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RESUMEN

En este trabajo se describe la obtencién y aplicaciéon de materiales con actividad
biolégica, MABs, basados en la encapsulacion de células eucariotas y organismos

pluricelulares en matrices de silica sintetizadas por sol-gel.

Dada la importancia del contacto célula-célula y el crecimiento activo de las células
encapsuladas para la aplicacioén a biorreactores, se disefié una estrategia de sintesis en dos
pasos, que involucra una inmovilizacién previa de los organismos en alginato de calcio.
Este procedimiento posibilité incorporar células muy sensibles y mantenerlas viables
durante varios meses, aun aumentando la concentraciéon de precursores hasta niveles de

citotoxicidad para lograr buenas propiedades 6pticas, mecanicas y de transporte.

La capacidad de encapsulaciéon con alta viabilidad se prob6 con diferentes
microorganismos (B. subtilis, E. col, S. cerevisae), algas (C. vulgaris), hongos (8. hirsutum) y con
la linea BY2 de tabaco (IN. fabacum) y tejido floematico de zanahoria (D. carota). En este

ultimo caso, se comprob6 la eficacia del sistema para tiempos de operacion de 6 meses.

Las principales variables de sintesis involucradas en los dos pasos de la construccion
de los MABs se analizaron en términos de biocompatibilidad, estrés celular, estabilidad

mecanica, transporte de solutos y calidad ptica.

Por dltimo, se verificé la potencialidad de los MABs para la construcciéon de
biorreactores modulares para dos casos particulares: (I) encapsulacion de un hongo
ligninolitico para la construccion de dispositivos de biorremediacion y (II) encapsulacion de

un alga verde para la construcciéon de un foto-biorreactor.

Palabras clave:  encapsulacién, silica, Isgel, alginato, biorreactores, biomateriales,

biorremediacion.



ABSTRACT

This work describes the synthesis and application of materials with biological activity,
MABsS, based on the encapsulation of eukaryotic cells and multicellular organisms in silica

matrices synthesized by sol-gel.

Considering the importance of cell-to-cell contact and active growth of the
encapsulated cells for applications to bioreactors, a two-steps strategy of synthesis was
designed, which involves a previous immobilization of the organisms in calcium alginate.
This procedure made possible to incorporate very sensitive cells and to keep them viable
for several months, even increasing the precursors' concentration up to citotoxicity levels

appropriate to achieve good optical, mechanical and transport properties.

The possibility of encapsulation with high viability was proved with different
microorganisms (B. subtilis, E. coli, S. cerevisae), algae (C. vulgaris), fungi (8. hirsutum) and with
tobacco BY2 line (N. tabacum) and carrot floem tissue (D. carota). In the latter case, the

efficacy of the system was verified during a 6 months operation.

The principal variables of synthesis involved in the two steps of the construction of
MABs were analyzed in terms of biocompatibility, cellular stress, mechanical stability,

transport of solutes and optical quality.

Finally, the potentiality of application of MABs for the construction of modular
bioreactors was verified for two particular cases: (I) encapsulation of ligninolytic fungi for
the construction of devices of bioremediation and (II) encapsulation of green algae for the

construction of a photo-bioreactor.

Key words: encapsulation, silica, soffel, alginate, bioreactors, biomaterials,

bioremediation.
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Capitulo I: Introduccién

CAPITULOI:

INTRODUCCION

«lla naturaleza pasa tan gradualmente de lo
inanimado a lo animado que su continuidad hace

que no se distingan los limites entre ambas esferas;

[..]»

Avristoteles

El objetivo de este trabajo de tesis es el desarrollo de un sistema de encapsulaciéon de
células eucariotas y organismos pluricelulares dentro de matrices inorganicas que permitan su
crecimiento y proliferacién. Este objetivo procura sentar las bases para nuevas y variadas
aplicaciones biotecnoldgicas, tales como dispositivos para biorremediacion, biorreactores y

biosensores que requieran el crecimiento masivo de células o tejidos encapsulados.

Una condicién fundamental que debe cumplir el material que compone la matriz es
permitir que las células puedan comunicarse a través de sefiales quimicas, lo que generalmente
favorece su division y la generacién de metabolitos de interés econémico. Ademas, para
cualquier aplicacién en biorreactores, se requiere que el material sea fisica y quimicamente
estable. Por otra parte, su porosidad debe ser tal que permita el intercambio de nutrientes con
el medio externo, posibilite la difusién de los productos de biosintesis que pudieran resultar
de interés e impida el ingreso o salida de células, manteniéndolas protegidas de
contaminaciones por agentes patdégenos. Este desafio implica una bisqueda de estrategias de
sintesis que garanticen un alto grado de biocompatibilidad y permitan confinar una poblacién
en crecimiento.

Debido a que en el proceso de encapsulaciéon celular convergen conceptos y
metodologias de biologia y fisico-quimica, en esta introduccion se incluiran aspectos basicos

de ambas disciplinas, asi como una breve resefia del estado del arte en este tema.
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I.1. MATERIALES BIOMIMETICOS

La naturaleza brinda numerosos ejemplos de materiales basados en la compleja
combinacién de moléculas y polimeros descriptos por la quimica “organica”, con fases solidas
amorfas o cristalinas que son normalmente tratados por la quimica “inorganica”. Las fibras
proteicas presentes en las membranas de la cascara del huevo interactian con la matriz de
colageno extracelular induciendo la cristalizacién de carbonato de calcio durante la formacion
de la cascara. En los mamiferos, la estructura Osea se remodela continuamente durante el
crecimiento. Ia reorganizacion de los cristales de hidroxiapatita que componen los huesos
esta dirigida por una estructura lamelar de colageno, la que también es responsable de su
formacién.' Ejemplos similares se observan entre las diatomeas, algas unicelulares que
generan a su alrededor un esqueleto nanoporoso utilizando el acido silicico presente en el
agua de rios y mares.' Sus funciones metabélicas alteran tanto el pH local como el potencial
redox sobre la superficie celular produciendo una sobresaturacién local de 4acido silicico, que
induce la precipitacién de dioxido de silicio sobre protefnas especializadas que actian como
sitios de nucleacion. Las estructuras formadas tienen una morfologia y una porosidad
exquisitamente reguladas y adaptadas a los requerimientos fisiolégicos de cada especie, asi

s 1 2,3
como a las caracteristicas de su habitat.”

Los procesos de biomineralizacién han inspirado la formulacién de nuevos procesos de
encapsulacién que resultan de asociar distintas entidades biologicas con materiales
estrictamente “inorganicos” (geles, soles, particulas, esponjas, etc.), los que pueden
caracterizarse mediante técnicas fisicoquimicas. Se ha desarrollado asi los materiales con
actividad biolégica (MABs), los cuales son producto de la incorporaciéon de biomoléculas,

organelas subcelulares, células o tejidos biologicos en matrices sintetizadas en forma artificial.

Existe actualmente un gran interés en el desarrollo de MABs. Su campo de aplicaciones
potenciales es muy vasto e incluyen la produccién de biosensores, biorreactores, érganos
artificiales y dispositivos para biorremediacién.*>*” En el caso de los biosensores, pequefios
dispositivos que pueden detectar la presencia de virus o toxinas en el ambiente, la principal
ventaja de la encapsulaciéon reside en que permite estabilizar el sistema biologico y hacetlo
mas resistente a las variaciones ambientales. Por otro lado, la manipulaciéon del sistema
incluido resulta mas sencilla y genera escaso riesgo de contaminaciéon biologica. Las
aplicaciones en biorreactores, si bien apuntan fundamentalmente a proteger a las células del

estrés mecanico provocado por agitadores o aireadores, permiten también en muchos casos

i La silica es uno de los minerales mas difundidos depositados por organismos vivos. Ha sido encontrada en microorganismos,
algas, plantas superiores, células de insectos e incluso de mamiferos.
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una separacion mas facil de los productos de biosintesis, los cuales pueden ser recuperados
desde el medio externo del cultivo sin necesidad de laboriosos pasos de filtrado. Ademas, la
encapsulaciéon permite disminuir el riesgo de contaminacién de las células, lo que representa
una gran ventaja cuando se trata de cultivos de crecimiento lento. Por dltimo, en lo que se
refiere a los dispositivos para biorremediacion, los procedimientos de encapsulacion pueden
prevenir, entre otras cosas, muchos de los inconvenientes provenientes del contacto entre el

ambiente natural y los organismos con que se utilizan con esta finalidad.

En sintesis, las principales limitaciones para el diseho de MABs provienen de las
caracteristicas biolégicas de los organismos a utilizar y de la disponibilidad de materiales
adaptados a los mismos, lo que establece el grado de biocompatibilidad de los distintos

procedimientos de encapsulacion.

1.2. HUESPEDES CELULARES

Se cree que todos los organismos existentes derivan de una dnica célula primitiva
surgida a partir de la agregacién previa de distintos complejos moleculares mediante un
proceso escasamente comprendido aun. Este evento inicial, ocurrido hace unos 3.500
millones de afios, definié los rasgos basicos de la estructura y del metabolismo celular,
incluyendo la capacidad de autoreproduccion propia de los seres vivos. Debido a que los
organismos actuales reconocen este origen comun, no es sorprendente que muchos procesos
a nivel celular se hayan conservado en el curso de la evolucidn, aun entre especies muy poco

relacionadas.

Un hito importante en este largo camino evolutivo se produjo hace 1.500 millones de
afios al ocurrir la transiciéon entre las células procariotas (pequefias y con una estructura
relativamente sencilla caracterizada por la ausencia del nucleo) y las células eucariotas,
(nucleadas y radicalmente mas complejas). La evoluciéon de los organismos pluricelulares
dependi6 de la capacidad de las células eucariotas de regular la expresién de su informacion
genética para actuar de forma cooperativa y desarrollar funciones especializadas. La
diferenciaciéon celular (produccion de tipos celulares especializados) requiere de un nimero

cada vez mayor de sistemas de control genético crecientemente elaborados.”

La informacién genética se transcribe de DNA a RNA y se traduce a partir de éste

ultimo bajo la forma de proteinas. Las funciones biologicas de las proteinas dependen de sus

i Distintas células del organismo, aunque cumplan funciones muy diversas, comparten un mismo genoma, el cual se expresa
diferencialmente.
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estructuras tridimensionales y, sobre todo, de las propiedades quimicas asociadas a sus
superficies. Los procesos moleculares relacionados con la sintesis de proteinas son complejos
y ocurren en el ribosoma, un complejo ribonucleoproteico conformado por un grupo de
varias protefnas unidas alrededor de un niicleo de moléculas de RNA.® Los ribosomas de las
células procariotas son funcionalmente homologos a los de las células eucariotas, aun cuando
existen diferencias importantes en cuanto al nimero y al tamafio de sus respectivos

componentes.

La existencia de un coédigo genético universal permite la produccion de proteinas
recombinantes heterc’ﬂogasiii a partir de microorganismos genéticamente transformados, como
bacterias y levaduras, en forma eficiente y segura.” Sin embargo, la actividad biolégica de
muchas proteinas de origen eucariota puede verse afectada debido a la ausencia o al diferente
grado de especificidad de algunos pasos del procesamiento postraduccional en los sistemas

mencionados.'’ Esta pérdida de actividad es limitante para aplicaciones biotecnoldgicas.

Las levaduras, eucariotas inferiores, poseen importantes ventajas sobre las bacterias para
la produccién de proteinas heterélogas de origen eucariético.'" Estas combinan la simplicidad
de los sistemas de expresion bacterianos con los bajos costos de los medios de cultivo y
cuentan ademas con un entorno intracelular mas apropiado para el procesamiento
postraduccional y la secrecién.'” A diferencia de las bacterias, las levaduras glicosilan las
proteinas, y esto influye positivamente en la integridad estructural, solubilidad y actividad
biolégica de las cadenas polipeptidicas sintetizadas."'* Sin embargo, los sistemas de expresién
basados en levaduras introducen perfiles de glicosilacién que no se corresponden con los de
los animales y que confieren a las proteinas expresadas en ellas una elevada inmunogenicidad
en mamiferos, hecho que limita su utilizaciéon. La bioactividad, estabilidad y farmacocinética
de la mayoria de las proteinas utilizadas con fines terapéuticos en los seres humanos estan
estrechamente ligadas a los procesos de modificacion postraduccional, tales como la
formaciéon de puentes disulfuro entre cisteinas, la sulfataciéon de tirosinas, la carboxilacion, la
metilacién, la hidroxilacién, la fosforilacién y la glicosilacion.

Existen  numerosos metabolitos  biosintetizados ~ por  distintas  especies
(fundamentalmente vegetales) que resultan de gran interés para la industria agroalimentaria y

farmacéutica. Dichos metabolitos son expresados en forma tardia™ en drganos y tejidos

ii E| desarrollo en la tecnologia del ADN recombinante, a mediados de la década de los 70 del siglo pasado, permitié modificar
genéticamente un organismo, introduciéndole genes foraneos y regulando la expresion de los mismos.

v Los metabolitos que se expresan en forma tardia (durante la idiofase o fase en la que el microorganismo no crece, pero sigue
metabdlicamente activo) se denominan “metabolitos secundarios”, en contraposicion a los “metabolitos primarios”, sintetizados
durante los primeros estadios del ciclo celular (frofofase o fase de crecimiento).

6
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diferenciados y no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del organismo. En
las plantas, la mayoria de estos compuestos participa del denominado “metabolismo
secundario” y sus funciones se relacionan con las interacciones y respuestas a distintos
factores bidticos y abidticos. La gran diversidad de efectos biologicos de los metabolitos
secundarios'® ha generado el desarrollo de muchas drogas medicinales, antibidticos, aditivos

alimentarios, colorantes, insecticidas y herbicidas.

. . . . L. , . . 17.18
Por todo lo expuesto, la maquinaria biosintética de las células eucariotas superiores

ofrece mejores posibilidades de aplicaciéon biotecnolégica que la de las células procariotas. Sin
embargo, el cultivo y la transformacion genética estable de lineas celulares de este tipo son
procesos costosos y exigentes desde el punto de vista técnico.'” Mas aun, dado que la mayorfa
de los productos biosintéticos de interés se obtienen cuando se alcanza un platean en la curva
de crecimiento,” el metabolismo lento de las células vegetales se convierte en un problema en
el disefio de sistemas a gran escala, donde la contaminacién por microorganismos implica
enormes pérdidas, tanto en retraso de produccién como en costos de descontaminacion.
Estos inconvenientes han impulsado el presente estudio de encapsulacion de células vegetales

para su aplicacion en biorreactores.

13. METODOS DE INMOVILIZACION: EVOLUCION Y LIMITACIONES

La biocompatibilidad es un requisito fundamental que deben cumplir las matrices
concebidas para la encapsulacion de entidades biolégicamente activas. Las enzimas pueden
inmovilizarse en liposomas o en micelas, pero la inmovilizacién de células requiere una matriz
mas robusta. Durante mucho tiempo las Gnicas matrices utilizadas para inmovilizacion celular
fueron polimeros de origen natural, tales como alginatos y pectatos.”’ Sin embargo, estas
matrices no proveen una adecuada protecciéon a las células ya que no son quimicamente
estables, son biodegradables y presentan malas propiedades mecanicas.” Surgié entonces la
idea de producir matrices mas robustas con la adiciéon de componentes “inorganicos” que
dieron origen a encapsulados hibridos.” Un avance en este sentido lo constituyeron los

experimentos del grupo de Carturan,”**

en los cuales se suspendieron células sobre
polimeros de origen natural para luego someterlas a corrientes de vapores de alcoxidos de
Si(IV). Dichos tratamientos resultaron en recubrimientos de silica que, si bien mejoraron las
propiedades mecanicas de estos polimeros, no resultaron apropiados para resolver el
problema de la estabilidad a largo plazo en biorreactores y fueron utilizados principalmente

Z : : 26,27,28
para el desarrollo de 6rganos artificiales. ™"



Capitulo I: Introduccién

Otra alternativa de inmovilizaciéon la constituyen los soportes de crecimiento, tales
como esponjas de poliuretano® o acero inoxidable,” que si bien tienen buena estabilidad
quimica y mecanica, presentan la desventaja de no aislar al microorganismo del medio

circundante, ya que el mismo no queda encapsulado en el soporte.”

Las ceramicas biolégicamente activas (bioceramicas), que combinan componentes
biol6gicos con matrices ceramicas, surgen como una alternativa interesante para superar estas
limitaciones.” T.a quimica sol-gel de silicatos provee una ruta biocompatible para la sintesis de
hospedadores inorganicos ya que puede realizarse a temperaturas moderadas y en condiciones
fisiologicas. Estas condiciones, que se aproximan a las empleadas por organismos, como por
ejemplo las diatomeas que bioinducen estructuras de silica, han sido explotadas para
encapsular bacterias y levaduras con diferentes objetivos de aplicacion.’>**** No obstante,
aun las condiciones relativamente suaves de la quimica sol-gel pueden resultar dafinas para las
células de organismos superiores y afectar la viabilidad celular.” En los procedimientos
estandar, las células no sélo estin expuestas a un ambiente hostil durante la sintesis
inorganica, sino que quedan en contacto directo y permanente con los grupos silanoles del gel
durante todo el proceso de encapsulacion. Esto puede resultar inapropiado para aplicaciones

en las cuales la biomasa debe ser reutilizada en regimenes de cultivo a largo plazo.

Los silicatos representan la categoria dominante de la industria ceramica. Son
econémicos, debido a la abundancia de materias primas, y poseen propiedades mecanicas,
térmicas y Opticas adecuadas para un amplio rango de aplicaciones. En esta tesis, como en la

mavyotia de los trabajos de encapsulacion, se trabajé con matrices de silica.
yoria de los trabajos d lacién, se trab trices de sili

1.4. QUIMICA DEL SI(IV) Y PROCESOS SOL-GEL

La “Chimie donce”, basada en procesos sol-gel, fue desarrollada como una ruta alternativa

., . L, . 37 , , .
para la obtenciéon de nuevos materiales ceramicos.” Actualmente es una via de sintesis
apropiada para la preparaciéon de materiales biomiméticos, dado que brinda la posibilidad de
obtener productos de alta pureza con propiedades especificas a bajas temperaturas, lo cual es

condicién necesaria para la preservacion de la actividad biolégica.

Un bosquejo de las diferentes etapas del proceso sol-gel y el tipo de material que
puede obtenerse se presenta en la figura 1.1. En la etapa inicial, el compuesto de partida

participa en una serie de reacciones de hidrolisis y condensaciéon que conducen a formar

v La encapsulacion es un caso particular de inmovilizacion en la cual el organismo o sistema bioldgico queda contenido dentro del
material soporte y aislado del entorno.
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particulas (soles particulados) o polimeros (soles poliméricos), uniformemente distribuidos en

el solvente.

LLa mayoria de los geles 6xido de interés tecnolégico son preparados por hidrolisis de

alcoxidos, M(OR),, y sus derivados, donde R es un grupo alquilo.

M(OR), + H,0 — M(OH),(OR),,, + » ROH L.1)

La reactividad de los alcéxidos de silicio, S7(OR),, es baja comparada con la de los alcoxidos
de otros metales de transiciéon (por ejemplo, la velocidad de hidrdlisis de T7(OR), es cuatro
ordenes de magnitud mayor que para S7(OR),). Esta diferencia en reactividad se debe tanto al
hecho de que el nimero de coordinacion del silicio en el alcoxido es maximo, por lo cual la
expansion de la coordinacién al reaccionar con H,O no ocurre espontaneamente, como a la

mayor electronegatividad del Si(IV) que lo hace menos susceptible al ataque nucleofilico.

Dos moléculas parcialmente hidrolizadas se pueden wunir por reacciones de

condensacion con liberaciéon de una molécula pequena, tal como agua o alcohol:
(OR),Si-OH + HO-Si(OR); = (OR),Si-O-Si(OR); + H,O (1.2)

(OR),Si-OR + HO-Si(OR), —> (OR),Si-O-Si(OR), + ROH. (1.3)

Otra alternativa para la sintesis en medio acuoso es partir de acido silicico, Si(OH),, que

se obtiene facilmente acidificando un silicato soluble: **

Na,Si0, + H,0 + 2 HCl - Si(OH), + 2 NaCl (1.4)

A partir de un mismo precursor, variando las condiciones de sintesis, se pueden obtener
tanto geles particulados como poliméricos. Los objetos euclideos (particulas densas) son mas
propensos a formarse cuando la solubilidad de la silica es alta; la particula crece hasta un
tamafio que corresponde a un minimo de energia libre de la interfaz. En sistemas no acuosos,
la solubilidad de la fase sélida es muy limitada y la condensacion es practicamente irreversible.
En estas condiciones las uniones se forman al azar y no se alcanza una configuracion de

equilibrio, obteniéndose c/usters poliméricos.
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Figura I.1. Representacion esquematica de los pasos de procesos sol-gel en relacion con el
material final.*°

La polimerizaciéon del acido silicico acuoso procede a través de la condensacion de dos
monomeros para formar un dimero que, por posteriores reacciones de condensacion, forma
particulas primarias u oligdbmeros densos, compuestos por pocas unidades de =Si(OH), que
actuan como centro de nucleacion para el crecimiento de particulas mas grandes. Las uniones
entre estas particulas forman un entramado que se extiende por el medio liquido, dando lugar

al gel.

Las reacciones de condensacion que llevan a las particulas ocurren de manera tal que los
enlaces Si-O-Si tienden a ser maximos, llevando a un minimo de grupos hidroxilo ubicados en

la superficie. El crecimiento de las particulas primarias ocurre mediante un proceso
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reversible," en el cual las particulas de menor tamafio, con mayor curvatura, se redisuelven y
reprecipitan sobre las particulas de mayor tamafio, de menor curvatura.” A partir de este
punto la formaciéon del gel depende de la relaciéon entre la velocidad de las reacciones de
crecimiento de particulas y de unién entre particulas que varfan marcadamente con el pH y la

fuerza ionica.

