocié la medida en pixeles de la linea trazada (circulo rojo) sobre la escala de la
imagen de SEM (fig. 36A). Finalmente, se establecio una relacion entre los pixeles y las

micras de la imagen a procesar mediante el submenu “Set Scale” (fig. 36B).




4 Image

File Edit Image Process Anah

ot
-

¢ Imagel
File Edit Image Process
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- =

XZEERE tarm .

R |Round |Solidiy |Length
N ‘ 4000 0000 Nal 93,003

Plugins  Window

0o ol - IR

Analyze Particles...
Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Ctri+H
Ctri+K

Histogram
Plot Profile
Surface Plot...

al~

¢ Imagel

File Edit Image Process mm Plugins Window

wty
EEa

Ojojz|og «

Text tool (double-click to configure!
T S SR,
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Known distance
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Ctrl+M
Analyze Particles...
Summarize
Distribution...

Label

Clear Results

Set Measurements...

Unit of length (EEEN

Click to Remove Scale |

I” Global

Scale: 9.9005 pixels/Micras

ﬂl Cancel | ﬂl

Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...
Gels »
Tools »

Ctrl+H
Ctrl+K

Figura 36. Generacion de patron con medida conocida(A) y establecimiento de la escala con
base en el patron generado (B).

3. Delimitacion de estructuras

Las imagenes de SEM se transformaron en imagenes en blanco y negro de 8 bits

(imagenes binarias) al emplear el submenu secundario “Threshold”, en las que las

areas negras representan los poros y las areas blancas en la superficie sélida tal como

se aprecia en la figura 37

Process Analyze Plugins Wir

& MU-1BMP

64.64x48.48 Micras (640x480); 8-bit; 300K

4 ML

R {4 Threshold X
Brightness/Contrast... Ctrl+Maytsculas+C
Window/Level... Show Info... Ctrl+l
978 %
Color Balance... Properties... Ctrl+Maytsculas+P - =
0
Threshold... Ctri+Maylsculas+T | elIlg 4 T =
Color Threshold... Stacks 4
S Hpastic S
Canvas Size... Eoon CrisMaylisculas+X [” Dark background ™ Stack histogram
Le Wit Duplicate... Ctri+Mayusculas+D M M —]Rem ﬂ
Coordinates...
Rename... ) 1)
Auto Threshold... Scale... Ctri+E
Auto Local Threshold... Transform 4
Zoom 4
Overlay 4
Lookup Tables :




4. Seleccion de parametros y analisis de imagen

Previo al anadlisis, en el submenu “Set Measurements” del software se indicaron los
parametros a analizar (figura 38A); posteriormente, las imagenes binarias se analizaron
como particulas al seleccionar el submenu “Analyze particules”, donde también se
indicé la forma de presentacion de los datos (figura 38B). Finalmente, al presionar “OK”
en el cuadro de didlogo del submenu “Analyze particules” el programa analiza las
estructuras delimitadas bajo los criterios indicados mostrando los resultados en forma

detallada (“Results”) y resumida (“Summary”) (figura 38C).

= B
Fie Edt image Process [IEIE Pugins Window CANENECS Plugins  Window
QIE O~ £33 Measwe &) |
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ey . S Circularity [0.00-1.00 Clear Results
¥ seemess " Kurnsis i | Gttt Set Measurements. .
I * & Areabacion ™ Stack posiion ~ Hsogam - Cutet Show:
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OK Cancel Hel
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Figura 38. Seleccion de parametros (A), analisis de imagenes binarias (B) e informe detallado
de los resultados (C).
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Anexo 4. Curvas representativas de sorcion de CO;
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Figura 39. Curvas representativas de desorcion (A) y sorcion de CO; (B) de las matrices Sy
procesadas a diferentes temperaturas después del proceso de espumado.
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Figura 40. Curvas representativas de desorcion (A) y sorcion de CO; (B) de las matrices Sy

procesadas a diferentes presiones después del proceso de espumado.
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Anexo 5. Espectros de infrarrojo de las matrices Sy obtenidas con diferentes
temperaturas y presiones después del procesamiento con CO-

c=0
0"
N-H (Il
N°H (1)
— Quitina
Y . N-H asimétrico - :23?2 E
O-H > 353K
I ' I N 1 g I i 1 L I L 1 N 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavelength (cm'1)