Por encima de pH = 7, la solubilidad de las particulas es alta, predominando el
crecimiento frente a la agregacion. Esta ultima es restringida porque las particulas tienden a
repelerse cuando el pH es alto debido a que los hidroxilos en superficie estan parcialmente
desprotonados y, en consecuencia, la carga superficial es negativa. En estas condiciones, el
crecimiento de las particulas sigue por adicion de mondémeros a las particulas mas
condensadas. Por otra parte, por debajo de pH = 7, la formacién de cadenas ocurre por
adicion de especies mas pequefias a las mas condensadas (analogo a una polimerizacion de
cadenas de carbono) o por agregacion de las especies condensadas. Esta ultima es maxima a
pH=2, valor al cual la carga superficial es nula, que por definicién es el punto isoeléctrico de
la silica (PIE).

Para que la encapsulacién sea poco agresiva, el pH de trabajo debe ser cercano al
fisiolégico que se encuentra entre 6 y 8 para la mayoria de las células. En estas condiciones,
para favorecer la gelificaciéon se aumenta la concentraciéon de sales a fin de disminuir la

repulsion entre particulas, procedimiento bien conocido en la quimica de coloides.

En base a lo anterior, pH y fuerza i6énica son dos parametros que definen el umbral de
tamafio de particula a partir del cual predomina la formacién de un entramado por sobre el
crecimiento. Este umbral, a su vez, promueve que un gel sea mas polimérico o mas
particulado. En la figura 1.2 se esquematiza la dependencia del tamafio umbral y de la

estructura de los geles de silica en fase acuosa con el pH y la fuerza iénica.

La transicion sol-gel o punto de gelificacion es el momento en el cual las unidades estan
conectadas por condensacion de polimeros o por agregacion de particulas, formando un cluster
“gigante” del tamano del recipiente, o spanning cluster. En este esquema, el gel se forma cuando
la conectividad entre unidades produce una trama elastica y con alta viscosidad, que no fluye.
En el punto de gelificacion coexisten el spanning cluster con unidades mas pequenas en la fase

sol y durante las primeras etapas de envejecimiento estas ultimas se unen al spanning cluster,

consolidandose mas la estructura del gel.

vi Este proceso se denomina “Ostwald ripening”

11
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Figura I.2. Esquema de la dependencia del tamafio de particula umbral y de la estructura
del gel con pH y fuerza iénica.

La sintesis de materiales solidos a partir de geles involucra una etapa de evaporacion del

solvente que puede ser simultanea a la gelificacion o posterior a ésta.

La eliminaciéon completa del solvente da como resultado lo que en la jerga se denomina
xerogel, o bien, si el secado se realiza en condiciones supercriticas, un aerogel con fracciones
solidas del orden del 1%. Por otra parte, cuando se encapsulan células vivas, no puede llevarse
a cabo un procesamiento del gel que involucre un secado excesivo o altas temperaturas. La
mayor parte de los geles sintetizados en este trabajo de tesis son geles humedos, monoliticos
(la menor dimensién del gel es mayor que un milimetro), ya que para las aplicaciones a
biorreactores se requiere, ademas de un gel en equilibrio con un medio acuoso, una masa
celular importante. Esto dltimo trae una dificultad extra, generada por el volumen de material

sintetizado, que es lograr homogeneidad y ausencia de fisuras en la matriz.

12
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I.5. ANTECEDENTES DE ENCAPSULACION EN MATRICES DE SILICA

Los primeros experimentos que demostraron la posibilidad de encapsular enzimas en
geles de sflica fueron realizados hace mas de 50 afios,* pero el interés de estos logros no fue
apreciado en su momento. El mayor avance en encapsulaciéon de macromoléculas en matrices
de didxido de silicio se remonta a principios de la década del ’80, con la encapsulacién de
anticuerpos especificos para progesterona® y con la encapsulacién de distintas enzimas, como
glucosa oxidasa, tripsina y fosfatasa alcalina.”’ A partir de alli, al entrever la factibilidad de
diseflar y construir materiales inorganicos con actividad biolégica, el campo comenzé a
expandirse notablemente.*** Uno de los principales éxitos del método fue el haber congelado
la estructura nativa de una enzima, manteniendo o incrementando su actividad enzimitica,
incluso en condiciones altamente desnaturalizantes.** Un ejemplo es la actividad de enzimas
en solventes no acuosos, donde la encapsulacion provee de grupos silanoles terminales que
mantienen una atmosfera de hidrataciéon que preserva a la enzima. Otra ventaja aceptada es
que se puede regular la porosidad del material a través de la sintesis, de forma tal de permitir

la difusion de los sustratos y los productos.

En un principio, la idea de incorporar células enteras en lugar de enzimas surgié como
alternativa para obtener la actividad enzimatica de alguna enzima altamente expresada por ese
tipo celular, pero sin necesidad de pasar por laboriosos pasos de aislamiento y purificacién de
la proteina a partir de un homogenato celular. En este contexto, se dio poca importancia a la
preservacion de viabilidad y fisiologfa celulares. Incluso en muchos casos se saco ventaja del
aumento en la expresion de determinadas enzimas de interés causado por el estrés del proceso

., . . 47
de encapsulacion y el estado de confinamiento posterior.

Si bien se ha logrado encapsular una gran cantidad de tipos celulares en matrices de
silica, la encapsulacién de células con el fin de aprovechar funciones celulares (por ejemplo
toda la maquinaria biosintética de la célula para obtener un producto de interés comercial) ha
sido mucho menos explorada. La principal razéon es que, siendo entidades complejas, las
células son mucho mas vulnerables a su entorno y, por lo tanto, la preservacién de su

actividad representa un desaffo mas ambicioso.*

En este escenario, se ha puesto considerable atencion en procurar minimizar el dafio
celular durante y después del proceso de encapsulacion. Mas alla del estrés fisico que
experimentan las células al encontrarse confinadas en un medio no fluido, la interaccién de la
pared celular con los grupos silanoles de la matriz tiene un peso importante en la mortandad
de las células. Para resolver este problema, se han propuesto algunas alternativas interesantes.

Por ejemplo, en el laboratorio de Livage se han realizado experimentos adicionando agentes
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complejantes durante la etapa de gelificacion para reducir la agresividad de los grupos
silanoles.”” Sin embargo, éstos quedan distribuidos inespecificamente en todo el gel. También
se obtuvo una mejora significativa con la utilizacién de un porcentaje de derivados no
hidrolizables en la mezcla de precursores, tales como el glicidoxipropil-trimetoxisilano
(GPTMS).” Otra estrategia utilizada fue el uso de mecanismos biolégicos, tales como
moléculas sefializadoras del guorum sensing para promover el arresto del ciclo celular y lograr la

adaptacion al confinamiento. *’

Como se menciond en la seccién 1.4, las dos principales estrategias de sintesis de geles
de silica difieren en la etapa inicial. Una es la llamada via de los alcéxidos, en la cual el gel se
sintetiza por hidrolisis acida controlada de alcoxidos. La clara desventaja de esta via de sintesis
denominada “ruta de los alcoxidos” para aplicaciones en biomateriales es la liberaciéon de
alcohol como un sub-producto de las reacciones de hidrélisis y condensacion, lo cual puede
no alterar la actividad catalitica de una enzima pero suele ir en detrimento de la viabilidad
celular. Esta es la razon por la cual las primeras encapsulaciones exitosas de células enteras se
llevaron a cabo con levaduras, mais tolerantes a concentraciones altas de alcohol en el
medio.”"*>>** Trabajando en la encapsulacién de enzimas, el grupo de Avnir demostré que
no es necesario utilizar una cantidad extra de alcohol como cosolvente, ya que el alcohol
liberado como subproducto durante la reaccién es suficiente para homogeneizar los
reactivos.” A partir de esta idea, se encontraron mejoras para un proceso en dos pasos, con
una prehidrolisis inicial en medio acido (pH<3), seguida de una etapa de condensacién por
catélisis basica a pH 7, en la cual se realiza el agregado del material biolégico.” Sin embargo,
se observo una lisis importante de células, lo que puede atribuirse al alcohol generado durante
la hidrélisis del precursor tetrametoxisilano (TMOS) ya que se comprobd que la remocion
cuidadosa del alcohol mejora notablemente el proceso.”” Otras alternativas consisten en la

58,59

adicion de precursores que liberen como subproductos alcoholes biocompatibles o la

.., , , . 1
adicion de polimeros organicos solubles o surfactantes en la mezcla de precursores. *°

En la sintesis por la via acuosa, al partir directamente de 4cido silicico o silicato, se evita
la primera etapa de hidrélisis y no se genera alcohol como subproducto de reaccion.”* Por
otro lado, disminuye los costos, lo cual no constituye un detalle menor cuando se desarrollan
materiales con vistas a una aplicacién biotecnolégica. Dado que la concentracién remanente
de iones sodio proveniente del silicato de sodio puede resultar citotéxica se propuso la

64,65
2 En o estos

gelificaciéon en presencia de silica coloidal para minimizar este efecto.
procedimientos, al disminuir la concentraciéon de silicato de sodio en el precursor, hay un

deterioro de la calidad optica del gel resultante.
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Si bien todas las vias descriptas pueden ser exitosas para preservar células, la limitacion
del espacio para las células encapsuladas torna imposible la divisién celular y, en consecuencia,
el crecimiento poblacional. Debido a estas restricciones, es facil entender que no se haya
podido avanzar mucho en aquellas aplicaciones biotecnolégicas de bioceramicos que

demandan un gran nimero de células metabdlicamente activas.

I.6. ORGANIZACION DE ESTA PRESENTACION

De los factores analizados en las secciones anteriores se deduce que la evolucion sol-gel
tiene gran influencia en la estructura del material final cuyas propiedades pueden sintonizarse
controlando las condiciones de sintesis. En consecuencia, la clave de un encapsulado exitoso
surge del ajuste de los parametros de sintesis manteniendo un compromiso entre

biocompatibilidad y calidad mecanica, 6ptica o de transporte del material.

En virtud de los objetivos de este plan, el trabajo experimental consisti6 en la
preparacon de MABs (sintesis y encapsulacion del sistema bioldgico) seguida de un monitoreo
de la evolucién de las poblaciones confinadas, especialmente tasa de crecimiento y actividad
metabodlica asociada al desarrollo de los tejidos celulares. En paralelo, se estudiaron las
propiedades mecanicas, Opticas y de transporte de algunas matrices en relaciéon con los

parametros de sintesis para evaluar la factibilidad de emplearlas en un dispositivo especifico.

En el capitulo siguiente se describe la estrategia general ideada para la encapsulacion y
se la utiliza a modo de prueba de concepto para la encapsulacién de microorganismos de
crecimiento rapido. Se presentan y se discuten resultados de crecimiento de poblaciones
unicelulares en funcién del tiempo para probar la divisiéon celular activa dentro del material.
La seleccion de los tipos celulares empleados responde a la necesidad de utilizar organismos

de crecimiento rapido, con los cuales pudiera validarse el procedimiento.

A diferencia de los organismos empleados en el capitulo II para validar el método de
encapsulacion, las células vegetales presentan una tasa de division baja, por lo cual una curva
de crecimiento tipica podria observarse en el término de 2-3 meses. En el capitulo III se
analizan los datos de viabilidad inicial y proliferaciéon celular monitoreados durante un lapso

de 3 meses, obtenidos al encapsular células vegetales.

Las tendencias en las propiedades mecanicas, opticas y de transporte de las matrices
en funcién de la composicion se discuten en el capitulo IV. En éste se presentan los
experimentos realizados para la medicion de estas propiedades y el analisis de los resultados

obtenidos.
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En capitulo V se describe el método desarrollado para la evaluacion 7z sitn del estrés
celular generado en las distintas etapas de sintesis en relacion con las propiedades discutidas
en el capitulo IV ya que ambas cuestiones estan intimamente relacionadas y pequefias
variaciones, necesarias para aumentar la biocompatibilidad, pueden llevar a cambios

importantes en la estabilidad mecanica, porosidad y calidad 6ptica de las matrices.

Por ultimo, en el capitulo VI se describe el empleo de MABs para la construccién de
biorreactores modulares. La racionalizacion de la sintesis de las matrices se realizé para dos
aplicaciones concretas: 1) encapsulacion de un hongo ligninolitico para la obtenciéon de
dispositivos de biorremediacion y 2) encapsulacion de un alga verde para la construcciéon de

un foto-biorreactor.
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CAPITULOII:

ENCAPSULACION DE MICROORGANISMOS

«Todas las teorfas son legitimas y ninguna tiene
importancia. Lo que importa es lo que se hace con

ellas.»

Jorge Luis Borges.

En este capitulo se describen los procedimientos basicos que llevan a la construcciéon de
materiales con actividad biologica (MABs). Se describen los pasos de encapsulacion que
permitieron la divisién celular y el contacto célula-célula dentro de un hidrogel de silica y se
analizan las principales variables involucradas en cada una de las etapas. A modo de prueba de
concepto, se encapsularon cultivos de tres microorganismos modelo: Escherichia colr, Bacillus subtilis
y Saccharomyces cerevisiae. Se evalud la viabilidad en funcién del tiempo para dichas poblaciones,
empleando el criterio de viabilidad mas ampliamente aceptado que, para microorganismos, es la

capacidad de dividirse en un medio nutritivo, formando una colonia.

Los conceptos y procedimientos expuestos en este capitulo son la base a partir de la cual se

construyen capitulos siguientes.

11.1. MICROORGANISMOS

En estos experimentos de encapsulacion se emplearon dos especies bacterianas, E. /iy B.
subtilis, y una levadura, S. cerevisiae. Estos microorganismos son quimioorganétrofos: su division y
crecimiento dependen de la presencia de compuestos organicos simples (aztcares, proteinas,
lipidos) que utilizan como fuente de carbono y nitrégeno, como asi también de factores
fisicoquimicos tales como la osmolaridad, la temperatura, el pH, la concentracién de oxigeno

disuelto, etc.

La evolucion de una poblacion en el tiempo se define a través del parametro “tiempo de

generacion”, que es el tiempo durante el cual la poblacién se duplica en condiciones éptimas.
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Este tiempo es del orden de 20, 30 y 90 minutos, para E. coli, B. subtilis y S. cerevisiae,

respectivamente.

La figura II.1 muestra una curva tipica de crecimiento de un microorganismo unicelular.
Después de la inoculaciéon en un medio de cultivo de una cantidad inicial de células, X, durante la
fase de adaptacion, el microorganismo desarrolla una intensa actividad metabdlica para adaptarse
al medio antes de poder duplicarse. Pasado este tiempo (fase de latencia o /ag), se establece una
velocidad de crecimiento constante, o fase de crecimiento exponencial. En esta fase, cada célula
de bacteria o levadura da, por escisiéon o gemacion, dos células hijas y después de n generaciones,
se obtiene un nimero de células X, = X.2". El tiempo de generacién g = #/n, y la velocidad
especifica de crecimiento de la poblacion u = /#2/g son los parametros que describen su

evolucion.

En el curso de la fase exponencial la velocidad de crecimiento alcanza su valor mas
elevado. Esta fase de crecimiento se prolonga mientras las condiciones del medio sean favorables
y no haya superpoblacion. Finalmente, por escasez de nutrientes, por la acumulacién de
productos de su propio metabolismo (que a partir de cierta concentracién comienzan a resultar
citotéxicos) o por variaciones fisicoquimicas del medio tales como pH, temperatura o presion
parcial de O,, se inhibe la divisién celular. El cultivo entra entonces en la fase estacionaria,
durante la cual el nimero de células permanece constante. Esta fase puede durar mucho tiempo,
por ejemplo décadas en el caso de las bacterias endoesporuladas como B. subtilis, pero siempre

. : / , 1
sera seguida, mas temprano o mas tarde, por la fase de muerte celular.

—>

Fase estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacién
(lag)

Logaritmo de células viab

Tiempo —>

Figura I.1. Curva de crecimiento tipica para un microorganismo en presencia de nutrientes no
limitantes: se grafica el logaritmo del nimero de células viables por volumen en funcién del tiempo.
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La curva de crecimiento permite determinar el tiempo de cultivo necesario para la
obtencién de microorganismos en el estado fisiologico deseado. Para experimentos de respuesta
al medio, como los de encapsulacién, se seleccionaron microorganismos en crecimiento
exponencial ya que durante esta etapa se encuentran en un estado 6ptimo, con mayor tolerancia

al estrés.

II.1.a. Escherichia coli

Segtin la coloracion de Gram, se pueden diferenciar dos grandes grupos de bacterias: las
gram positivas y las gram negativas. Estas ultimas se distinguen por tener pared celular. Su
citoplasma esta separado del medio externo por tres capas sucesivas caracteristicas: la membrana
externa (compuesta por lipopolisacaridos y fosfolipidos y atravesada por porinas, poros proteicos
que permiten el paso de compuestos de bajo peso molecular) que se asienta sobre una estructura
rigida de peptidoglicano, el periplasma (donde se acumulan nutrientes y productos metabodlicos) y
la membrana citoplasmatica. La pared bacteriana le confiere a las bacterias proteccion mecanica, y

mayor resistencia al estrés osmotico.

E. coli pertenece a la familia de las enterobacterias, bacilos gram negativos que son
huéspedes normales del tracto digestivo del hombre y de otros animales de sangre caliente. Su
genoma fue uno de los primeros en ser secuenciado en forma completa y es un microorganismo

modelo ampliamente utilizado tanto en investigacién como en la industria.

Figura I1.2. Escherichia coli

Foto de microscopia electrénica de barrido (SEM) 25.000x, donde puede apreciarse el
tamafio celular aproximado del bacilo (0.5 - 1 pm de didmetro x 2 - 3 um de largo).”
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II.1.b. Bacillus subtilis

En términos de popularidad como un organismo modelo de laboratorio, B. subtilis es el
equivalente gram positivo de E. co/i. Si las condiciones del medio no son propicias, este
microorganismo entra en un proceso de diferenciaciéon celular que conduce a la produccion de
una estructura especial llamada endospora, que es una forma de reposo criptobidtica, es decir de
metabolismo practicamente detenido, que le permite resistir una amplia gama de agentes
agresivos ambientales, fisicos y quimicos. La célula-madre (la célula vegetativa original que generd
la endospora) finalmente se autolisa, liberando a la espora, la cual es capaz de permanecer en
estado criptobidtico varios decenios. Las esporas son formas de reposo y no formas
reproductivas; cuando las condiciones del medio vuelven a ser propicias, se desencadena su
germinacion: se reinicia la actividad metabdlica, de modo que cada espora genera una nueva

célula vegetativa, capaz de realizar division binaria.

En algunas circunstancias la germinaciéon puede inducirse con un inductor especifico. Por
ejemplo, las esporas de bacilo inmovilizadas en films delgados de silica presentan germinacion

dependiente del agregado dipicolinato de calcio.’

Figura 11.3. Esporulacién de Bacillus subtilis *

Arriba: Esquema de division asimétrica con diferenciacion celular: la célula-madre se
divide en forma asimétrica, formando inicialmente una doble membrana de péptidoglicano,
que da origen a la endospora. Finalmente se esquematiza la autolisis de la célula-madre,
gue deja libre a la espora.

Abajo: Fotos de microscopia confocal de fluorescencia 20.000x, donde mediante
marcaciones especificas puede seguirse el proceso de esporulacion. En la UGltima
fotografia las esporas se distinguen al microscopio iluminadas con luz blanca.
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II.1.c. Saccharomyces cerevisiae

La levadura de cerveza (8. cerevissiae) es un hongo unicelular utilizado industrialmente en la
fabricaciéon de pan, cerveza y vino, entre otras variadas aplicaciones. Se divide por gemacién y
puede tener una reproduccion asexual cuando se encuentra en su forma haploide, o de manera

sexual cuando a partir de un cigoto se forma un asca que contiene cuatro ascosporas haploides.

S. cerevisiae es un sistema eucariota, con una complejidad superior a la de la bacteria pero
compartiendo con ella muchas de sus ventajas técnicas. Ademas de su rapido crecimiento,
dispersion de las células y la facilidad con que se replican cultivos y afslan mutantes, se dispone de
un sistema de transformacion de ADN sencillo y versatil. Por otro lado, la ausencia de

patogenicidad permite su manipulacion con las minimas precauciones.

Las utilidades industriales mas importantes de esta levadura explotan su capacidad de
generar didxido de carbono y etanol durante el proceso de fermentacion. Basicamente, este
proceso se lleva a cabo cuando la levadura se encuentra en un medio muy rico en azucares (Como
la D-glucosa). En condiciones de escasez de nutrientes, la levadura utiliza otras rutas metabdlicas

que le permiten obtener un mayor rendimiento energético, y por tanto no realiza la fermentacion.

Figura Il.4. — Saccharomyces cerevisiae °

Foto de microscopia electrénica de barrido (SEM) 20.000x, donde puede apreciarse el
tamafio celular aproximado (2 - 6 um de diametro).

Desde el punto de vista de la sintesis de biomateriales, S. cerevisiae presenta la ventaja de ser
tolerante a una concentracién de alcohol relativamente alta. En los primeros trabajos de
encapsulacién en matrices inorganicas se aprovechoé esta cualidad para emplear matrices de silica

obtenidas a partir de alcéxidos de silicio®.
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I1.2. EVALUACION DE LA VIABILIDAD

La evaluacién de la cantidad de microorganismos viables por unidad de volumen se realiza
mediante la técnica de recuento en placa de Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Para
aplicar este método es necesario tener una estimaciéon de la carga de microorganismos de la
muestra de partida. El protocolo usual se basa en realizar diluciones apropiadas de la muestra que
se siembran en una placa de Petri con medio de cultivo semisélido (el volumen sembrado es del
orden de 100 pl). Esta placa se mantiene en estufa de cultivo a la temperatura adecuada durante el
tiempo necesario para que se forme, a partir de cada célula inicial, una colonia que pueda ser
detectada a ojo desnudo. Esta establecido que el conteo de las colonias formadas es valido en el
rango 30 — 300 UFC; por debajo de ese valor la dispersion estadistica es muy grande y por arriba
de este valor aumenta enormemente el error por defecto debido a la presencia de colonias
formadas por dos células sembradas inicialmente a muy corta distancia entre si.” En los ensayos
de viabilidad realizados por este método se realizan diluciones seriadas de la muestra al décimo y
se siembran tres de las diluciones para las cuales se espera contar entre 30 y 300 colonias. Estos
ensayos demandan un gran esfuerzo ya que, para obtener resultados estadisticamente

significativos, es necesario realizar un nimero importante de replicados de cada muestra.

Cuando el nimero de muestras a evaluar es muy grande o bien no es posible estimar la
carga de microorganismos de las mismas (que requiere sembrar un mayor nimero de diluciones),
una alternativa interesante es el método de siembra puntual en placa de Petri. Este consiste en
realizar diluciones seriadas al décimo (generalmente 7) y sembrarlas, en gotas discretas (volumen
entre 2y 4 ul) en una unica placa de Petri. En la figura I1.5 se muestra un esquema de diluciones
y siembra de muestras y en la figura I1.6 se ve una foto tomada de una placa sembrada por este

método.

En este trabajo se realizaron algunas modificaciones para optimizar el método de siembra
puntual en cuanto a calidad de los datos y rapidez de obtencién de resultados. Esto ultimo es
especialmente util para emplear este método como andlisis preliminar para estimar la carga de
microorganismos de una muestra. Conocido este valor, se siembra en la forma tradicional sélo la

dilucién de muestra para la cual se espera obtener resultados estadisticamente significativos.

Los cambios introducidos son los siguientes: 1) se realizan diluciones seriadas de la muestra
y de una dilucién al medio de la muestra; 2) para disminuir el error por exceso generado por
divisioén celular previa a la absorcion de la gota sembrada sobre la placa de Petri, se prepara un
medio semisolido con mayor concentraciéon de agar (2,5% en lugar de 2% en peso) , y 3) las

colonias se cuentan bajo la lupa, haciendo coincidir la zona de siembra con el campo visual. Se
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detectan colonias a las 8 horas de haber sido sembradas y pueden contarse hasta 100 colonias en

cada punto de siembra.

Dado que este no es un método comunmente usado para la evaluacion de viabilidad, se
realiz6 un estudio de la precision y exactitud del mismo, tomando como valor de referencia el
hallado por el método de recuento de UFC. Se prepararon dos suspensiones bacterianas (E. co/i
en buffer tostato 0,1 M, pH 7) y se analizaron realizando tres series de diluciones independientes,
sembradas cada una por triplicado. En la tabla II.1 se presentan los resultados hallados. Se
concluyé que el método presenta buena exactitud (97% y 100% respecto de los valores de
referencia para cada una de las muestras ensayadas) y una precision aceptable (desviacién

estandar de 14 y 15 %, comparada con 10 y 5 % obtenido por el método de siembra tradicional).

Esquema de diluciones

dil  dil  dit  dil  dil dil il ¢ b ok

110 110 110 110 110 1710 110 / A / co®
(F (i 6 L 6 6 (6 [ - '
{15 VI 1 TR ] ‘I'I b OO OOOD !I
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mitra. i, dil,  dil. il dil. dif.  dil. f . . . . . . . !
A 1 2 3 4 5 & 7 = X 7
" - F  eseessee
100 gf 'f""..-“" I"-..',I'.'_r.'l gl ; 2
Método de siembra tradicional Método de siembra puntual

Figura I1.5.

Ensayos de viabilidad: esquema de diluciones y siembra de muestras para el método de
siembra en placa tradicional (izquierda) y para el metodo de siembra puntual (derecha),
para una muestra A hipotética, con un titulo de 4. 108 bacterias/ml.

A la derecha, abajo, se muestra el detalle de la zona ampliada de la placa de siembra
puntual que corresponde a las 3 placas sembradas por el método tradicional.

En una Unica placa pueden sembrarse distintas diluciones de 6 muestras (A, B, ..., F).
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Figura I1.6. Foto de una placa sembrada por el método de siembra puntual.

Tabla 1l.1. Comparacion entre el método de siembra tradicional y el método de siembra puntual - UFC

Método de siembra tradicional

Método de siembra puntual

1/

1/

1/

1/

1/

1/

1/

placas usadas

dilucion 100.000 | 1.000.000 | 10.000.000 |  30.000 100.000 300.000 | 1.000.000
>300 108 <30 93 35 9 3
Muestra 1-a >300 93 <30 90 32 8 2
>300 101 <30 78 19 10 2
>300 79 <30 100 23 6 1
Muestra 1-b >300 82 <30 89 24 9 4
>300 103 <30 97 28 10 5
>300 94 <30 105 30 11 0
Muestra 1-c >300 91 <30 77 25 9 3
>300 a0 <30 81 26 8 1
>300 166 <30 >100 50 14 6
Muestra 2-a >300 191 <30 >100 43 11 6
>300 186 <30 >100 51 18 5
>300 177 <30 >100 62 19 6
Muestra 2-b >300 182 <30 >100 58 21 4
>300 170 <30 >100 55 22 7
>300 180 <30 >100 47 17 3
Muestra 2-c >300 199 <30 >100 50 20 3
>300 175 <30 >100 50 19 4
Cantidad de
54
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Tabla II.1 continuacion — Carga bacteriana de dos muestras, evaluada a partir de ambos métodos.

Método de siembra tradicional Método de siembra puntual
Resultados Promedio RSD % Promedio RSD %
Muestra 1 9,3x10° 9,6 % 9,0x 108 14,2 %
Muestra 2 1,8 x 10° 5,4 % 1,8 x 10° 15,2 %

Cuando no es necesario contar con valores cuantitativos, puede utilizarse el método de
evaluacion de la turbidez del cultivo por absorbancia a 600 nm, mas sencillo y rapido que el
método de recuento de placas.' Este se utiliza generalmente para obtener curvas de crecimiento
en cultivos liquidos. La estimaciéon de la cantidad absoluta de microorganismos por unidad de
volumen de muestra se realiza a partir de una curva de calibracién con suspensiones de carga
conocida. Sin embargo, en muchos ensayos alcanza con tener valores relativos, ya que lo que
verdaderamente importa evaluar es en qué medida se modifica la curva de crecimiento de una
cepa al variar las condiciones de cultivo. En estos casos, se realizan curvas de crecimiento en
forma paralela, entre la condicién a evaluar (por ejemplo, presencia de alguna toxina) y el control

(ausencia de toxina).

I1.3. CONSTRUCCION DE MABs EN MATRICES DE SILICA

I1.3.a. Estrategia general de sintesis

Tal como se mencioné en el capitulo anterior, la ruta de sintesis de matrices de silica puede
realizarse partiendo de silicatos en solucién acuosa o partiendo de alcéxidos de silicio. La primera
es mas dificil de controlar pero presenta dos ventajas importantes para la construccion de MABs:
la ausencia de alcohol mejora la biocompatibilidad y su costo es significativamente menor. Esto

ultimo es fundamental para proyectar una aplicacion biotecnologica sustentable.

La estrategia empleada para obtener células en macrocavidades de matrices de silica se
resume en la figura I1.7. Basicamente consta de 3 pasos: (i) inmovilizacion de las células en
alginato de calcio (Ca-alg), (i) encapsulacion de las esferas de Ca-alg conteniendo las células en un
monolito de silica obtenido por la via sol-gel y (iii) redisolucién del Ca-alg por quelacién de Ca**

con citrato, tornando liquido el contenido de las macrocavidades dentro del gel.
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Figura 11.7. Resumen de los pasos involucrados en el procedimiento de sintesis descripto en este
capitulo para la encapsulacion de células:

I. Se coloca dentro del molde para la preparacion del MAB una esfera de alginato de calcio que
contiene las células de interés inmovilizadas. Il. Se llena parcialmente el molde con los precursores
sol-gel (silica coloidal comercial, silicato de sodio y &cido succinico). lll. Se agita vigorosamente a
temperatura ambiente durante el tiempo requerido para alcanzar el punto de gelificacion (tipicamente
entre decenas de segundos y varios minutos). Se obtiene un hidrogel se silica. IV. Se agrega citrato
de potasio, que difunde a través del hidrogel de silica y secuestra los cationes ca” del interior de las
capsulas de alginato. V. El espacio ocupado por la cipsula se torna liquido a medida que el ca*
difunde hacia afuera del hidrogel en la forma de complejo Ca(ll)-citrato. VI. Como resultado se
obtiene una cavidad esférica que contiene una suspension de células en medio liquido. VII. Se
agrega el medio de cultivo segln los requerimientos de las células encapsuladas. Los nutrientes
difunden hacia la cavidad, permitiendo la division celular y el consiguiente crecimiento de la
poblacién de células albergadas en la matriz de silica.

I11.3.b. Inmovilizacion previa en alginato de calcio

Alginato (alg) es un término colectivo que se da a una familia de exopolisacaridos
producidos por algas pardas y algunas bacterias. Quimicamente son copolimeros lineales de
residuos de (14)-B-D-manuronato (M) y a-L-guluronato (G). Tanto la composicion de residuos
de M/G como el patron de distribucién de los mismos dependen de la especie de alga o

. . 8 . . ., . ,
microorganismo productor.” Actualmente, mediante la utilizacion de enzimas especificas, se
dispone comercialmente de alginatos de determinado rango de peso molecular y de estructura

9
controlada.

En la figura I1.8 se presenta un esquema del modelo egg-box, aceptado para la formacién de
gelatos de calcio."” El i6n Ca”™", al igual que otros cationes alcalinotérreos, se une preferentemente
a los residuos G del alginato. Los bloques de residuos G adoptan una conformacién helicoidal
2/1 y los iones Ca*" son coordinados por dos hélices de polimero, formando un dimero. La

estructura del gelato puede resultar mas o menos compacta segin cual sea la relacién Ca*/G. A
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medida que ésta aumenta se forman trimeros, tetrameros o multimeros con mayor nimero de

polimeros de alginato, pudiendo llegar a adoptar una conformacién helicoidal 3/1, mas cerrada. '’

H

O o0 Polimero rico en fracciones M Peolimero rico en fracciones G

™
o g E\Umo\
-Emu >~ Representa un blogue de residuos M

Representa un blogue de residuos G coordinando ot

Figura 11.8. Gelacién del polimero de alginato. Izquierda: estructuras de alginato, de acuerdo con el
predominio de los residuos de (1-4)-f-D-manuronato (M) y e«-L-guluronato (G). Derecha:
estructuras del gelato obtenido por coordinacion de cationes de Ca’" de acuerdo con el predominio
de residuos M o G.

La utilizaciéon de Ca-alg para la inmovilizaciéon de células es usual en procedimientos
microbiolégicos, en biorreactores en batch, en dispositivos de biorremediacion y en la
encapsulaciéon de embriones somaticos que son utilizados como semillas artificiales para algunas

. . . ‘12,13 . . . ’ ’ .z
aplicaciones agropecuarias. Si bien, tal como se menciond en el capitulo I, la gelaciéon en
polimeros de origen natural es el método mas extendido para la encapsulacién de células, éstos
no proveen una proteccion efectiva a las células, esencialmente porque el gel se entrecruza en
forma reversible. Aprovechando este hecho, se incluyé una etapa previa de inmovilizacién en

gelatos con idea de minimizar el contacto de las células durante la sintesis del hidrogel de silica.

El primer paso del protocolo de encapsulado consistié en encapsular las células en Ca-alg, a
partir de alginato de sodio (Na-alg, Fluka Bio chemica). Para esto, se hizo gotear una solucién de
Na-alg de concentraciéon definida sobre una de CaCl, 0,1 M, formandose inmediatamente
capsulas esféricas de Ca-alg. El tamafio de éstas depende de diversos factores: diametro de la
aguja, flujo de solucién de Na-alg que se inyecta, las concentraciones de alginato y de Ca®*
empleadas, el tiempo de contacto de la gota del polimero con la solucién de CaCl, y la viscosidad
de la solucién o suspension celular en Na-alg. Para determinar el volumen de las capsulas se las
colect6 de la solucion de CaCl, con un ansa circular y sobre ésta se midié el diametro con un
calibre. Los valores obtenidos usando dos agujas comerciales se presentan en la tabla 11.2. Cada

punto es el valor promedio sobre 10 capsulas.
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Tabla 11.2. Tamafio de las capsulas de Ca-alg obt enidas con dos agujas de distinto diametro.
Condiciones experimentales: concentracion Na-alg = 1,0% en peso, cocentracion CaCl 2=0,1 M.
Bombeo con peristaltica a un flujo de 0,5 ml/min. Valores obtenidos de 100 mediciones.

Diametro de la aguja Diametro medio
. RSD
de la capsula
0,5 mm 2,0 mm 1,1 %
0,8 mm 3,3 mm 0,8%

La formacién de Ca-alg es un proceso complejo, que ocurre en varias etapas. Cuando la
gota de Na-alg toma contacto con los cationes Ca*’, se forma una capa de gel en la superficie y
posteriormente, a medida que el calcio difunde hacia el interior, va aumentando el espesor de la
pelicula de gelato y disminuyendo el espacio liquido en el interior de la esfera. Dependiendo de
las concentraciones de las especies involucradas, en el término de minutos o pocas horas, todo el

volumen de la esfera esta ocupado por el gelato.

La formacion inicial de una estructura relativamente laxa esta favorecida cinéticamente. En
presencia de exceso de calcio se forma una estructura mas compacta y de mayor estabilidad
termodinamica. Esta evolucién involucra ruptura y formaciéon de la coordinacion Ca(ll)-alg, lo
cual demanda tiempos del orden de vatios das/afios a temperatura ambiente. En la figura I1.9 se
muestran los valores obtenidos para la dependencia del volumen (normalizado por el de la gota
de Na-alg) de las esferas formadas a partir de soluciones de Na-alg, en funcién del tiempo de

contacto con una solucion 0,1 M de CaCl,.

El control del tamano de las esferas que posibilita el disefio de los MABs no es el tnico
parametro que incide sobre el estrés de los distintos tipos celulares encapsulados. Otros
parametros tales como la concentracién de Na', fuerza i6nica y tiempo de hambreo (falta de
nutrientes) también son importantes y para cada caso habra un compromiso entre éstos. Un
andlisis detallado del estrés celular en funcién de la concentracién de Na' y de la compactacion de

las esferas de Ca-alg se presenta en el capitulo V.
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Figura 11.9. Evolucion del volumen normalizado por el de la gota inicial de Na-alg de esferas de
Ca-alg en funcion del tiempo de contacto con solucion de CaCl, 0,1M. Los diferentes conjuntos
de mediciones corresponden a las concentraciones de Na-alg (en %) indicadas sobre cada
curva.

Por inyecciéon continua de Na-alg en la solucion de CaCl, se pueden obtener fibras de Ca-
alg. También en este caso se puede ajustar el diametro de la fibra variando el tamafo de la aguja
y/o regulando la velocidad de inyeccién de la suspension celular (ver valores en tabla I1.3.) Si bien
en todo el trabajo de tesis se emplearon arreglos esféricos, estos resultados indican la posibilidad

de emplear otras geometrias, dando una gran versatilidad para el disefio de los MABs.

Tabla 11.3. Didmetro medio de los cilindros obtenidos con dos agujas distintas. Condiciones
experimentales: concentracion Na-alg = 1,0% en peso, cocentracién CaCl 2 =0,1 M. Bombeo
con peristéltica. Valores obt enidos de 50 mediciones.

Diametro de la Velocidad de Diametro medio
aguja inyeccion del cilindro RSD
0,5 mm 0,5 ml/ min 1,4 mm 53%
0,7 ml/ min 1,2 mm 4,2 %
0,8 mm 0,5 ml/ min 1,6 mm 4,1 %
0,7 ml/ min 1,5mm 4,7 %
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Resumiendo, la densidad del gelato de calcio que actuara como protector de las células
durante la formacion de la matriz de silica depende de varios factores. Algunos son estrictamente
intrinsecos, como la proporcion de residuos G/M (resultando mas compacto cuanto mayor sea
dicha proporcién). En cambio otros, como la concentraciéon del polimero, la concentracion de
ca’ y el tiempo de contacto entre el gelato de calcio en formacién y la solucion de CaCl,, son

controlables.

En esta parte del trabajo se encontraron las mejores condiciones de pre-inmovilizacion

colectando las capsulas luego de 10 minutos de agitacion en solucién de CaCl,.

I1.3.c. Sintesis de la matriz de silica

La via de sintesis utilizada en esta etapa se basa en la condensacion del acido silicico,
generado por neutralizacion en medio acuoso de una solucién de silicato de sodio (SIL, Riedel de
Haén, NaOH 10%, SiO, 27%), en presencia de particulas coloidales de silica (COL, LUDOX
HS-40, 40% en agua) con diametro medio de 12 nm. Como se explicé en el capitulo I, el
agregado de particulas de silica preformadas permite aumentar la concentracion total de silicio en

el gel final sin elevar la concentraciéon de Na™ a niveles citotoxicos.

La relacién SIL/COL empleada en los distintos procedimientos depende tanto del tipo
celular encapsulado como de las condiciones de operaciéon del MAB. En lineas generales, cuando
se trabaja con células sensibles a fuerzas idnicas elevadas, conviene aumentar la proporcion de
silica coloidal. Esto suele ir en detrimento tanto de las propiedades mecanicas como de las épticas
ademas de modificar la porosidad y, en consecuencia, el transporte de nutrientes o metabolitos a
través del hidrogel. En el capitulo IV se presentara un analisis detallado de la dependencia de

estas propiedades con las condiciones de sintesis.

Uno de los parametros de sintesis que incide sustancialmente sobre el tiempo de
gelificacion, 7, es el pH. En lineas generales, se busca que la reaccion sol-gel proceda con la
rapidez suficiente para que el contacto del sistema biolégico con precursores que puedan resultar
nocivos sea breve, reduciendo al minimo el tiempo de hambreo de las células. Sin embargo, la
velocidad de gelificacion no puede ser excesivamente rapida para permitir la incorporacion de las
células pre-inmovilizadas en alginato en el material final. Por lo tanto, el pH de trabajo resulta

entonces de un compromiso entre estos factores y del rango de tolerancia de la cepa encapsulada.

Para analizar la dependencia de # con el pH se emplearon las siguientes condiciones: (i)

concentracion total de silice de 12,7% en peso en la mezcla inicial de precursores y (ii) relacion

38



Capitulo II: Encapsulacién de microorganismos

molar en silicio, SIL:COL = 1:4. Se ajust6 el pH con HCI, sin agregado posterior de solucion

hﬂﬁ’?’.M

La medicién de pH se realizé en forma indirecta. Una vez obtenido el gel (en estos ensayos
se sintetizaron muestras de 400 ul de volumen) se agregé igual volumen de agua Milli-Q y, una
vez establecido el equilibrio con el gel, se midi6 el pH con un electrodo de vidrio en la fase

acuosa.

El tiempo de gelificacion a cada pH se determiné con un procedimiento similar al que se
usa para determinar el tiempo de coagulacion sanguinea.” Se prepararon, con diferencia de 10
segundos entre si, 3 muestras de idéntica composiciéon en tubos Eppendorf de 1,5 ml de
capacidad, con tapa. La primera muestra de la serie se invirti a intervalos de tiempo regulares
hasta que se evidenci6 aumento de la viscosidad. En ese momento se comenzé a invertir la
segunda muestra de la serie y, cuando ésta gelificd, se comenzé con la dltima muestra. Se definid
7, como el tiempo transcurtido desde la mezcla de los precursores hasta el momento en que, al
invertir el recipiente, dicha mezcla no fluye durante el tiempo de observacién. De esta forma, con
la dltima muestra se confirma el tiempo de gelificacién medido en la segunda muestra o bien se
obtiene un segundo valor promediable con el anterior. La ventaja de este método es que 7, se

determina con una perturbaciéon minima. Los resultados obtenidos se muestran en la figura I1.10.
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Figura 11.10. Variacion del tiempo de gelificacion en funcion del pH de sintesis. Se marca la
franja de tiempos que permiten una buena manipulacién del material y un contacto no muy
prolongado con precursores sol-gel solubles.
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Dado que pequefias variaciones en el volumen de HCI producen grandes variaciones en el
pH, y con esto, también en la estructura final del material obtenido, para el trabajo con células
pre-inmovilizadas se introdujo una modificaciéon que permitié lograr la estandarizacién de la
sintesis. Por este motivo, durante la preparaciéon de los geles se acidifico la solucién con acido
succinico (Anedra, p.a. > 99,0%). El 4acido succinico (HSucc) es un 4cido débil (pKa = 5.2) que
fue elegido considerando que: i) la mezcla con los precursores conduce a un gel con pH regulado

por la dupla HSucc/Succ, evitando acidificacion por debajo del pH biocompatible y ii) la

a-Succ™

constante de formacién del complejo Ca(II)-Succ (K. 15.9) es significativamente menor que
la del complejo con citrato (K¢, = 3.2 x 10%)'® evitando una licuefaccién indeseada de Ca-alg

durante el tiempo requerido para la gelacion de la silica.