Figura 41. Espectros de infrarrojo de quitina y Sw a diferentes temperaturas después del
tratamiento con scCO:..
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Figura 42. Espectros de infrarrojo de quitina y Sy a diferentes presiones después del
tratamiento con scCO:..
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Anexo 6. Determinaciones de angulo de contacto de las matrices porosas Su de

quitina después del tratamiento con ScCO..
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313 K

298 K
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Quitina

300 bar

250 bar

200 bar

Quitina 175 bar
Figura 43. Determinacion del angulo de contacto de las matrices porosas de quitina
obtenidos después del proceso de espumado con scCO: a diferentes temperaturas (A) y

presiones (B).
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Anexo 7. Determinaciones de hinchamiento y erosion de las matrices porosas Sy de
quitina después del tratamiento con scCO..
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2 300 =
3 X 151
S c
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0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12
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Figura 44. Perfil de hinchamiento (A) y de erosion (B) de las matrices porosas Sy después del
proceso de espumado a diferentes temperaturas.
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Figura 45. Perfil de hinchamiento (A) y de erosion (B) de las matrices porosas Sy después del
proceso de espumado a diferentes presiones.
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Anexo 8. Curvas de esfuerzo- deformaciéon de las matrices porosas Sw de quitina
después del tratamiento con scCO..
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Figura 46. Curvas de esfuerzo- deformacion de las matrices Sy de quitina procesadas con
scCO, empleando diferentes temperaturas y 175 bar.
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Figura 47. Curvas de esfuerzo- deformacion de las matrices de quitina procesadas con
scCO, empleando diferentes presiones y 353 K.
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Anexo 9. Ajuste de los datos experimentales empleando el modelo de Gompertz de
la produccién de biomasa con el 15% (v-v') de indculo inicial y matrices porosas de
quitina Sw en cultivo en estado sélido.

Observed data | Predicted data Parametros cinéticos del modelo de
0.091544 0.639804 Gompertz.
0.091544 0.639804 a 8.94
0.183089 0.900775 b 264
T T <
0.915445 1.213149 R® 0.9647
1.190078 1.571956
2.197068 1.571956
2.288612 1.969566 Model: v2=a*exp(b*exp(v1))
228861 2 ,] 969566 0 v=(8.94158)*exp(-(2.63731)*exp(-(.034733)*X))
2.197068 2.396612 A
3.204057 2.396612 g cF °
3.661780 2.842954
3.936413 2.842954 6
4.302591 5.434950
5.675759 5.434950 4
6.316570 7.202291
6.865837 7.202291 2
8.605182 8.139493
8.330549 8.139493 °r
9.154449 8.583809
8.055915 8.583809 -2-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160
8.513638 8.784341 Tiempo ()
9.337538 8.784341
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Anexo 10. Ajuste de los datos experimentales empleando el modelo de Gompertz de
la produccién de celulosa con el 15% (v-v') de indculo inicial y matrices porosas de
quitina Sw en cultivo en estado sélido.

Parametros cinéticos del modelo de

Observed data | Predicted data Gompertz.
0.183089 0.268790 a 343
0.274633 0.268790 o 5 EE
0.274633 0.367385 :
0.183089 0.367385 k 0.033
0.366178 0.483258 R2 0.9338
0.183089 0.483258
0.640811 0.614650
0.549267 0.614650
g-gggggg 8-;28822 § =3 43 e (2 54666) L 092127)

. . . C:23
1.190078 0.913377 " T
0.823900 0.913377 — %
1.647801 1.074423 ?
1.556256 1.074423 2o
1.464712 2.020821
2.197068 2.020821
2.105523 2.695312 By
2.837879 2.695312
3.661780 3.073516 0
3.020968 3.073516 00—

2.837879 3.263132

33871 46 32631 32 -20 0 20 40 Bilempo (hB)O 100 120 140 160
3.753324 3.353420

3.112513 3.353420
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