I1.3.d. Difusion de citrato y licuefaccion de la capsula de alginato

Si se deja en contacto una solucién de citrato de potasio (KCit) con la matriz de silica, al
cabo de un cierto tiempo se puede verificar en forma directa la licuefaccién de Ca-alg cortando el
gel y rescatando el contenido de la cavidad. Sin embargo, para poder establecer el tiempo minimo
requerido para la disoluciéon de Ca-alg es necesario conocer la velocidad de difusion del citrato.
Esta fue evaluada con un disefio experimental basado en el movimiento de particulas magnéticas
confinadas en esferas de Ca-alg cuando estan sometidas al un campo magnético. El experimento
se realiz6 con microparticulas de CoFe,O, sintetizadas en nuestro laboratorio que, segin
imagenes de microscopia electrénica tienen 0,1 a 0,2 pm de didmetro. Las imagenes también

mostraron la formacion de agregados.

Cada esfera de Ca-alg conteniendo las particulas fue ubicada a una determinada distancia &
de la interfaz gel/ Kcit 5 mM. En la figura I1.11 se muestra la foto de un arreglo de tubos
empleado para estas medidas. La orientacién de las particulas frente a un campo magnético
generado por un iman externo es una evidencia indirecta de la llegada del citrato a la cavidad, y el
libre movimiento de estas particulas por toda la cavidad es una indicacién de la completa
disolucion de Ca-alg.

En la figura I1.12 se muestra la dependencia del tiempo al cual se observa el movimiento
libre de las particulas, 7, con la distancia capsula-interfaz. Se observa una relacion lineal entre
(t)"?y d. La extrapolacién a d—0 corresponderia al tiempo de disolucién del alginato. Este no es
significativo (< 5 min) comparado con el tiempo de difusioén del citrato en un MAB tipico con las

capsulas ubicadas a 5 mm de la interfaz (= 1 hora). Estos resultados confirman que las matrices
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poseen porosidad suficiente para permitir el transporte rapido de nutrientes de bajo peso

molecular.

Figura I.11. Foto de los geles sintetizados para evaluar el tiempo caracteristico de difusion de
citrato en funcién de la distancia entre la superficie del monolito de silica hasta la esfera de
alginato. Se inmovilizaron en el alginato de calcio microparticulas de CoFe,Q4, cuya movilidad
frente a un campo magnético externo fue indicio de la licuefaccién de la cavidad de alginato.
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Figura I.12. Gréafico de la raiz cuadrada del tiempo de difusién en funcion de la distancia

capsula-interfaz gel/solucion.

I1.3.e. Viabilidad celular en funcion del tiempo

Los experimentos de encapsulacion se hicieron con esporas de B. subtilis (cepa 168), con

monolitos conteniendo una unica capsula de Ca-alg. Después de la adicién del medio de cultivo

tripteina-soja (TS), los tubos fueron incubados a 30 °C. Para cada tiempo de incubacion, se

tomaron duplicados y se sembraron diluciones seriadas de cada uno de ellos sobre un medio de

cultivo semisdlido. Paralelamente se realizd un control de crecimiento en el cual B. subtilis fue

cultivado en medio liquido TS. El nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
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macrocavidad en funcién del tiempo de incubacién se presenta en la figura I1.13, junto con los
resultados del experimento control. En ambos casos se ve que la zona de crecimiento
exponencial es de 4 a 5 dias. El crecimiento de la poblacion bacteriana se puede observar a partir
de la turbidez que aumenta progresivamente dentro de las cavidades del monolito. El inserto de
la figura muestra tubos al comienzo del experimento y luego de 1 semana. Es importante notar

que el tiempo de licuefaccion del gel y el retraso causado por la difusion de nutrientes son

despreciables respecto del tiempo de crecimiento de la poblacion de células.
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Figura 11.13. Arriba: curva de crecimiento de B. subtilis encapsulado (e) y control en medio de cultivo
liquido TS (o). En el inserto se muestra una foto de una muestra a tiempo inicial (izquierda) y después
de 1 semana de incubacion (derecha). El crecimiento bacteriano puede inferirse a simple vista a partir
de la turbidez de la cavidad. Abajo: resultados obtenidos a tiempos largos (en el recuadro se marcan
los resultados a tiempos cortos que corresponden al gréafico de arriba).
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Después de una semana se complet6 un ciclo de amplificacién de 5 x 10°. Dos monolitos
adicionales, incubados al igual que los anteriores durante 1 semana, fueron dejados sin medio de
cultivo a temperatura ambiente por un lapso de 1 mes hasta completa desecacion. Bajo estas
condiciones, se evidenci6 viabilidad a largo plazo, esporulacion, de B. subtilis (se evalué viabilidad
a 1 mes y a 3 meses). Las esporas inmovilizadas permanecieron viables, formandose colonias
nuevamente cuando el gel fue pulverizado, suspendido en agua estéril y dispersado sobre un

medio de cultivo semisélido.
Para evaluar la generalizacion de resultados a otras especies menos resistentes, el mismo
procedimiento fue aplicado a la bacteria no esporulante, E. ¢/, cepa DH5a, y a células de .

cerevisiae, cepa X21278b. En los ensayos llevados a cabo con estos microorganismos, a corto plazo
se obtuvo una curva de crecimiento tipica y, en el término de aproximadamente una semana, la
poblacion decrecié rapidamente, llegando a 0 UFC en el término de 12 dias, como se muestra en

la figura I1.14. Resultados similares se obtuvieron con los controles (cultivos no encapsulados).
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Figura 11.14. Curva de crecimiento de microorganismos encapsulados: E. coli (A) y
S. cerevisiae (A) en medio de cultivo liquido TS.

I1.3.f. Barrera de prevencion de contaminacion

Para evaluar la efectividad de las matrices como barrera frente a la contaminacién por
otros microorganismos, se hicieron ensayos inoculando el medio de cultivo con un

microorganismo distinto al encapsulado dentro de las matrices. En este experimento, una colonia
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de B. subtilis encapsulada fue incubada con un medio de cultivo inoculado con E. w/i. Después de
5 dias de incubacién a (3711) °C, se extrajeron muestras tanto de la cavidad interior del monolito
como del medio de cultivo externo y se sembraron en medios de cultivo semisélidos, selectivos y
diferenciales (Agar Mac Conkey para E. co/i y Agar Mossel para B. subtilis). La figura 11.15 describe

esquematicamente el disefio del experimento y en la tabla I1.4 se especifica la composicion de

cada medio de cultivo.

inoculo

E. coli

cultivo

inoclo

B. subtilis

o ] |
! I_
5 g{} o

Presenciade Ausencia de
E. coli B. subtilis

Ausencia de Presenciade
E. coli B. subtilis

Figura 11.15. Descripcion esquematica del experimento realizado para evaluar la
efectividad del material en la prevencion de la contaminacién por entrada de agentes

biolégicos.

Tabla 11.4. Composicion de lo s medios de cultivo para

(Agar Mossel)

E. coli (Agar Mac Conkey) y B. subtilis

AGAR MAC CONKEY

Peptona de caseina..........ccccccuvvee.. 17,049
Peptona de carne............ccooeeuevnnneee. 3,09
Cloruro de sodio..........cevvvveeeeeeeiinnnn, 509
LactoSa.......ccvvviiiiieiiiiiin i 10,09
Sales biliares...........ccocccciviiieeenenn. 15¢g
ROJO NEULIO....cvvvveeee e 0,03 g
Cristal violeta........ccccccceevevcivvnnnen. 0,001 g
Yo - | S 1359
Agua destilada €.S.p. ..ccoeeeriiiiiieee 11
pH=7,1+0,1

AGAR MOSSEL

Peptona de carne..............ccceeene 10,0 g
Extracto de carne.........cccceeeeeeeeennn. 10g
D () manita.....ccccceeeeeeeeeeeiiccivnnne, 10,0 g
Cloruro de sodio...........ccccvvvveeennenn. 10,0 g
Rojo de fenol..........cccccvvvvevennennnn. 0,025¢g
o = | 120g
Agua destilada c.s.p. .....ccccvviiierrennnn. 11

ADITIVOS:

Luego de autoclavar: 0,05 g Polimixina B

No se detectd B. subtilis en el medio externo ni E. c/i en la cavidad, que contiene una

poblacion de B. subtilis similar a la del experimento control. De esta forma se confirmé que la

matriz es una barrera eficiente para la contaminacién por microorganismos.
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II.4. PRINCIPALES RESULTADOS DE ESTE CAPITULO

En este capitulo se presenta una estrategia de sintesis original para el disefio de MABs que
permite el crecimiento y division de células procariotas y eucariotas dentro de cavidades incluidas
en una matriz de silica. El método se basa en una inmovilizaciéon previa en alginato de calcio
antes de la formacion del gel de silica que previene del contacto con los elementos citotdxicos

inherentes al proceso sol-gel.

Se comprob6 la eficacia del proceso con distintos tipos celulares: B. subtilis, E. coli y .
cerevisiae. En todos los casos se obtuvo una curva de crecimiento que no presentd diferencias
significativas con la obtenida cuando éste se realiza en el mismo medio de cultivo pero sin
encapsulaciéon  (control). Adicionalmente, cuando el microorganismo encapsulado forma
estructuras de resistencia, se llegd hasta la formacién del xerogel, manteniéndose la viabilidad de
las esporas por un lapso prolongado (3 meses). Esta estructura seca podria funcionar como un
medio de transporte seguro y resistente para especies que esporulan, actuando como una “espora

hibrida maltiple artificial”.

Se investigaron los parametros mas relevantes de cada uno de los pasos. Para el primero,
se analiz6 la influencia de la variaciéon del diametro de aguja y velocidad de flujo sobre las
caracteristicas de las esferas y cilindros de alginato de calcio obtenidos por el método de goteo en
soluciéon de CaCl,. También se estudid la evolucién temporal del tamafio de las esferas en
contacto con dicha solucién. Para el segundo paso, se evalud la dependencia del tiempo de
gelificacion con el pH de sintesis. Dado que, para los microorganismos encapsulados, las mejores
condiciones se alcanzaron a pH cercanos a 6, se optimizé el procedimiento acidificando con un
acido débil, no complejante de los iones Ca®* de la capsula de alginato de calcio, demostrando la

eficacia del proceso con el empleo de acido succinico como fuente de protones.

Una vez formado el hidrogel de silica, la redisoluciéon de la matriz de alginato de calcio debe
realizarse de manera tal de mantener a las células el menor tiempo posible en ausencia del medio
de cultivo. Teniendo en cuenta la constante de formacién del complejo Ca(Il)-citrato y la baja
citotoxicidad, se optd por emplear citrato de potasio para la remocién del Ca®*. Se desarrollé un
método basado en el movimiento libre de particulas magnéticas de una ferrita de cobalto, con el
cual se evalud el tiempo requerido para la difusién del citrato y la disoluciéon del alginato de
calcio. Con esto se determind el coeficiente de difusion aparente del i6n citrato, que también
constituye un valor de referencia para la difusiéon de nutrientes y metabolitos de bajo peso

molecular.
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Se verificé que la matriz es una barrera eficiente para microorganismos, inoculando en el

medio de cultivo externo un microorganismo distinto al encapsulado dentro de las matrices.

A partir de estos resultados, en los capitulos siguientes se presentaran estudios mas
detallados de encapsulacion de células de organismos superiores. A su vez, estos resultados
fueron la base para racionalizar la sintesis tal que se obtengan MABs con un minimo de estrés de
las células encapsuladas y, al mismo tiempo, con las propiedades requeridas segin su funcion

especifica.
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CAPITULO III:

ENCAPSULACION DE CELULAS VEGETALES

«Horreur des courants d'air... Ce n'est pas de chance,
pour une plante, avait remarqué le petit prince. Cette

fleur est bien compliquée.»

Antoine Saint Excupery, Le Petit Prince.

En este capitulo se presenta una extensiéon del procedimiento descripto en el capitulo
anterior para la encapsulacion de bacterias y levaduras, a células mas sensibles, como las del tejido

floematico de zanahoria (Dawucus carota) y las de la linea BY2 de tabaco (Nicotiana tabacum).

II1.1 SISTEMAS VEGETALES

El potencial de las plantas como fuente de compuestos de interés comercial es muy grande.
En el mundo occidental, mas del 25% de los principios activos farmacéuticos provienen del
extracto de plantas.' Ademas de las aplicaciones medicinales, las plantas son fuente de un gran
numero de colorantes, saborizantes, fragancias, insecticidas y herbicidas. Estos compuestos son
metabolitos secundarios; no cumplen un rol importante en el crecimiento de la planta per se, su
produccién esta generalmente asociada a la formacion de 6rganos: raices, tallos, hojas y flores y
no suelen ser sintetizados por microorganismos. Generalmente no son proteicos y tienen una
estructura molecular compleja. Estas caracteristicas hacen dificil la sintesis en el laboratorio que
requiere muchos pasos, con poco rendimiento y alto costo. Por otro lado, para la produccién de
protefnas recombinantes,” los mecanismos de sintesis y secrecion de proteinas y las
modificaciones post-traduccionales son las propias de las células eucariotas,” evitando las
dificultades técnicas que suelen aparecer cuando se intenta expresar un gen de origen eucariota en
un sistema procariota.‘"5 Comparados con otras plataformas mas convencionales, tales como los
cultivos microbianos y animales, las plantas ofrecen muchas ventajas en términos econémicos, de

escalamiento y bioseguridad.’
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Como contraparte a estas ventajas, la falta de control preciso sobre las condiciones de
crecimiento (cuando se utilizan plantas enteras) y las variaciones entre individuos de una
poblacién, no permiten alcanzar los estandares de calidad requeridos para la produccion a escala
industrial. Ante este escenario, los cultivos de células vegetales surgen como una alternativa
prometedora, que combinarfa las ventajas de las plantas con aquellas de los sistemas mas

: 7
convencionales.

Actualmente, el cultivo de células vegetales a gran escala se enfrenta a limitaciones
tecnoldgicas,’ aun cuando se han realizado cultivos exitosos en biorreactores a mediana escala.
Por ejemplo, se han reportado cultivos de lineas de tabaco en prototipos entre 20 y 50 m’.” Estos
tipos celulares pueden ser muy grandes, con tamafios que van entre los 10 y los 100 pm y cuando
estan expuestos a turbulencia en tanques de mezclado con agitacion, el estrés hidrodinamico suele
afectar la integridad de las células. Por otro lado, la agitaciéon vigorosa presenta muchas veces la
desventaja adicional de desagregar los c/usters de células. Esto tltimo, constituye un problema para
la biosintesis de metabolitos que, en la mayoria de los casos, es inducida por altas densidades
celulares que mantienen la comunicacién célula-célula mediada por moléculas sefial.'” Otra
dificultad para el desarrollo de procesos basados en plantas es que su metabolismo es mucho mas
lento que el de los microorganismos. Los cultivos celulares tienen tiempos de duplicaciéon que
oscilan entre las 20 y 100 h, lo cual requiere mantener condiciones asépticas por largos periodos

de tiempo. i

Una de las claras ventajas de la inmovilizaciéon de estos cultivos es la de restaurar hasta
cierto grado la comunicacién célula-célula por (a través de plasmodesmos o por moléculas sefial
disueltas en el medio). Otra ventaja de la inmovilizaciéon es que facilita la separacion de los
productos de interés del medio, lo cual no sélo contribuye a la resoluciéon de aspectos
estrictamente técnicos de ingenierfa del proceso (scaling-up), sino que también permitirfa una
remocion constante del producto, con el consiguiente aumento del rendimiento al evitar la accién
de mecanismos de inhibicién por retroalimentacion (feed-back). Asimismo, la remocién temprana
de un producto, al minimizar el tiempo de residencia en el reactor, previene la degradacion del

mismo.

Los sistemas inmovilizados son aplicables cuando se puede hacer una operacioén continua y
cuando el producto de interés puede ser secretado por las células al medio extracelular. Mas aun,
algunas estrategias de inmovilizacién pueden promover y/o aumentar la sintesis de metabolitos

. 12 . , . ., .,
secundarios. © Sin embargo, aun las mads exitosas como la encapsulaciéon por gelacion de

, ;. 13 R 14 .. .
polimeros organicos naturales” o sintéticos, no resuelven muchas de las limitaciones

planteadas.
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Los trabajos de encapsulacion directa de células de plantas superiores en matrices de silica
no han sido exitosos. En un trabajo reciente, se compar6 la viabilidad de distintos tipos celulares
(bacterias, levaduras y células de plantas superiores) en matrices sintetizadas por el proceso sol-
gel.” En ese trabajo se usaron peliculas de 1 mm de espesor preparadas a partir de
tetrametoxisilano (TMOS) con distintas proporciones de alginato en la mezcla de reaccién para
mejorar la biocompatibilidad. En estas matrices compuestas silica-alginato, el polimero de
alginato se distribuye homogéneamente en el material. Por tratarse de peliculas de poco espesor,
la evaporaciéon del metanol producido durante la hidrdlisis es rapida y, en consecuencia, la
toxicidad es minima. Los resultados mostraron que la viabilidad de células de la linea BY-2 de
tabaco, en términos de actividad de estearasa luego de 1 h post-inmovilizacion, esta fuertemente
condicionada por la concentracién de silica de la matriz, siendo practicamente nula en matrices
inorganicas puras, en las cuales se observé un importante dafio celular. Por otra parte, las
matrices compuestas, si bien mejoraban las propiedades mecanicas y de estabilidad fisico-quimica
de las matrices de alginato puro, no eran lo suficientemente robustas y evidenciaron pérdida del

contenido celular inmovilizado.

En base a estos antecedentes, el disefio de MABs como méddulos de biorreactores basados
en cultivos celulares de plantas serfa una alternativa para el scaling up. La conformacién en
moédulos minimizarfa la contaminacién bioldgica de grandes volumenes y, con una distribucion
racional y ordenada de los componentes, se podrian garantizar la comunicacion intercelular y las

propiedades mecanicas para operar en tiempos del orden de los meses.

III.2 DESARROLLO DE CALLOS EN MATRICES DE SILICA

II1.2.a. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las células vegetales utilizadas en estos experimentos fueron iniciadas a partir de callos de
la linea celular BY2 de tabaco'® (N. #abacum) y de tejido floematico de zanahoria (D. carota). Se
obtuvieron suspensiones celulares a partir de callos cultivados bajo condiciones controladas sobre
medio semisélido Murashige and Skoog (MS)."” Las suspensiones celulares stack fueron crecidas
en oscuridad a (24%1) °C bajo agitacion orbital (120 rpm) y fueron subcultivados periédicamente
cada 7 dias durante 1 mes en medio MS suplementado con acido nicotinico 40 uM, clorhidrato de
piridoxina 2,4 uM, sacarosa 0,175 M y acido 2,4-diclorofenoxiacético 0,5 uM. Previo a los
experimentos de inmovilizacion, el cultivo fue filtrado a través de malla estéril de 50-100 um de

tamafio de poro a fin de obtener un cultivo de células aisladas. Los ensayos de contaminacién se
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llevaron a cabo con E. co/i (cepa DH5Q), S. cerevisiae (cepa X1278b) v Trametes trogii (cepa BAFC
463). Se utilizaron para su cultivo medio Tripteina-soja (TS), Yeast Nitrogen Base (YNB) y
Extracto de Malta 2% (EM), respectivamente, adicionados con agar al 2% cuando fuera necesatio

un medio semi-solido.

I11.2.b. Encapsulacion de células vegetales

Se tomaron 15 pl de cultivo celular (conteniendo aproximadamente 1,5 x 10* células) y se
mezclaron con 5 ml de alginato de sodio (Na-alg) al 1,5%. Una vez homogeneizada la mezcla, se
hizo gotear (diametro de aguja: 0,8 mm) en soluciéon de CaCl, 0,1 M. Luego de 10 min de
agitacion se colectaron por filtrado, esferas de alginato de calcio (Ca-alg) con diametro entre 3,0 y
3,2 mm. Se colocaron las mismas dentro de tubos de vidrio (a razén de 15 por tubo) y se
procedi6 al agregado de los precursores sol-gel: solucion de silicato de sodio, SIL, (Riedel-de
Haén; NaOH 10%, SiO, 27%) y suspension de silica coloidal, COL, (LUDOX HS-40, 40% en
agua) con concentracién total de silice 12,7% en peso en la mezcla inicial de precursores y una
relacion SIL:COL 1:4.

Una vez que el sistema gelifico, se colocaron las muestras en citrato de potasio 5 mM
durante 2 h para licuar la matriz de Ca-alg. El diametro promedio de las macrocavidades
obtenidas por este procedimiento fue 3,1 mm. A continuacién, las muestras se lavaron con agua y
se introdujeron en un Erlenmeyer con medio MS liquido. El sistema se mantuvo bajo agitacion
orbital (120 rpm) a (24 = 1) °Cy el medio se reemplazé peridédicamente cada 7 dias. El contenido
de las macrocavidades se evalu6 a los 10, 20, 30, 45 y 60 dias post-encapsulaciéon y se

monitorearon durante 6 meses la proliferacién de células y la estabilidad fisica del monolito.

II1.2.c. Evaluacion de viabilidad celular en funcion del tiempo

Para evaluar la viabilidad de las células se utilizé la técnica de tincién con diacetato de
fluoresceina.” Siendo moléculas polares, los ésteres de fluoresceina penetran facilmente en el
interior de las células en forma no especifica, tanto en células viables como en células danadas.
Una vez en el citoplasma, solo son hidrolizados por estearasas en aquellas células
metabodlicamente activas, generando fluoresceina (maximo de emision a 530 nm). Esta dltima no
puede atravesar libremente la membrana celular y, por lo tanto, se acumula exclusivamente en las

células viables. En la figura III.1 se presentan las estructuras de ambos compuestos.
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Se preparé una soluciéon madre de diacetato de fluoresceina (0,5% en acetona) y se
almacend a -15 °C. Previo a una tincién se prepard una dilucién (1/50) de esta solucién madre en
medio de cultivo MS. Se coloc6 una gota de muestra sobre portaobjetos, se mezcld con otra gota
de igual volumen de esta ultima dilucién, se esparcié y se cubrié con vidrio cubreobjetos. Para
obtener resultados comparables, la observacion microscopica se realizé entre los 5y los 20 min
posteriores al agregado del reactivo. Se contabilizé el nimero de células observadas bajo luz
blanca (células totales) y el numero de células que presentaban fluorescencia (células viables) en
imagenes tomadas con el microscopio de fluorescencia (Zeiss, modelo Axioplan). Con estos

valores se calculé el porcentaje de viabilidad (células viables / células totales x 100).

HaCTO o OYCHs
0 ‘ ‘ o)
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Figura lll.1. Estructura de diacetato de fluoresceina (izquierda) y fluoresceina (derecha).

El protocolo consisti6 en tomar tubos individuales, muestreando el contenido de 10
cavidades a cada tiempo especificado. Se extrajo el volumen contenido en una cavidad
(aproximadamente 15 ul) introduciendo una jeringa dentro de la matriz semisélida y aplicando
cuidadosamente una ligera succidon para evitar disrupciones en el gel y en los microcallos, se
diluy6 con medio de cultivo MS' y se esparcié un volumen de 10 ul de esta dilucién de muestra
sobre cubreobjetos.

Dado que para encapsular células aisladas es necesario realizar un filtrado por malla fina
que puede afectar la viabilidad, se realizé6 un control con el cultivo obtenido inmediatamente

después del filtrado. Sobre un total de 400 células se observé una viabilidad de 99,5 %.

II1.3. RESULTADOS

i La dilucién no se realizé para baja densidad de células
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La evaluaciéon de la viabilidad celular realizada al principio del ensayo, promediando el
contenido de células de 10 cavidades reveld que el (97 £1) % de las células de zanahoria y el (95
+2) % de las células de tabaco permanecieron metabdlicamente activas inmediatamente después

del procedimiento de encapsulacion.

En la figura I11.2 se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia representativas de
las células BY2. La curva de crecimiento muestra que el numero total de células de tabaco por
cavidad aumenté mas de 20 veces luego de 45 dias de ensayo; en la misma figura se ve un

resultado similar para las células de tejido floematico de zanahoria.
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Figura I11.2. Proliferacion de células de plantas dentro del hospedador inorgénico.

Arriba: Contenido total en células de la linea BY2 de tabaco en una sola cavidad (15 pl), muestreada luego de O,
10, 20, 30, 45 y 60 dias de cultivo dentro de la matriz de silica (escala logaritmica). Los graficos de torta
muestran la distribucién de células: aisladas (gris claro), células formando pequefios clusters de 2-8 células (gris

oscuro) y células formando clusters grandes (negro). En el inset se grafican los resultados hallados con células
de tejido floematico de zanahoria.

Abajo: Imagenes de Microscopia Confocal de Fluorescencia representativas de cada uno de los tiempos de
muestreo. Las barras representan 50 pm.
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En la primera etapa (0 a 45 dias), para ambos tipos celulares se registré un tiempo de
duplicaciéon de aproximadamente 250 h. A medida que transcurrié el tiempo, el tamafio de los
callos fue aumentando progresivamente mientras que el nimero de callos menores (microcallos)
por cavidad mostré una tendencia a disminuir. Después de 45 dias, la mayoria de las células
dentro de las cavidades se encontré organizada en forma de custers grandes, haciendo
progresivamente dificil el conteo del nimero total. Por otro lado, a tiempos de encapsulacion
mas largos, cada macrocavidad se encontré ocupada por un callo celular suficientemente grande,
conspicuo, como para que su crecimiento pudiera ser seguido a simple vista, como puede verse
en la fotografia de la figura II1.3. Después de 3 meses de cultivo, se observaron dentro de cada
cavidad 2 a 4 callos pequenos (de entre 0,1 y 1,0 mm), y dentro de cada cavidad de monolitos
cultivados durante 6 meses, se observé un unico callo de mas de 1 mm de didmetro. Este
resultado es una indicacién del bajo estrés hidrodinamico. Es decir, no se producen corrientes
convectivas dentro de las cavidades y, por lo tanto, las células se organizan en estructuras

crecientemente mas grandes sin sufrir disgregacion.

Con el fin de descartar posibles efectos nocivos de la encapsulaciéon sobre la division
celular, se plaqued el contenido de cavidades muestreadas a los 3 meses de inmovilizacién sobre
MS semisolido. Para los dos tipos celulares ensayados se obtuvo un gran nimero de callos de

apariencia normal sobre las placas de Petri (figura I11.3, derecha).

La matriz resultd ser quimica y mecanicamente estable ya que se mantuvo intacta después
de ser sometida a agitaciéon continua durante 6 meses. Para comprobar la ausencia de fisuras, se
procedié en forma analoga a lo reportado en el capitulo anterior (seccién I11.3.f). En el medio
externo al cultivo de un MAB de 6 meses de envejecimiento se inocularon diferentes
microorganismos (E. coli, S. cerevisiae y Sterenm hirsutum). Después de 48 h se tomaron muestras del
medio externo y del interior de las cavidades. Previamente al muestreo de las cavidades se elimind
el medio externo contaminado en contacto con el MAB, se lavé el hidrogel dos veces con agua
estéril y se lo sometié a un procedimiento de esterilizacion superficial por inmersién en etanol al
70% durante 10 min. Se sembraron alicuotas de ambas muestras sobre medio semisoélido MS y
sobre medios de cultivo semisdlidos apropiados para cada uno de los microorganismos. Sin
importar el microorganismo ensayado, la contaminaciéon fue detectada exclusivamente en el

medio externo.
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F A"} iﬁ
Gel de
Silica

Placa de Petri
(medio semisdlido MS)

Macrocavidad

Calio de
Tabaco
BY2

Biomaterial luego de 3 meses de cultivo.
MAB luego de 3 meses de cultivo.

Se observa el desarrollo de callos
vegetales en las 15 macrocavidades

Figura 111.3. Evaluacion de la formacion de callos vegetales dentro de las cavidades de las matrices.

Izquierda: fotografia de un tubo de vidrio de base plana conteniendo un MAB con 15 cavidades en su interior (en
incubacién con medio de cultivo durante 3 meses). Se puede observar a simple vista la formacion de callos
vegetales de células BY2 de tabaco dentro de las cavidades.

Derecha: fotografia de callos vegetales formados después de 2 meses luego de plaguear en medio MS semi-
solido el contenido de una Unica cavidad (luego de 3 meses de cultivo en encapsulacion).

III.4. PRINCIPALES RESULTADOS DE ESTE CAPITULO

Se consiguié por primera vez una encapsulacion exitosa de células de plantas superiores en
una matriz de silica, obteniendo una viabilidad inicial (> 95%), muy superior a la reportada en
bibliografia para estos tipos celulares."

El crecimiento y division celular dentro del hospedador mineral, determinado por
microscopia de fluorescencia, indica la formacién progresiva de callos celulares en su interior. Si
bien la tasa de crecimiento registrada (tiempo de generacién de aproximadamente 250 h) es

menor que la reportada en la bibliografia para cultivos en batch, los resultados obtenidos con los
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MABSs son alentadores para encarar una optimizacion del sistema, especialmente en lo referente

al suministro de gases.

La ausencia de fisuras se verificé por la impermeabilidad a microorganismos luego de 6
meses de operacion. Este resultado es relevante ya que se pueden mantener condiciones de

asepsia a largo plazo.

En estos MABs la comunicacion célula-célula no se inhibirfa ya que las moléculas de bajo
peso molecular pueden viajar via plasmodesmos en los callos alojados dentro de cada cavidad.
Mas aun, la porosidad de la matriz de silica podria controlarse para disminuir el transporte de
mensajeros intercelulares fuera de la cavidad, contribuyendo asi a que éstos alcancen una

concentracion efectiva que induzca la sintesis de metabolitos secundarios.

Los resultados presentados en este capitulo son alentadores en cuanto a la utilizaciéon de
los MABs en procesos donde cada uno puede ser considerado como un mini-biorreactor. Sobre
esta base, podria construirse un sistema modular a partir de un arreglo de MABs que provea

condiciones homogéneas para el cultivo.
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CAPITULO IV:

CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES:
PROPIEDADES OPTICAS, MECANICAS Y DE TRANSPORTE

« When scientists have learned how to control
the arrangement of matter at very small scale,
they will see materials take an enormously

richer variety of properties.»

Richard Feynman (1959)

El método de sintesis en dos pasos, con inmovilizacién previa en alginato de calcio, en
principio posibilitarfa el disefio de MABs con cualquier tipo celular. Al mantener las células
protegidas durante la sintesis sol-gel se logra una buena viabilidad aun aumentando la
concentracion de los precursores a niveles de citotoxicidad que el encapsulado tradicional (sin
proteccion) no admite. Una clara ventaja del método, es que al poder extender la ventana de
formulaciones en los precursores sol-gel, se pueden sintonizar las propiedades opticas, mecanicas
o de transporte del hidrogel resultante para satisfacer requerimientos especificos, tales como tasa
de fotosintesis, transporte de nutrientes o metabolitos de alto peso molecular y estabilidad

mecanica a largo plazo.

En este capitulo se presentan los estudios realizados con matrices sintetizadas por las vias
de alcoxido y acuosa, variando el pH, la proporciéon de precursores o el agregado de aditivos, con

el fin de evaluar la relacion entre los parametros de sintesis y las propiedades del hidrogel.

1V.1. PROPIEDADES Y ESTRUCTURA DE GELES

La materia blanda presenta propiedades macroscopicas distintivas, intermedias entre las de
los solidos cristalinos y los liquidos. En el caso de las propiedades mecanicas, de acuerdo con la
fuerza ejercida sobre el material y el tiempo que ésta se ejerce, se puede pasar desde un material
elastico hasta un fluido. La presencia de particulas densas en el esqueleto del gel influye tanto en

las propiedades mecanicas como en la calidad 6ptica del material. En este dltimo caso, la
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variaciéon del tamafio de las particulas a través de la sintesis modifica la intensidad de la luz
dispersada que es la propiedad Optica mas relevante para sistemas que absorben en el UV. A su
vez, la gelificacién y consolidacion del gel se produce en una fase liquida que pasa a ocupar el
volumen disponible dentro de la matriz.' El transporte a través del gel esta relacionado con el
tamafio y la conectividad de estas cavidades liquidas (porosidad), que dependen del grado de

entrecruzamiento y de la interaccion del esqueleto con el solvente.

Estas tres propiedades de los geles son muy sensibles a la distribucion de enlaces entre
monoémeros, oligdbmeros, polimeros y particulas, asi como a la magnitud de las interacciones

intermoleculares entre estas especies y, por lo tanto, a las condiciones en que se realiza la sintesis.

Bl anilisis estructural de geles y polimeros no es trivial’> y es un desafio establecer
relaciones entre propiedades y estructura por las diferentes escalas de distancia involucradas. En
los geles de silica, a distancias cortas los vecinos de un atomo de Si pueden ser grupos alcéxido, -
OR, hidroxilo, -OH, o un puente de oxigeno, -OS% Para distancias intermedias, los oligdmeros
pueden ser lineales, ramificados o ciclicos, mientras que en las escalas mas grandes, las estructuras
pueden ser densas con interfaces sélido-liquido bien definidas, uniformemente porosas o redes
tenues con dimension fractal. Los métodos empleados para determinar la estructura en cada
escala se basan en espectroscopias, RMN, Raman e IR, UV-visible, para distancias cortas y

dispersivos, RX, neutrones y luz para las mas largas.

En este trabajo so6lo se presenta una relacion entre las variables de sintesis y las propiedades
macroscopicas de las matrices. Un analisis estructural que permita vincular estructura y

propiedades escapa a los objetivos de esta tesis.

1V.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para esta parte del trabajo se sintetizaron hidrogeles de silica por las dos vias descriptas en
el capitulo I, variando algunos de los parametros de sintesis dentro de rangos que permiten
obtener materiales que pueden ser manipulados sin romperse. En estas muestras no se
encapsularon células, pero el procedimiento general esta pensado para maximizar la
biocompatibilidad. En el capitulo V se presentaran los ensayos de evaluacion del nivel de estrés

desarrollado por microorganismos encapsulados en estos geles.
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IV.2.a. Sintesis de bidrogeles por la via de los alcoxidos

En la sintesis a partir de alcoxidos, la hidrélisis procede por un mecanismo de sustitucion
nucleofilica, que puede ser catalizado tanto por acidos como por bases. En el primer caso estaria
involucrado un grupo alcéxido protonado (ecuaciéon IV.1) y, en el segundo, el grupo hidroxilo

mediarfa el ataque nucleofilico (ecuacion IV. 2).

(OR)_%Si-C|)R+ +H,0 — (OR);Si-(OH) + ROH + H" (IV.1)
H
(OR),Si-OR + OH — (OR),Si-(OH) + RO Iv.2)

Como se menciond en el capitulo I, el punto isoeléctrico de la silica esta alrededor de pH =
2y, por lo tanto, por encima de este valor la velocidad de condensacién es proporcional a la
concentracion de oxhidrilos, mientras que para pH < 2 es proporcional a la concentracion de
protones.’ Por este motivo, se eligié trabajar a pH entre 2 y 4 para combinar una hidrélisis rapida

con una condensacion muy lenta.

Los geles por la ruta de alcoxidos se obtuvieron prehidrolizando la mezcla de precursores
con cantidad estequiométrica de agua para hidrdlisis completa (relacién molar H,O:Si = 4:1).* Se
prepar6 una solucion szock mezclando vigorosamente durante 30 min los siguientes reactivos: 5,58
ml de Tetraetoxisilano (TEOS, Sigma-Aldrich), 1,9 ml de agua y 0,125 ml de HCI (Sigma
Aldrich). Esta mezcla fue posteriormente sonicada para asegurar una adecuada progresion de la
reaccion de hidrolisis. A continuacién se realizé una dilucién al medio con agua y se eliminé el
etanol generado durante la hidrolisis, colocando la muestra en rotavapor para la destilacion
fraccionada a presion reducida. Para la obtencion de geles hibridos se reemplazé parte del TEOS
por 5, 10 6 20% de GPTMS. Estas soluciones sfock son estables durante al menos 30 dias

conservadas a -15 °C.

A partir de las soluciones stock se sintetizaron hidrogeles de TEOS con composiciéon de
sflica en el rango 7 a 16% e hidrogeles mixtos TEOS-GPTMS de composiciéon variable, pero

manteniendo constante la composicion de silica total en el hidrogel.

Para simular la situacién en la cual se encapsula un sistema biolégico se trabajé con un pH
final entre 6,0 y 6,5. Para alcanzar estas condiciones, se mezclaron volumenes de solucion stock y

de buffer fostato (0,5 M; pH 6,5) segin la composicion deseada en el hidrogel final.
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Para los ensayos de compresion se sintetizaron una serie de muestras partiendo de TEOS,
con contenido de silica variable, en moldes cilindricos de acrilico de 3 mm de alto y 3 cm de
diametro. Se dejaron envejecer durante 2 horas y fueron inmersos en exceso de buffer fosfato (pH
6.5, 0.1 M) a 298 K durante 24 horas antes de realizar las medidas. St bien estas condiciones de
envejecimiento se alejan de las empleadas en los MABs, permiten realizar un estudio mas

controlado de las propiedades mecanicas.

Para la evaluacion de las propiedades Opticas se sintetizaron una serie de hidrogeles a partir
de TEOS con contenido total de silica variable y otra serie de hidrogeles mixtos TEOS-GPTMS.
Estas muestras se moldearon en cubetas de cuarzo de lem de camino Optico y se dejaron

envejecer durante 24 h en el medio de sintesis.

IV.2.b. Sintesis de hidrogeles por la via acuosa

Realizando ligeras variantes sobre el procedimiento de gelificacién en presencia de silica
coloidal empleado en el capitulo 11, se partié de soluciones de silicato de sodio, SIL, (Riedel-de
Haén; NaOH 10%, SiO, 27%) y suspension de silica coloidal, COL, (LUDOX HS-40, 40% en
agua) con concentracion total de silice ajustada a 12,7% en peso en la mezcla inicial de
precursores. En una serie se sintetizaron tres hidrogeles diferentes a pH constante (pH= 6,5
ajustado con HCI), variando la relacién molar' de precursores SIL:COL 1:3, 1:4 y 1:5. En otra
serie se mantuvo constante la relacion molar de precursores (SIL:COL = 1:4), variando el pH de

sintesis entre 4,5y 9,0 con HCL

En esta dltima serie de muestras, una vez sintetizadas se dejaron envejecer 24 h al pH de
sintesis y 48 h mas en buffer fosfato (0,1 M; pH 6,5). Posteriormente se lavaron durante 5 dfas con
agua Milli-Q, (con recambio diario del agua de lavado). Con este tratamiento se buscod que la
superficie de los hidrogeles estuviera estabilizada al mismo pH (en las tres formulaciones durante
las mediciones). Desde el punto de vista estructural, el pH de sintesis es mucho mas importante

que el pH de lavado.

1V.3. PROPIEDADES OPTICAS

Algunas de las potenciales aplicaciones de los MABs, tales como biosensores 6pticos-

fotoquimicos, disminuyen su eficiencia a medida que aumenta la absorciéon o la dispersion

i Relacion molar en silice.
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(scattering) de la luz por la matriz. También en el caso de los biorreactores que se basan en la
inmovilizaciéon de organismos fotosintéticos, se requieren matrices con buena longitud de
penetracion de la luz visible. Si bien la absortividad de SiO, es practicamente despreciable en el
visible, el scattering producido por la presencia de inhomogeneidades en el gel, tales como
particulas o burbujas en una escala de tamafio del orden de la longitud de onda de la luz

incidente, es importante.

En sistemas dispersivos se suele emplear el término “extincién” para cuantificar la fraccion

de luz incidente que es transmitida en la direccion de propagaciéon cuando atraviesa la muestra:

e =—log(l; /1,) (IV.3)

donde I es la intensidad de luz y los subindices 0, T, A y S, refieren a incidente,
transmitida, absorbida y dispersada, respectivamente. En adelante se refiere a la calidad ptica

como extincion.
En la aproximacién de Lambert-Beer, la intensidad de luz absorbida cuando el haz

incidente recorte una distancia 1 a través de un material con absortividad a(A) esta dada por:
1n(2) =1, exp(- ar,0) aIv.4)

Para SiO, (vidrio) a0 = 10° cm’, practicamente independiente de la longitud de onda (entre
400 y 1200 nm).’

En la aproximacion de Rayleigh, valida cuando el diametro de un centro dispersor esférico

(d) es mucho menor que la longitud de onda, la intensidad de la luz dispersada es:

d6
Is(A1)a = (IV.5)

IV.3.a. Calidad éptica de geles sintetizados por la via de los alcoxidos

En los hidrogeles de TEOS con distintos contenidos totales de silica se observaron

diferencias en las propiedades 6pticas a ojo desnudo y con medidas de extinciéon a 400 y 500 nm,
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como se ve en la figura IV.1. A medida que aumenta la concentracién total de silica en las
formulaciones, mejoran las propiedades opticas del hidrogel. En estos sistemas, una alta
concentracion de precursor favorece la nucleacion frente al crecimiento. Al formarse particulas
mas pequefias, predomina la gelificacién por enlaces covalentes entre particulas, usualmente
mediadas por oligomeros.® Por el contrario, el menor contenido de silica favorece el crecimiento

de las particulas, aumentando entonces la cantidad de luz dispersada.
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Figura IV.1.

Izquierda: extincién a 400nm (e) y a 500nm (o) de geles de TEOS con distinto porcentaje
de silica total (entre el 7 y el 16%).

Derecha: foto de algunas de estas muestras donde se puede observar a simple vista el
mejoramiento en las propiedades 6pticas con el aumento en el porcentaje de silica en la
formulacion.

IV.3.b. Calidad dptica de geles sintetizados por via de alcoxidos con aditivos

Una estrategia para aumentar la biocompatibilidad es la utilizacién de aditivos que
contengan grupos no hidrolizables. El glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS) cumple esta
funcién, disminuyendo el contacto con grupos silanoles terminales, debido al impedimento
estérico que brindan las cadenas R-OH no hidrolizables en el seno del gel. Si bien de esta manera
se logra efectivamente aumentar la viabilidad celular, muchas veces es a expensas de una

disminucion en la calidad 6ptica y/o mecanica del material.

Las propiedades opticas de geles sintetizados por la via de alcoxidos con 12,7% de silica
total y cantidades crecientes de GPTMS se muestran en la figura IV.2. Con un pequeno agregado
de aditivo (5% con respecto a TEOS) ya se puede apreciar una disminucién importante de la
calidad Optica, observandose opacidad casi total para mayores cantidades. Este aumento del
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scattering indicarfa la formacién de dominios de glicidoxipropilato (menos polares) en el seno del

material que darfan lugar a las inhomogeneidades dispersoras.
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Figura IV.2. Extincion a 400nm (e) y a 500nm (o) de geles de TEOS con un contenido de
silica total fijo en 12,7%, en funcion del porcentaje de silica que corresponde al precursor
GPTMS.

IV.3.c. Calidad éptica de geles sintetizados por la via acuosa

En la figura IV.3 se muestran las medidas de extinciéon a 400 y 500 nm obtenidas para

tres formulaciones con distinta proporcion SIL/COL.

En sistemas con una alta proporciéon de precursor particulado (SIL:COL=1:10), las
imagenes de TEM de muestras liofilizadas muestran un diametro medio de particula en el gel
final que coincide con el calculado suponiendo que el silicato soluble condensa sobre las
particulas preformadas.” Esto es, a bajas concentraciones de silicato soluble predomina la
nucleacién heterogénea sobre las particulas preexistentes. Es posible que para muestras con
mayores concentraciones de silicato soluble (mayor grado de sobresaturaciéon) la nucleacion
homogénea esté favorecida, con la consiguiente formacién de particulas pequefas, que luego
coalescen junto a las particulas preformadas. De esta forma, se explicarfa la menor dispersion de

luz observada para estas ultimas.
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Figura IV.3. Extincién a 400nm (e) y a 500nm (o) de hidrogeles sintetizados por la via
acuosa, con contenido de silica total fijo en 12,7%, en funcién de la relacion molar
COL:SIL entre precursor particulado y polimérico.

IV.4. PROPIEDADES MECANICAS

La respuesta viscoelastica de un material sometido a un esfuerzo (szress, en inglés)" produce
una deformacion (strain, en inglés) que puede ser transitoria o permanente de acuerdo con el
tiempo durante el cual se aplica la fuerza. La funcién que relaciona el cambio en el esfuerzo con

la variacién de la deformacion relativa es el médulo de compresion, G.

Un modo de realizar experimentos en una escala de tiempo suficientemente amplia para
observar respuesta viscosa, predominante a tiempos largos, y respuesta elastica en tiempos cortos
es imponer un esfuerzo periédico con frecuencia ®. En estos casos, la respuesta viscoelastica
también es periédica, con frecuencia ®, pero desfasada en 8 (angulo de fase). En esta situacion el

moédulo de compresion es un nimero complejo que depende de o:

G(w)=G'(w)+iG"(w) (IV.6)

i Se denomina esfuerzo una fuerza aplicada por unidad de area. Hay varios tipos de esfuerzos: compresién en volumen
(presion), estiramiento, de corte
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La parte real en la ecuacion IV.6, G(w), es el médulo de almacenamiento que estd
relacionado con la energia almacenada en contribuciones elasticas en el material. La parte
imaginaria, G’ (w), médulo de pérdida, es una medida de la energfa disipada al aplicar la fuerza.
En la figura IV.4 se esquematiza la dependencia de G (®w) y de G"(®) con la frecuencia para el
caso de un material con respuesta viscoelastica lineal. Esta respuesta lineal se pierde para fuerzas

y deformaciones altas, hasta que se llega al limite de fractura.”
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Figura IV.4. Diagrama esquematico de la variacion del médulo de almacenamiento, G, y
del médulo de pérdida, G”, vs. la frecuencia de medicion, o.

Ll

La evolucién de las propiedades viscoelasticas durante el envejecimiento de geles de silica
esta directamente asociada con el aumento en las uniones Si-O-Si debido a las reacciones de
condensacion. A medida que el gel envejece, el médulo de almacenamiento aumenta mientras que
el médulo de fractura aumenta en estadios tempranos de envejecimiento y luego se mantiene
constante.®

En las aplicaciones en biorreactores, los geles de silica estin sometidos a estrés
hidrodindmico (por agitaciéon continua en los medios de cultivo) y, simultineamente, deben

soportar la presion ejercida por las células o grupos de células encapsuladas, lo cual requiere geles

il maximo estrés soportado por la muestra antes de mostrar fracturas.
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con buena resistencia a la deformacién. La mayor limitaciéon para optimizar las propiedades
viscoelasticas de estos geles se debe a la imposibilidad de envejecer el sistema antes de someterlo

a las condiciones hidrostaticas del medio de cultivo.

IV.4.a. Viscoelasticidad de geles sintetizados por via acuosa

Las mediciones se realizaron con hidrogeles envejecidos durante 30 min de manera tal de
simular las condiciones en las cuales se realiza el encapsulado. Se utilizé un reémetro Anton-Paar
MCR-300 con sistema de medicion cilindrico (PP 30/S; 2,65 mm de didmetro).

En las figuras IV.5 y IV.6 se muestran las medidas de estrés-deformacién para dos
muestras con idéntico contenido total de silica (12,7%) pero distinta relacién COL:SIL.

A partir de la pendiente de estas curvas en la zona lineal se obtuvieron valores de médulo
de compresion de 8100£300 y 0,18 £ 0,02 Pa para las muestras con relacion SIL:COL 1:3 y 1:5,

respectivamente. Esta disminucién de la capacidad de almacenar energia es esperable para un

sistema mas particulado, menos flexible a nivel molecular.
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Figura IV.5. Relacion de estrés-deformacién en la zona lineal para una muestra de
hidrogel sintetizada por la via acuosa con 12,7% de silica total y relacion SIL:COL = 1:3.
En el inserto se grafican todos los datos.
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Figura IV.6. Relacion de estrés-deformacion en la zona lineal para una muestra de
hidrogel sintetizada por la via acuosa con 12,7% de silica total y relaciéon SIL:COL = 1:5.
En el inserto se grafican todos los datos.

IV.4.b. Viscoleasticidad de geles sintetizados por la via de los alcoxidos

Las curvas estrés-compresion se realizaron a 25°C con un analizador de textura Stable
Microsystems TA-XT2i con sistema de medicién cilindrico (P/36R 36mm de didmetro). Las
muestras se comprimieron en forma creciente, desde un 10 hasta un 30% de la altura inicial a una
velocidad de 0,5 mm/s, hasta la observacion de fracturas. Los resultados obtenidos se muestran

en la figura IV.7, en la cual las flechas indican el punto de fractura.

Se observa que a medida que aumenta la concentracién total de silica en las formulaciones,
aumenta la elasticidad del gel y su resistencia a la compresion. De la pendiente de estas curvas se
obtuvieron los valores de médulo de compresion que se grafican en la figura IV.8 en funcion del

contenido de silica.

Estos resultados son consistentes con las propiedades Opticas analizadas en la seccion
anterior. Para los geles sintetizados por la via de los alcéxidos una menor concentracion de
precursores previene el crecimiento por agregacion, produciéndose geles particulados con
particulas densas y de mayor tamafio. En el otro extremo, en los geles mas concentrados en silica
se produce una agregacion mas temprana, resultando en una red mas entramada de particulas
pequefias, mas flexible” y por lo tanto con mayor posibilidad de almacenar energia frente a una

perturbacién mecanica.
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Estrés de compresion (MPa)

Deformacion (% AL/Lo)

Figura IV.7. Curvas estrés-deformacion de hidrogeles basados en TEOS con cantidad de
SiO; variable: 16%, 13% y 7%. Las flechas indican la aparicion de fracturas masivas.
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Figura IV.8. Evolucion del modulo de compresién en funcién del contenido de silica. Los
médulos fueron obtenidos a partir de las pendientes de los graficos de estrés-
deformacion, medidas entre el 10 y el 20% de compresion.
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1V.5. PROPIEDADES DE TRANSPORTE

El transporte en estas matrices resulta, literalmente, de vital importancia. Por un lado se
necesita que difundan los nutrientes presentes en el medio de cultivo externo hacia el seno del
material donde se encuentran las células encapsuladas. Por otro lado, si se disefia un biorreactor
para la producciéon de algun metabolito de interés, se requerira que este ultimo difunda hacia el
medio externo. Otra aplicaciéon de estos biorreactores modulares, esta relacionada con la
remediacion de medios liquidos contaminados. En este ultimo caso el transporte de
contaminante hacia el interior del gel debe estar controlado para regular la concentracion de
contaminante en contacto con el organismo remediador encapsulado. En el capitulo VI se

describe un caso de biorreactor basado en estas propiedades del MAB.

En sistemas porosos, el gradiente de concentraciéon involucra dos procesos: difusion y
adsorcion. Este ultimo es particularmente importante en los geles de silica debido a la alta

superficie especifica, hidrofilicidad y carga superficial de las paredes de los poros.

IV.5.a. Isotermas de adsorcion

A partir de la naturaleza de la interaccion entre la molécula adsorbida (adsorbato) y la
superficie (adsorbente), los fenémenos de adsorciéon pueden clasificarse como fisisorcion y
quimisorcion. En el primer caso, la uniéon es por fuerzas de tipo Van der Waals, sin redistribucion
significativa de la densidad electrénica ni en el adsorbato ni en el adsorbente. Por el contrario, la

quimisorcion involucra un reordenamiento de la densidad electronica.

El modelo de quimisorciéon mas simple es el de Langmuir, que considera que: (i) todos los
sitios del adsorbente son idénticos, (ii) los adsorbatos estan fijos en los sitios (no hay difusion
superficial), (iif) sélo se adsorbe una monocapa y (iv) las moléculas adsorbidas no interactuan
entre si. Con estas suposiciones, igualando las velocidades de adsorcion (IV.7) y desorcion (IV.8),
se obtiene una funcién que relaciona la fraccién de supetficie cubierta (€) con la concentracién

de equilibrio en la solucién o isoterma de adsorcion (IV.9).

vV, =ky(1-0)C V.7

Vg =Kg0 (IV.8)

0= _KCe (IV.9)
(1+KCy)
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donde K es la constante de equilibrio de adsorcion (K =4,/£,) y Ce, la concentracion de equilibrio

en la solucion.

Suponer que la energfa de adsorcién es independiente del sitio en el cual se adsorbe la
molécula es poco realista, especialmente para superficies que exponen diferentes grupos a la
interfaz, como es el caso de 6xidos en soluciones acuosas. Para considerar la heterogeneidad
superficial hay que definir la funcién de distribuciéon de energia de activacion de los sitios de
adsorcion. Considerando una distribucion gaussiana de ancho @, la isoterma de adsorcion toma la
forma de la ecuacién IV.10. "

KT

KCg) @
g= el (IV.10)

1+(KCg) *

Esta ecuacién, cuando se aplica a bajos cubrimientos converge a la isoterma empirica,

propuesta por Freundlich a fines del siglo XIX:
S =KC; IV.11)

donde § es la masa adsorbida por unidad de masa de adsorbente, K es la constante de adsorcion,

y 7 una constante cuyo valor varia entre 0 y 1.

La isoterma de Freundlich describe la adsorcion de muchos sistemas, especialmente
aquellos que contienen solutos en una interfaz sélido/liquido." Otras isotermas, como la de
. . . . . 12 .
Temkin, que refleja una heterogeneidad superficial importante, ~ se verifica mayormente para

adsorcién de gases en superficies metalicas.

IV.5.b. Adsorcién de colorantes en geles sintetizados por la via acuosa

Las isotermas de adsorciéon de VM se determinaron para tres hidrogeles sintetizados con
relacién SIL:COL = 1:4 y pH 4,5 (hidrogel I), 7,0 (hidrogel II) y 9,0 (hidrogel IIT). Cada muestra
se prepar6 en cubetas de espectrofotometro, pesando una porcion de hidrogel y solucion de
colorante VM. Para cada hidrogel se emplearon 10-15 concentraciones iniciales de VM. Se agit6d
en agitador orbital (120 rpm durante 48 h), se dejé que decantaran las particulas mas pequefias
resultantes de la fragmentacion del gel, y se midi6 la absorbancia del sobrenadante en equilibrio
con el gel. La concentracion de colorante en equilibrio con el gel se determiné por el area de la

banda de absorcion.
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El maximo valor de concentracion inicial estuvo determinado por la estabilidad del gel, que
presentd disgregacion por encima de cierta cantidad de colorante. En la figura IV.6 se muestran, a
modo de ejemplo, los espectros de absorciéon medidos para construir la isoterma de adsorcion del

colorante VM en el hidrogel I.

0.08 4

0.07 4

0.06 4

0.05 4

0.04 4

Absorbancia

0.03 4

0.02 4

0.01 4

490 540 590 640
Longitud de onda (nm)

Figura IV.6. Espectros de absorcion de soluciones de colorante verde de malaquita (VM)

en equilibrio con muestras de hidrogel I, medidas para construir la isoterma de adsorcion
de VM. En linea de puntos se muestra el espectro de VM en solucién.

La concentracién de colorante VM adsorbido para una dada masa de hidrogel se midi6 por
diferencia entre los valores de concentracion inicial y concentracion de equilibrio en solucién. En
la siguiente figura se grafica la concentraciéon de colorante VM adsorbido (umoles/g de hidrogel)
en funcién de la concentracion de colorante remanente en la solucién en equilibrio, Ce, para los
hidrogeles I, II y III. Se muestra también el ajuste con la ecuacién IV.11 del cual se obtienen los
parametros de la tabla IV.1. Se observa que, en los tres casos, no se alcanza saturaciéon de la

superficie, lo cual permite suponer que se esta en un limite de bajo cubrimiento.

La validez del ajuste con el modelo de Freundlich se confirma a partir de los valores de 7,
cercanos a 1. Esto implica que se puede suponer una heterogeneidad débil en la pared de los

poros originada por atomos de silicio con diferente coordinacién superficial.

Los valores de 7 y K obtenidos para el gel sintetizado a pH = 4,5 son significativamente
distintos a los obtenidos para los sintetizados en medio neutro o basico. Dado que en la ecuaciéon
IV.11 la constante de equilibrio de adsorcién no esta normalizada por el area real del adsorbente,
se pueden atribuir las diferencias encontradas a una mayor area del gel sintetizado en medio
acido, compuesto por particulas mas pequefias (ver figura 1.2). A su vez, es razonable suponer
que este gel, con entramado més polimérico, presente mayor heterogeneidad superficial, como se

desprende del menor valor del parametro #.
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S (MmOl/g hidrogel)

hidrogel IlI

1.0

Ceq (uM)

Figura IV.7. Colorante VM adsorbido (umol/g) en funcién de la concentracién de colorante
en la solucién en equilibrio con el gel. La linea es el ajuste segun la ecuacion V.11 del

cual se obtienen los parametros de la tabla IV.1.

Tabla IV.1. Parametros obtenidos por ajuste con la ecuacion IV.11 para hidrogeles sintetizados a

diferentes pH con relacién SIL:COL = 1:4

Hidrogel I I 11
pH de sintesis 4,5 7,0 9,0
0,78 + 0,06 0,88 + 0,03 0,88 +0,03
K 16,5+0,4 11,3+0,2 10,3+£0,2

IV.5.c. Difusion en medios porosos

Una diferencia de concentracion de soluto entre dos puntos de una solucién implica un
movimiento del soluto que se describe con las leyes de Fick. La primera (ecuaciéon IV.12)

relaciona el flujo con el gradiente de concentracion y la segunda (ecuacion IV.13) tiene en cuenta

que, al cambiar la concentracién en un punto, el flujo depende del tiempo.

Para el caso de difusion lineal semi-infinita, a partir de una fuente puntual, de la ecuacion

IV.14 se obtiene la dependencia de la concentracién con el tiempo para cada punto.
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—

J=-DVC (IV.12)
oC _ DV2C IV.13)
ot
—x2
C(x,t)=—_g4D1

——€
,_7Z'D " (IV.14)

El coeficiente de difusion de iones en soluciones acuosas se calcula a partir de medidas

conductimétricas, relacionandolo con la conductancia a través de la ecuacion de Nernst-Einstein.

Para describir la difusion en medios porosos hay que considerar tres factores adicionales: (i)
el volumen disponible para la fase liquida (porosidad, €), (i) el recorrido no lineal entre dos
puntos debido a la tortuosidad () del camino y (iii) el tamafio y forma irregular de los poros
(constrictividad, 8). Este dltimo es importante para la difusién en medio con poros del orden del

diametro molecular. Teniendo en cuenta estos factores, el coeficiente de difusién que se obtiene a

partir de las leyes de Fick es un coeficiente de difusion efectivo:

DS
D =%
of =73 (IV.15)

Para medir las propiedades de transporte de solutos en hidrogeles se han implementado

. .. , . : 13,1
dispositivos o métodos mis o menos complejos, >

como por ejemplo, el monitoreo por
métodos electroquimicos de las sondas libres en soluciéon."'® Sin embargo, la interpretacién de
los datos no es directa cuando existen procesos acoplados en la misma escala de tiempo

(adsorcion, transferencia de carga, reacciones quimicas).

IV.5.d. Difusién de colorantes en geles sintetizados por la via acuosa.

La difusion de solutos a través de los hidrogeles de silica se estudié con un protocolo
basado en la manipulacién de iméagenes digitales'” utilizando el software libre Image]."* Para ello,
los hidrogeles I, II y III se moldearon entre portaobjetos paralelos, con un espesor (camino

optico) de 1 mm, como se esquematiza en la figura IV.8. Se utilizaron como sondas distintos
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colorantes, que fueron sembrados descargando 6 pl de solucién acuosa del colorante sobre la
interfaz hidrogel/aire (tempo 0). Las muestras de hidrogel soportadas se colocaron sobre un

escaner digital, con el cual se tomaron sucesivas imagenes del perfil difusional a distintos tiempos.

1 mm

T

Difusién en
10 mm _ 1 dimension

Figura IV.8.

Esquema de muestra en la celda disefiada para medir el transporte de colorantes. En
celeste se muestra la cara superior, donde se siembra el colorante a tiempo 0. La
geometria del arreglo determina una difusién en una dimension.

Para realizar la cuantificacion se analizé la intensidad de rojo (Iy), verde (1)) y azul (1) de
cada imagen y se procesaron estos datos para obtener un valor de intensidad de color
normalizada independiente del escaner y la matriz empleados. Para cada colorante empleado, se
buscé la expresion que diera un mejor coeficiente de correlacion para la relacion lineal entre la
intensidad de color y la concentracion. Para el VM, que tiene como componentes mayoritarios al

verde y al azul, se utilizé la siguiente expresion para calcular la intensidad de VM normalizada

(I VM,N) :

I =1-—R (IV.16)
+

Las medidas fueron realizadas a 25°C y se consider6 despreciable el cambio de temperatura
asi como la fotodegradaciéon de los colorantes durante el escaneo. Se comprobé que el sellado de

cada celda fuera suficiente para evitar evaporacion del solvente en el tiempo del experimento. Los
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tiempos de mediciéon fueron seleccionados de forma tal de obtener un perfil difusional con

suficiente cantidad de puntos en el rango de respuesta lineal.

Para conocer el rango de respuesta lineal se realiz6 una calibracién moldeando, en las
mismas celdas, hidrogeles sintetizados con distintas concentraciones de colorante. En la figura

IV.9 se muestra una curva de calibraciéon representativa.

140 mM
80 mM 0.72 1
60 mM
0.70 A
z
_>
40 mM
0.68
20 mM
10 mM 0.66 -
0 20 40 60 80 100 120 140
0

Concentracion VM / uM

Figura IV.9. Calibracion del sistema de medicion con colorante verde de malaquita (VM).

Los puntos fueron medidos a partir de imagenes escaneadas de hidrogeles con agregado
de distintas concentraciones de VM durante la sintesis. A la izquierda, junto a cada
imagen se indica la concentracién de colorante en el hidrogel.

Se trabaj6 con los tres colorantes cuyas estructuras moleculares se muestran en la figura
IV.10. Uno de ellos, el naranja de xilenol (NX), es anidénico y en consecuencia no se adsorbe
sobre la pared de los poros que, para las 3 muestras, esta con carga neta negativa. L.os otros
colorantes, verde de malaquita (VM) y cristal violeta (CV), son catidnicos y, por lo tanto, se

adsorben fuertemente sobre silica a pH > 2.

Dadas las dimensiones del gel y el hecho de que el colorante se coloca y se esparce
homogéneamente por la cara superior, puede considerarse que la difusiéon ocurre sélo en una

dimensién, como se esquematizé en la figura IV.8 y puede emplearse la ecuacion IV.14.
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Figura IV.10. Formulas de los colorantes utilizados: de izquierda a derecha, verde de
malaquita (VM), cristal violeta (CV) y Naranja de xilenol (NX).

En la figura IV.11 se muestran los perfiles difusionales de NX medidos en el hidrogel I a
660, 720 y 780 s y el ajuste con la ecuaciéon IV.4 para un coeficiente de difusion efectivo
optimizado D = (2,5 £ 0,3) x 10"’ m*/s. Con el mismo procedimiento se obtuvieron coeficientes
de difusion (3,3 + 0,3) x 10" m?/s y (2,9 = 0,3) x 10" m?/s, en los hidrogeles II y III,
respectivamente. Estos valores son comparables a los reportados para otras moléculas que no son
adsorbidas en hidrogeles de silica. Por ejemplo, se ha determinado que para Cr(VI) en hidrogeles

sintetizados a partir de silica coloidal D, esta entre 1,76 y 8,48 x 10"’ m*/s, segtin el contenido de

silica de la matriz.
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Figura IV.11. Evolucién del perfil difusional de NX en la muestra de hidrogel I.

Se muestran los perfiles difusionales medidos a distintos tiempos (indicados en el grafico).
La linea corresponde al ajuste con la ecuacion 1V.14. En el inserto se grafica el coeficiente
de difusién optimizado a partir de cada una de las curvas.

84



Capitulo IV: Caracterizacién de los hidrogeles: propiedades 6pticas, mecanicas y de transporte

Por otro lado, de acuerdo con lo esperado para geles particulados con tamafios de poro
relativamente grandes, los coeficientes de difusién efectivos medidos en las tres muestras no
presentan diferencias significativas. El coeficiente de difusion efectivo del i6n Ni** en matrices de
silica sintetizadas a partir de TEOS es del orden del coeficiente de difusién acuosa, entre 4,1 y 7,0
x 10" m?/s, cuando los poros tienen didmetro mayor a 5 nm. Por debajo de este valor, se
determinaron factores de retardo entre 100 y 1000."” Cabe aclarar que estos geles son mas
poliméricos que los hidrogeles preparados a partir de silica coloidal, incluso en el caso del

hidrogel I sintetizado a pH 4,5.

Del mismo modo, se midieron los perfiles difusionales de los colorantes VM y CV para
cada hidrogel a distintos tiempos (320, 369 y 911 min). En la figura IV.12 se muestran, a modo de

ejemplo, los perfiles difusionales de VM a dos tiempos distintos.

Para los colorantes catiénicos el proceso de difusion esta acoplado con la adsorcion. En

este caso, el perfil difusional queda descripto por la expresién:*

&€ _p oC_os
ot ef axz ot Iv.17)

donde C es la concentracion de colorante en soluciéon y § la concentraciéon de colorante

adsorbido.

Dado que la adsorcion del colorante es lenta (en los experimentos de adsorcion

presentados en la seccién anterior fueron necesarias mas de 36 h para alcanzar el equilibrio) y el

grado de cubrimiento supetficial es bajo (6 — 0), la ecuacién IV.17 puede reescribirse:

oC 02C
= D= _
e ox2

k.C V.18
ot a (V19

LLa ecuacion IV.18 se ajusta a los perfiles difusionales con los parametros de la tabla IV.2.
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Tabla IV.2. Constantes de adsorcion (k

a) Y coeficientes de difusion efectiva (D

f) de los colorantes verde

de malaquita (VM) y cristal violeta (CV) extraidos del ajuste de los perfiles difusionales medidos al

modelo propuesto (ecuacion 1V.16), en muestra

s de hidrogeles sintetizadas a distinto pH.

Hidrogel I Il i
pH de sintesis 4,5 7,0 9,0
ke |(1,15+0,05)x10°min* | (7,8+0,4)x 10*min™ (7,1+0,4) x 10*min™*
VM
Det (1,3£02)x10" m%s | (2,3+0,2)x10"° m¥s | (2,0+0,2)x 10" m%s
Ka (2,3%0,1) x 10 min™ (1,2+0,1) x 102 min™ (1,3+0,1) x 10Zmin™*
cv
Det (1,7+03)x10"” m%¥s | (25+0,2)x10"° m¥s | (2,2+0,2)x 10" m%s
80
70 +
S 60 hidrogel |
= — hidrogel I
; — hidrogel I
c
§e]
(&)
g
=
]
(&)
c
@]
(@]
O T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Distancia (mm)
60
%__: 50 | hidrogel |
= — hidrogel lI
S 40 | Ierod
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€ 30 {7
g s <X
S 20
o T
5 oe
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..,H“”;; ..... Y
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Figura IV.12. Perfiles difusionales del colorante VM en las muestras de hidrogeles, medidas a
dos tiempos distintos: 369 min (arriba) y 911 min (abajo). La linea corresponde al ajuste con la
ecuacion 1V.16 y los parametros de la Tabla V.2
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No se observaron diferencias significativas entre los hidrogeles II y III, tanto para los
valores de constantes cinéticas de adsorcion, como para los coeficientes de difusién efectivos
obtenidos para ambos colorantes. Para el hidrogel I, se obtuvieron constantes cinéticas de
adsorcion mayores y coeficientes de difusién menores que para los geles sintetizados a mayor pH.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en la secciéon anterior ya que, al ser mayor el
area es esperable una constante de velocidad (no normalizada) mayor. Por otra parte, la estructura
mas cerrada de los geles mas poliméricos, como los sintetizados en medio 4cido, puede estar
generando una fracciéon no despreciable de poros con diametro suficientemente pequefilo como

para inhibir el transporte del soluto libre (no adsorbido).

Si bien no hay diferencias significativas entre los D,; para los 3 hidrogeles, el efecto de la

adsorcion genera un retardo en el transporte del colorante a través de la matriz.

Estos parametros permiten estimar, a partir de simulaciones numéricas, la concentracion de
colorante en solucién en funcién de la distancia y el tiempo transcurrido. Este dato es necesario
para el diseno de MABs en los cuales se quiere controlar la concentraciéon de especies en la

interfaz entre la matriz y la cavidad.

1V.6. PRINCIPALES RESULTADOS DE ESTE CAPITULO

El estudio de las propiedades 6pticas, mecanicas y de transporte de hidrogeles sintetizados
por distintas vias permite afirmar que los geles mas particulados presentan mayor opacidad,
menor elasticidad y, probablemente menor area y tamafo de poro, que los formados por
particulas mas pequefias (geles poliméricos).

Estos resultados ponen condiciones de contorno adicionales para la preparacion de MABs
y los parametros a emplear dependeran, no sélo de las mejores condiciones biocompatibles, sino
también de las que provean las mejores propiedades operativas. Los casos presentados en este
capitulo permiten una racionalizacion de la sintesis a través del ajuste de las variables que llevan a

un gel mas polimérico o mas particulado.

En el siguiente capitulo se mostraran los experimentos realizados para evaluar el estrés
desarrollado por los microorganismos encapsulados en las distintas matrices sol-gel, lo cual

brinda herramientas para estimar la biocompatibilidad del proceso de sintesis.
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CAPITULOYV:

ESTRES CELULAR EN EL DESARROLLO DE LOS MABS

La Nature est un temple ou de vivants piliers
laissent parfois sortir de confuses paroles;
'homme y passe a travers des foréts de symboles
qui I'observent avec des regards familiers.

Charles Bondelaire

La célula, como minima unidad viva, muestra un patrén complejo de respuestas a las
variaciones de su entorno. Los cambios en factores externos del ambiente son captados por las
células y esa informacion, procesada mediante complejos mecanismos de transduccion de senales,

modula la biosintesis de productos metabdlicos y regula la expresién del fenotipo celular. '

Lla mayoria de los trabajos publicados evalian la biocompatibilidad de los diferentes
procedimientos de encapsulacion en base a medidas de la viabilidad inicial y al grado de
supervivencia en el tiempo de las células encapsuladas, sin considerar la complejidad inherente a
la interaccién de una célula con un entorno o una matriz foraneos.? Sin embargo, para ciertas
aplicaciones, toda la maquinaria biosintética puede estar comprometida. En este caso una
evaluacion del estado fisiologico de las células es de gran importancia ya que la célula, aunque

viva, puede estar lo suficientemente dafiada como para no generar la respuesta esperada.

En este capitulo se presenta el disefio y desarrollo de un método para evaluar la influencia
de las principales variables del procedimiento de sintesis sobre el nivel de estrés celular de

levaduras encapsuladas en hidrogeles de SiO,.

V.1. RESPUESTA A ESTRES AMBIENTAL

La respuesta al estrés es una respuesta a cualquier cambio ambiental desfavorable,
mediante la cual el organismo se prepara para enfrentar las posibles demandas generadas por la

nueva situacion. Por ejemplo, la alta salinidad, la escasez de agua, la no disponibilidad de
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nutrientes y las temperaturas extremas son variables ambientales comunes que condicionan

significativamente el crecimiento y desarrollo de animales, plantas y microorganismos.

Estas respuestas favorecen el procesamiento mas rapido y eficaz de la informacion
disponible, posibilitando la selecciéon de conductas adecuadas y preparando al organismo para
actuar de forma mas rapida y vigorosa. Dado que se activan gran cantidad de recursos, hay una

importante demanda energética asociada.

Numerosos genes aumentan su expresion en estas situaciones. Fistos pueden clasificarse en
dos grandes grupos: a) genes cuyos productos protegen directamente, contrarrestando el estrés
experimentado y b) genes que actian indirectamente, regulando la expresiéon génica de otros
genes de estrés o modulando las vias de sefializacién.” El primer grupo incluye genes que
codifican enzimas requeridas para la produccién de osmolitos intracelulares, proteinas del grupo
LEA (Late Embryogenesis Abundant proteins), chaperonas, proteinas anticongelantes, proteinas de
unién a mRNA y enzimas involucradas en la detoxificacién. El segundo grupo incluye genes que
codifican, entre otros, factores de transcripcion, proteinas kinasas y enzimas involucradas en el

metabolismo del fosfoinositol. **>

Las levaduras son organismos modelo para el estudio de la respuesta a estrés de células
eucariotas.” Los factores que causan estrés en levaduras son muchos: variaciones de presion,
fuerza id6nica, pH, temperatura, presencia de agentes oxidantes o reductores, etc. Como se
muestra esquematicamente en la figura V.1., para cualquiera de dichos parametros existe un valor
optimo, en el cual el microorganismo mantiene una alta tasa de division. Pequefias variaciones en
un parametro generan cambios leves en la fisiologfa celular: dentro de este rango de tolerancia,
disminuye la tasa de division celular. Cuando un parametro se aparta significativamente del valor
optimo, se disparan sefiales de arresto del ciclo celular. Dentro de ciertos valores limite, el
microorganismo ya no se reproduce pero permanece viable durante un lapso de tiempo acotado.

Una vez superados los limites de viabilidad, el microorganismo muere.

En levaduras se identificaron diversos factores de transcripcion tales como Sko7 que se
inducen ante un estimulo muy especifico (estrés osmético, en el caso del factor citado).” Sin
embargo, muchos otros genes se inducen ante una variedad de factores. Cuando el
microorganismo pasa de un metabolismo fermentativo a uno oxidativo, el nivel de especies
reactivas de oxigeno (ROS, de su sigla en inglés) aumenta considerablemente en el espacio
intracelular, pero esto también ocurre cuando se expone a determinados factores ambientales,
tales como metales pesados, radiaciones nocivas o especies que generen radicales libres. Diversos
mecanismos fisioldgicos mantienen la homeostasis de 6xido-reduccion intracelular: estos incluyen

la sintesis de antioxidantes y de enzimas que destruyen los oxidantes o reparan el dafio por ellos
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causado. Bl estrés oxidativo aumenta, por ejemplo, a medida que el cultivo envejece pasando de

la etapa de crecimiento exponencial a la fase estacionaria. 8

VALOR OPTI MO

Figura V.1. La doble flecha en bloque simboliza la variacién de un determinado pardmetro
(pH, temperatura, fuerza ionica, presion) en torno al valor 6ptimo para el desarrollo del
microorganismo (verde). Dentro de un cierto rango de tolerancia, el organismo se divide
con una tasa menor (amarillo). Dentro de ciertos limites, se detiene la division celular,
pero aun asi el microorganismo puede mantenerse viable (naranja). Si las condiciones
son muy adversas, el microorganismo muere (rojo).

Un tipo de estrés de relevancia en aplicaciones biotecnoldgicas es el causado por un
aumento en la presiéon, como el que ocurre en confinamiento, el cual influencia procesos
moleculares importantes tales como el plegamiento de proteinas, la transicion de fase de la bicapa
lipidica y la unién de ligandos a sitios especificos. Estos ultimos, a su vez, afectan
significativamente la fisiologfa celular. Dado que existen efectos comunes causados por distintos
agentes, la célula genera un patrén de respuesta general a estrés. Dentro de este tipo de genes se
encuentra la familia de las proteinas de shock térmico (Hsp, de su sigla en inglés: Heat Shock
Proteins), las cuales mantienen ese nombre por motivos histéricos, ya que fueron identificadas
analizando el cambio en el perfil de expresion al someter al organismo a shocks de temperatura
aunque mas tarde se verificé que aumentaban su expresién ante practicamente cualquier causa de
estrés celular. La Hsp12p es una proteina hidrofilica pequefia de respuesta general a estrés, cuya
transcripcion esta regulada positivamente por una gran variedad de factores, que incluyen estrés

osmotico y oxidativo, presion, temperatura, presencia de etanol y limitaciéon de nutrientes.

De esta forma, analizando el nivel de expresién de un tnico gen de respuesta general a
estrés, es posible tener informacién sobre el nivel de estrés al cual esta expuesto el

microorganismo sin importar el agente que lo causa.
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La ingenierfa genética permite generar microorganismos transgénicos en los cuales se
adiciona una copia del gen de interés fusionada al gen que codifica para una proteina “reportera”,
esto es una proteina que pueda ser identificada con facilidad. De esta manera se obtienen
microorganismos transgénicos que muestran una sefial claramente visible ante un estimulo
determinado, constituyendo verdaderas sondas bioldgicas. Se utiliz6 como gen de respuesta
general a estrés Hsp72, y el gen reportero usado codifica una proteina fluorescente verde, GFP, de
su sigla en inglés: Green Fluorescent Protern. Este sistema fue propuesto como herramienta para

. , 9
monitorear el estado general de estrés en levaduras.

V.2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El sistema de medicién se desarrollé en base a trabajos en los cuales se encapsularon' o se
inmovilizaron sobre la superficie de sflica'' cepas de E. w/i que expresaban protefnas
recombinantes fluorescentes. A partir de esos MABs, se desarrollaron biosensores para el
monitoreo del nivel de estrés ambiental.”” En este dltimo trabajo se pudieron sensar compuestos
mutagénicos midiendo la expresiéon del gen RecA ' acoplado a GFP. También se estudié la
viabilidad celular, medida a partir de la intensidad de fluorescencia en presencia del inductor, en
funcién del tiempo para distintas condiciones de sintesis de geles secos.” Otra cuestiéon analizada
con estos sistemas fue la distribucién de células en el seno de las matrices sol-gel en los
encapsulados directos, ya que las poblaciones encapsuladas pueden observarse facilmente
mediante sondas fluorescentes. En otro de los trabajos citados se estudi6 la citotoxicidad del
alcohol liberado como subproducto en la condensacion de alcoxidos, utilizando el gen de shock

térmico GrpE.

V.2.a. Cepas y condiciones de cultivo

Como control se utilizbé otra cepa de S. cerevisiae que codifica para la proteina de fusion
GIn3:GEFPp. GIn3 es una proteina de expresion constitutiva, citoplasmatica, que se expresa
normalmente en bajos niveles. Sin embargo, cuando la cepa es crecida con fuentes pobres de
nitrogeno, adquiere sefial de exportacion al nucleo. Mediante la observaciéon de la fluorescencia
localizada en el nicleo se puede identificar si la célula se encuentra metabdlicamente activa en las

condiciones del ensayo.

i El gen ReeA se induce cuando hay dafio al ADN.

96



Capitulo V: Estrés celular en el desarrollo de los MABs

En la figura V.2 se esquematiza la estrategia de construcciéon de las cepas comerciales

utilizadas, ambas genoma Mata his3AT len2A0 met1 5A0 ura3A0.

Producto de PCR GEE{ HISGMXE |

Recombinacion

homéloga/”
Cromosoma

— ORF T oRF 1
o Vil ¢ ey
Proteina de fusion NH, —{_ Protsin H{;Fp}\—GOOH

/Hrlk

Figura V.2. Estrategia para la construccion de las cepas de levadura que expresan las
proteinas recombinantes Hsp12::GFP y GIn3:GFP."

Las levaduras se cultivaron en medio de cultivo liquido YPD (1% extracto de levadura,
2% peptona y 2% glucosa). Todos los cultivos se incubaron a (30x1) °C con agitacion

permanente en agitador orbital para mantener adecuada aireacion.

Al incubar los materiales con actividad biologica (MABs) en el medio de cultivo anterior
se observo una fuerte emision en el verde probablemente debido a la interaccion de alguno de sus
componenetes con la matriz. Para eliminar esta interferencia, la incubaciéon en MABs se realiz6 en
medio minimo YNB (Yeast Nitrogen Base; Difco) al 0,67%, sin aminoacidos y con el agregado

de sulfato de amonio, 2% de glucosa y las auxotrofias necesarias.

V.2.b. Procedimientos de encapsulacion directa en hidrogeles de silica

Los hidrogeles por la ruta de los alcoxidos se obtuvieron segun se describe en la seccion
IV.2.a. Para la incorporacion de células de levadura se partié de 2,0 ml de cultivo en fase
exponencial de crecimiento (absorbancia a 570 nm: 0,6 a 0,8), el que se coseché por

centrifugacion y se resuspendio en 2,0 ml del buffer fostato.
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La sintesis de los hidrogeles por la ruta acuosa se realizé segin se describe en la seccion
IV.2.b. Las levaduras se cosecharon a partir de un cultivo liquido como se describe mas arriba,
pero se resuspendieron en agua. Las observaciones se realizaron esparciendo una alicuota de esta
mezcla sobre un portaobjetos. Inmediatamente, se coloc6 un cubreobjetos sobre la muestra antes
de que la misma alcanzara la gelificacién. Se generaron asi geles de 1 mm de espesor entre ambos
vidrios. Previo a la observacién microscépica, las muestras se incubaron a (25x1) °C por un lapso
de 30 min. Este ultimo tiempo fue fijado en base a los resultados que se detallan mas adelante en

este capitulo.

V.2.c. Procedimiento con inmovilizacion previa en alginato

Las muestras se prepararon siguiendo el procedimiento general detallado en la seccién
11.3.a. Ademas de evaluar el estrés celular en los MABs terminados, se midi6 el estrés en cada una
de las etapas intermedias del proceso de sintesis. En la etapa I, se coseché por centrifugaciéon una
alicuota de 500 pl de cultivo en fase exponencial de crecimiento y se resuspendié en 2,0 ml de
soluciéon de alginato de sodio, Na-alg, (las concentraciones empleadas en los distintos
tratamientos fueron 0,5%, 1,0%, 2,0% y 4,0%). En la etapa II, se prepararon capsulas de alginato
de calcio poniendo en contacto las suspensiones celulares con CaCl, 0,1 M durante 30 min. A
continuacioén, en la etapa III, se cortaron las capsulas en secciones de 0,2 a 0,3 mm de espesor y
se verti6 sobre ellas una mezcla de precursores de silica (relacion molar SiO,:agua 4:100;
proporcién de precursores particulados a poliméricos 4:1) instantes antes de alcanzar el punto de
gelificacion, de forma tal de obtener, como en el caso anterior, un gel de aproximadamente 1
mm de espesor. Estas muestras fueron expuestas por 15 min a una solucién de citrato de potasio
5 mM. Por dltimo, se enjuagaron dos veces con agua y se incubaron en medio liquido YNB a

(25£1) °C con agitaciéon orbital (120 rpm) por un lapso de 30 min.

V.2.d. Analisis de Na(I)

Para monitorear el proceso de gelificacion de alginato, se llevaron a cabo medidas directas
de la concentracion de Na(l) por Espectroscopia de Absorcion Atémica (AAS, de su sigla en
inglés) tanto en la solucién de Na-alg como en la solucién externa (CaCl, 0,1 M) en funciéon de el
tiempo de entrecruzamiento. Las concentraciones de Na(I) dentro de la capsula de alginato

fueron calculadas a partir de la diferencia entre la concentracién de Na(l) presente en la gota
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inicial de solucién de Na-alg y las medidas en la soluciéon externa de CaCl,, teniendo en cuenta el

cambio en volumen de la capsula en funciéon del tiempo.

V.2.e. Cuantificacion de la fluorescencia

Dado que el método se basa en la expresion de proteinas de novo, se requiere un tiempo de
induccion entre el sensado del factor de estrés y la manifestacion de la fluorescencia debida al
aumento en la expresion de la proteina de fusién. Para estudiar la dependencia en el tiempo de la
expresion de Hspl12:GFPp, se realizaron mediciones directas de suspensiones de células enteras
mediante un espectrofluorometro QuantaMaster QM1 estacionario (la longitud de onda de
exitacion fue 466 nm y el rango de integracion de emision, 490 a 525 nm). Estos ensayos,
realizados con células preincubadas en distintas concentraciones de cloruro de sodio como factor
de estrés, permitieron determinar tanto el tiempo de incubaciéon previo a la observaciéon de las

muestras en microscopio confocal como el rango de tolerancia a sodio de las cepas empleadas.

Las observaciones microscopicas fueron realizadas con un microscopio confocal Olympus
FV300 (fuente de laser: Ar, 488 nm) equipado con soffware que permite una variacién continua de
la intensidad incidente. Los parametros con los cuales se tomaron las imagenes en el microscopio
confocal fueron configurados en forma tal de obtener una sefial baja pero discernible para el
tratamiento de menor concentraciéon de sodio y, a partir de ésta, dichos parametros se fijaron para

todas las demas muestras.

Para la adquisicion de la imagen se hizo en cada caso un barrido en profundidad. Para cada
célula se cuantifico la intensidad de fluorescencia correspondiente al plano focal utilizando el
software de procesamiento de imagenes Image] (version 1.37v)." Se recortaron los contornos de las
imagenes de células y se cuantificé la intensidad dentro de dicho contorno (en unidades
arbitrarias). En todos los casos, las medidas resultan del procesamiento de al menos 10 imagenes

de células en su plano focal.

V.3. INTENSIDAD DEL ESTRES DURANTE LA ENCAPSULACION

De acuerdo con trabajos previos, no se detecté expresion de Hspl12:GFPp durante la fase
exponencial de crecimiento de levaduras cultivadas en presencia de glucosa (medio YPD). El
estudio de la expresion inducida de la proteina de fusion Hspl12:GFPp en nuestro sistema se
realiz6 en funcidn de fuerza idnica creciente (concentraciones de NaCl: 200, 400 y 800 mM). En

la figura V.3 se muestran los valores de expresion en funcion del tiempo para cada uno de los

99



Capitulo V: Estrés celular en el desarrollo de los MABs

tratamientos. A cada tiempo de incubacion especificado, una alicuota de 1 ml fue cosechada por

centrifugacion y resuspendida en medio YNB.

En ausencia de sales, se puede detectar un nivel basal de fluorescencia que no es observado
en las imagenes de microscopia de fluorescencia confocal. Esto puede atribuirse a un nivel basal
de expresion del constructo. Sin embargo, estos niveles fueron lo suficientemente bajos como
para permitir la observaciéon de un aumento significativo de la expresion de GFP al aumentar la

fuerza i6nica.

Se alcanzé un nivel alto de expresion de Hsp12:GEPp al cabo de 30 minutos de induccion
y se verificé que la regulaciéon ocurre en forma dependiente de la concentracion de sales, excepto
para la concentraciéon mas alta (800 mM), la cual se postula que causa un estrés severo en la célula
e inhibe la maquinaria transcripcional y translacional (con la posible excepcién de los sistemas de
exclusion de sodio). Si bien se han obtenido resultados similares en estos sistemas,” debido a la
especificidad de respuesta de cada organismo, resulta importante constatar los mismos en
condiciones especificas. A partir de los resultados obtenidos se estableci6 para los ensayos

siguientes un tiempo de observacion de (30£5) minutos.
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Figura V.3.: Dependencia en el tiempo de la induccion de Hsp12-GFPp

Integracion del pico de fluorescencia de GFP medido en suspensiones de células
enteras expuestas a distintas concentraciones de NaCl para los siguientes tiempos de
muestreo: 5 min (e), 30 min (V) y 60 min (m).

Para correlacionar el nivel de fluorescencia de GFP medido en las imagenes de microscopia
confocal con el nivel de estrés sufrido por las células, se construyé una curva de referencia
tomando como variable la fuerza iénica del medio (NaCl 100, 200, 300 y 400 mM). Estas
concentraciones se encuentran dentro de los limites de viabilidad de las células de levadura,

puesto que en observaciones en microscopio confocal de fluorescencia se constatd actividad
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metabodlica en la cepa control (Gln3:GFPp) en medio adicionado con NaCl 800 mM,

concentracion que duplica la fuerza iénica maxima empleada en el trabajo.

La curva de referencia (figura V.4.) muestra una relacion lineal entre la intensidad de
fluorescencia de GFP y la concentraciéon de sodio a la cual estd expuesta la poblacién de

levaduras (R*= 0,995).
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Figura V.4: Curva de referencia del nivel de estrés (en unidades arbitrarias)

A la izquierda se muestran imagenes de microscopia confocal representativas de cada
uno de los tratamientos (NaCl 0, 100, 200, 300 y 400 mM). A la derecha se presentan los
valores de intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias) analizados con el
software ImageJ a partir de las imagenes adquiridas.

V.3.a. Encapsulacion directa

Si bien algunos trabajos de encapsulacién de microorganismos en matrices de silica
sintetizadas por la via acuosa emplean exclusivamente silicato de sodio como precursor,'* como
se mencion6 en el capitulo 1, parte del SiO, puede ser agregado en forma de particulas
preformadas, disminuyendo la concentracién de sodio y silicatos, lo cual aumenta la viabilidad

17
celular.

Como se vio en el capitulo anterior, las mejores propiedades Opticas y mecanicas se
obtendrian empleando una mayor proporcion de silicato. Sin embargo, el exceso de sodio
proveniente de este ultimo, generarfa mayor estrés celular. Con el objetivo de encontrar
condiciones Optimas para el encapsulado, se evalu6 en qué magnitud la relaciéon entre precursores

poliméricos y particulados afecta el nivel de estrés de las células encapsuladas.
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Como puede observarse en la figura V.5, para todas las proporciones SiO, polimérico a
Si0, particulado ensayadas se observé un alto nivel de estrés. Para la menor relaciéon (figura V.4.-
A), la cuantificacién de fluorescencia de GFP es comparable a la observada cuando las células se
exponen a una concentracion de cloruro de sodio en el rango 200 a 300 mM. Al incrementar la
proporcién de silicato de sodio (figura V.4.-B y C), aumenta el estrés celular, llegando a ser
comparable al generado por una concentracién de Na® 400 mM. Si bien estos resultados
correlacionan con los ensayos de viabilidad realizados por otros autores, en el sentido de que a
mayor fuerza idnica y concentracion de silicatos se observa un mayor nivel de estrés, también

demuestran que aun para una alta proporcion de precursor particulado a polimérico, donde se

reportd una viabilidad alta, las células presentan elevados niveles de estrés.
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Figura V.5. Estrés generado por encapsulacion directa por la via acuosa.

Arriba: Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia que corresponden a la
encapsulacién directa por la via acuosa para una relacion molar SiOz:agua fija (4:100)
variando la relacién COL:SIL (5:1, 4:1 y 3:1 para las figuras A, B y C, respectivamente).
Abajo: cuantificacion del nivel de estrés a partir de la intensidad de fluorescencia (en
unidades arbitrarias) analizados con el software ImageJ a partir de las imagenes
adquiridas.
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En el encapsulado directo por la ruta de los alcéxidos no hay componente de estrés por
sodio y el estrés observado serfa debido exclusivamente a silicatos. En la figura V.6 se muestran
en forma conjunta los resultados de la cuantificaciéon del nivel de estrés y la viabilidad inicial
medida para geles de tetractoxisilano (TEOS) de distinta concentracion. El punto de

concentracion de silica 0% corresponde al cultivo en medio liquido.

Al igual que en el caso anterior (hidrogeles sintetizados por via acuosa), con el aumento de
la concentracion de silica se observa un aumento del estrés y una disminucién de la viabilidad
inicial. El estrés celular rapidamente alcanza un valor de saturacion del sistema de medicion para
concentraciones de silica a partir de 9% y para la menor concentraciéon de silica ensayada (7%),
que presenta una viabilidad aceptable (70%), el nivel de estrés desarrollado es importante
(comparable a la exposicion a concentracién de Na* 300 mM). En sintesis, las medidas de estrés

brindan informacion adicional sobre el estado de las células que permanecen viables.

En la figura V.7 se muestran los valores del nivel de estrés desarrollado por las células
encapsuladas en hidrogeles mixtos TEOS-GPTMS con contenido total de silica fijo (9,4%) en
funcién del porcentaje agregado del derivado organico. El agregado de pequefias fracciones de
GPTMS (menos del 20%) en la mezcla de reactivos disminuye significativamente el nivel de
estrés generado por la matriz de silica sobre las células encapsuladas. Esto confirma la mayor
biocompatibilidad de este procedimiento que ya habia sido observada en trabajos anteriores en

términos de viabilidad."
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Figura V.6. Encapsulacion directa por la via de los alcéxidos en hidrogeles de TEOS.

Cuantificacion del nivel de estrés a partir de la intensidad de fluorescencia de GFP de imagenes de
microscopia confocal, en unidades arbitrarias, para encapsulados de TEOS con concentracion de
silica variada (o). Viabilidad hallada por recuento de UFC (e).
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Figura V.7. Encapsulacion directa por la via de los alcéxidos en hidrogeles mixtos TEOS-GPTMS.

Cuantificacion del nivel de estrés a partir de la intensidad de fluorescencia de GFP de imagenes de
microscopia confocal, en unidades arbitrarias, para encapsulados de concentracion de silica
constante (9,4%) y porcentaje de GPTMS variable.

V.3.b. Encapsulacion con inmovilizacion previa en alginato

Habiendo cuantificado el estrés propio de los métodos tradicionales, corresponde ahora
analizar en qué medida las estrategias disefiadas en este trabajo de tesis contribuyen en su
disminucién. Como se describié en el capitulo II, el procedimiento de encapsulaciéon indirecta
consiste en una inmovilizacién previa en Ca-alg con el fin de proteger a las células frente a la
toxicidad de los reactivos inorganicos. No obstante, esta primera inmovilizacién en el polimero
de origen natural también tiene incidencia sobre el estrés del cultivo encapsulado, siendo el factor

. ., +
determinante la concentracion de Na'.

En la figura V.8 se muestran los resultados obtenidos para el nivel de estrés generado por
las etapas I y II del procedimiento de encapsulacién indirecta. Se observa que el nivel de estrés
correlaciona petfectamente con la concentracion de Na' aportada por el Na-alg, segin se
determiné por AAS. Como se describe en el capitulo 11, la adicién de cationes Ca*" al alginato
resulta en la coordinacién de éstos por el polimero cargado negativamente para formar un gel.
Como consecuencia el Na" difunde hacia la soluciéon de CaCl,. Por lo tanto, la fuerza idnica

sensada por las células disminuye al formarse el gelato.
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Figura V.8. Etapas | y Il de la encapsulacién indirecta (inmovilizacion en alginato).

Cuantificacion del nivel de estrés a partir de la intensidad de fluorescencia de GFP de imagenes de
microscopia confocal, en unidades arbitrarias, para suspensiones de alginato de sodio 1% y 2% (m)
e inmovilizaciones generadas a partir de alginato de sodio 1%, 2% y 4% en CaCl, 0,1M (o). Los
circulos corresponden a la calibracion realizada con NacCl.

En la figura V.9 se grafican los resultados de las etapas III y IV del procedimiento de
encapsulacion indirecta en funciéon de la concentraciéon de Na-alg de la suspension celular de
partida. El punto de concentracién O corresponde a la encapsulacion directa en la matriz sol-gel.
Se puede apreciar el efecto protector de la inmovilizacién en alginato. No obstante, las diferencias
en el nivel de estrés observado entre los distintos tratamientos no pueden explicarse
exclusivamente a partit de la concentraciéon de Na® aportada por el Na-alg. Otro factor

importante a tener en cuenta es la difusion de los precursores sol-gel en el gelato de calcio.

El mayor o menor grado de entrecruzamiento del Ca-alg a un tiempo dado esta
directamente relacionado con la concentracion inicial de la solucion de Na-alg. Esta dependencia
se analizé estimando el volumen alcanzado a los 30 min por la estructura de gelato en formacion,
respecto del volumen extrapolado a tiempo infinito, el cual puede considerarse el
termodinamicamente estable (figura V.10). Estos datos fueron extraidos de las curvas de
evolucion de tamafio de las capsulas de alginato en funcién del tiempo de contacto con la
solucion de CaCl, 0,1M a 25 °C para distintas concentraciones de Na-alg mostradas en el capitulo
IT (figura I1.9). A partir de estos datos en la figura V.11 se graficé el volumen relativo de la esfera

de alginato respecto del volumen de la gota inicial de Na-alg para distintas concentraciones del
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polimero y a distintos tiempos de contacto con la solucion de CaCl,. También se muestra en linea
de puntos en el mismo grafico una extrapolacién del volumen a tiempo infinito en funcién de la
concentracién de Na-alg de partida. No se cuenta con mediciones para la menor concentracién
de 0,5% dado que las muestras resultaron sumamente laxas y no permitieron su manipulacion,
pero una extrapolacién a partir de los datos de la figura V.9 arroja un valor de 600% para el
volumen a 30 minutos respecto del volumen final. En el otro extremo, para la mayor
concentracion (4,0% de alginato) la estructura de Ca-alg a los 30 minutos tiene un volumen sélo
un 40% mayor al volumen final esperado. Para la menor concentracién del polimero la estructura
formada a los 30 minutos aun se encuentra con un grado de entrecruzamiento muy bajo. Esto
permite suponer un transporte relativamente rapido de Na' y silicatos desde la mezcla de
precursores a través del gel de alginato, causando un nivel de estrés mas elevado para el

tratamiento de 0,5% de alginato.
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Figura V.9.: Etapas Il y IV de la encapsulacién indirecta.

Cuantificacion del nivel de estrés a partir de la intensidad de fluorescencia de GFP de iméagenes de
microscopia confocal, en unidades arbitrarias, para la encapsulacion sol-gel por via acuosa de
cultivos inmovilizados previamente en alginato (e) y para los mismos tratamientos posteriormente
incubados en medio YNB durante 2 horas (o) en funcién de la concentracién de alginato empleada
en la inmovilizacién.

En la etapa IV del procedimiento de encapsulacion indirecta se observo una disminucion
significativa de la sefial de fluorescencia luego de incubar las distintas muestras en medio YNB

durante 2 h. Esto implica que, con el procedimiento en dos pasos (alginato / silica) no sélo se
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logra una proteccion a tiempo inicial, durante la sintesis del material, sino que el nivel de estrés de

las células encapsuladas baja aun mas durante las primeras horas de cultivo en el encapsulado.
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Figura V.10.: Volumen relativo de la esfera de Ca-alg respecto del volumen de la gota inicial de Na-
alg para distintas concentraciones del polimero.

Se presentan series de medidas a distintos tiempos de contacto con la solucion de CaCl; 0,1 M a
25 T: 10 min (e), 30 min (¥), 10° min (m), 10° min (0) y 10* min (A). Los simbolos llenos
corresponden a medidas realizadas y los simbolos vacios corresponden a una extrapolacion
realizada sobre las curvas de evolucion de tamafo presentadas en el capitulo Il (figura 11.9).
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Figura V.11. Volumen alcanzado a los 30 minutos de entrecruzamiento en CaCl, 0,1 M a 298 K
respecto del volumen esperado en el equilibrio, calculado por extrapolacion a tiempo infinito de las
curvas de evolucion de volumen en funcién del tiempo de entrecruzamiento, presentadas en el
capitulo 11 (figura 11.9).
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V.4. PRINCIPALES RESULTADOS DE ESTE CAPITULO

Durante el proceso de encapsulaciéon en matrices de silica, aun cuando se realicen
formulaciones que den una alta viabilidad, el estrés sufrido por las células puede deteriorar las
funciones que se busca aprovechar de un MAB. Una primera aproximacion a este problema fue
comparar el estrés, medido como intensidad de fluorescencia de GFP del microorganismo S.
cerevisiae modificado con el gen de respuesta general a estrés Hiyp72, cuando se encapsula
directamente en silica (procedimiento convencional) o en dos pasos (alginato/silica). Este
método, simple y rapido, requiere el empleo de matrices con buenas propiedades 6pticas para la
obtencion de resultados cuantitativos pero, aun para matrices particuladas, es posible establecer
tendencias y comparaciones. Por otra parte, la metodologia es suficientemente versatil como para

emplear otros sistemas celulares, para analizar respuestas de estrés mas especificas.

La principal conclusiéon del conjunto de resultados presentados en este capitulo y en el
anterior es que el disefio de estos MABs requiere un compromiso entre biocompatibilidad,
transporte, estabilidad mecanica y, en ciertos casos, calidad optica. Por ejemplo, para la via de
sintesis a partir de silicato/ silica la primera mejora con el agregado de particulas preformadas, en
detrimento de la calidad 6ptica y mecanica. Por otra parte, la sintesis por via de alcoxidos que da
geles muy elasticos y con buenas propiedades 6pticas, genera productos citotoxicos. El agregado
de pequefias fracciones de GPTMS (menos del 20%) en la mezcla de reactivos disminuye
significativamente el nivel de estrés generado por la matriz de silica sobre las células encapsuladas

en forma directa, pero simultineamente deteriora su calidad.

Cuando la sintesis se realiza en dos pasos, la inmovilizaciéon previa en alginato de calcio
provee una protecciéon que disminuye el estrés que genera el proceso sol-gel. En este caso, el
estrés esta relacionado con la concentraciéon de sodio que entra en contacto con las células
durante la etapa previa de inmovilizaciéon. Sin embargo, las diferencias en el nivel de estrés
observado entre los distintos procesos no pueden explicarse exclusivamente a partir de la
concentracion de Na* aportada por el alginato de sodio. Otro factor importante a tener en cuenta

es la difusion de los precursores sol-gel en el gelato de calcio.

108



Capitulo V: Estrés celular en el desarrollo de los MABs

V.5. BIBLIOGRAFIA

! Klipp, E., Nordlander, B., Kriiger, R., Gennemark, P., Hohmann, S., Integrative model of the
response of yeast to osmotic shock, Nazure Biotechnol., 2005, 23, 975-982.

> Kuncova, G., Podrazky, O., Ripp, S., Trogl, J., Sayler, G.S., Demnerova, K. y Vankova, R.
Monitoring of the Viability of Cells Immobilized by Sol-Gel Process, |. So/~Gel Sci. Technol.,
2004, 37, 1-8.

> Motoaki Seki, A.K., Yamaguchi-Shinozaki, K., Shinozaki, K., Molecular responses to drought,

salinity and frost: common and different paths for plan protection, Curr. Opin. Biotechnol., 2003,
194-199.

* Yamaguchi-Shinozaki, K.S., Molecular responses to drought and cold stress, Curm. Opin.
Biotechnol., 1996, 161-187.

> Xiong, L., Schumaker, K.S., and Zhu, J.K., Cell signaling during cold, drought, and salt stress,
Plant Cell, 2002, 74, 165-183.

® Fernandes, P.M.B., How does yeast respond to pressure?, Brag. J. Med. Biol. Res., 2005, 38, 1239-
1245.

" Proft, M., Gibbons, F. D., Copeland, M., Roth, F. P., Struhl, K., Genomewide Identification of
Skol Target Promoters Reveals a Regulatory Network That Operates in Response to Osmotic
Stress in Saccharomyces cerevisiae, Enkariotic Cell, 2005, 4, 1343—1352.

¥ Drakulic, T., Temple, M. D., Guido, R., Jarolim, S., Breitenbach, M., Attfield, P. V., Dawes, I.
W., Involvement of oxidative stress response genes in redox homeostasis, the level of reactive
oxygen species, and ageing in Saccharomyces cerevisiae, FEMS Yeast Res., 2005, 5 (12), 1215-1228.

’ Karreman, R. J., Lindsey, G. G., A rapid method to determine the stress status of Saccharomyces
cerevisiae by monitoring the expression of a Hspl2:green fluorescent protein (GFP) construct

under the control of the Hsp12 promoter, | Biomol Screen, 2005, 10, 253-259.

" Premkumar, J., Lev, O., Rosen, R., Belkin, S. Encapsulation of Luminous Recombinant E. co//

in Sol-Gel Silicate Films, Ady. Mater.., 2001, 713, 1773-1775.

" Premkumar, J. R., Lev, O., Marks, R. S., Polyak, B., Rosen, R., Belkin, Sh., Antibody-based

immobilization of bioluminescent bacterial sensor cells, Talanta., 2001, 55, 1029-1038.

2" Premkumar, J. R.,, Rosen, R., Belkin, Sh., Lev, O. Sol-gel luminescence biosensors:

encapsulation of recombinant E. coli reporters in thick silicate films, Anal. Chim. Acta, 2002,

462,11-23.

109



Capitulo V: Estrés celular en el desarrollo de los MABs

" Premkumar, J. R., Sagi, E., Rosen, R., Belkin, Modestov, A. D., Lev, O., Fluorescent bacteria
encapsulated in sol-gel derived silicate films, Anal. Chim. Acta, 2002, 462, 11-23.

" Huh, W-K, Falvo, J. V., Gerke, L. C., Carroll, A. S., Howson, R. W., Weissman, J. S.; O’Shea,
E. K., Global analysis of protein localization in budding yeast, Nazure, 2003, 425, 686-691.

" (http:/ /rsb.info.nih.gov/ij/download.html).

' Chen, J., Xu, J., Xin, J., Li, S., Xia, Ch., Cui, J. Efficient immobilization of whole cells of
Methylomonas sp. Strain GY]J3 by sol-gel entrapment, |. Molec. Catal. B: Engym., 2004, 30, 167-
172.

' Coiffier, A., Coradin, T., Roux, C., Bouvet, O., Livage, J., Sol-gel encapsulation of bacteria: a

comparison between alkoxide and aqueous routes, |. Mater. Chem., 2001, 71, 2039-2044.

' Ferrer, M. L., Yuste, L., Rojo, F., del Monte, F., Biocompatible sol-gel route for encapsulation

of living bacteria in organically modified silica matrices, Chemz. Mater., 2003, 75, 3614-3618.

110



CAPITULO VI

BIORREACTORES MODULARES






Capitulo VI: Biorreactores modulares

CAPITULO VI:

BIORREACTORES MODULARES

«Verdaderamente son pocos los que saben de la
existencia de un pequefio cerebro en cada uno de los
dedos de la mano, en algin lugar entre falange,
falangina y falangeta. Ese otro 6rgano al que llamamos
cerebro, ese con el que venimos al mundo, ese que
transportamos dentro del craneo y que nos transporta a
nosotros para que lo transportemos a él, nunca ha
conseguido producir algo que no sean intenciones
vagas, generales, difusas y, sobre todo, poco variadas,
acerca de lo que las manos y los dedos deberan hacer..»

José Saramago, La Caverna.

El método de encapsulacion presentado en los capitulos anteriores, al permitir la division
y crecimiento celular dentro de la matriz y, por lo tanto, el cultivo de lineas celulares podria ser
extendido a organismos pluricelulares. Por otra parte, la encapsulacién biocompatible de células
eucariotas en matrices con buenas propiedades 6pticas amplia las posibilidades de aplicacion de

los MABs al cultivo de organismos fotosintéticos.

En este capitulo se presentan dos casos en los cuales se aplico esta metodologia al disefio
de biorreactores modulares. El primero se basa en la encapsulaciéon de un organismo pluricelular,
el hongo Stereum hirsutum, utilizado en procesos de biorremediacion, sistema para el cual las
propiedades de transporte son relevantes. En el segundo caso, se propone el uso de MABs con
propiedades Opticas optimizadas para el desarrollo de un organismo fotosintético, como el alga

verde unicelular Chlorella vulgaris.
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VI.1. DISPOSITIVOS PARA BIORREMEDIACION

VI.1.a. Biorremediacion

Como parte de su ciclo biolégico, muchos organismos degradan compuestos que pueden
resultar nocivos tanto para si mismos como para otros seres vivos, contribuyendo a disminuir el

impacto ambiental negativo.

La biorremediacion, un proceso de biodegradacién controlada promovido por el hombre,
ha sido propuesta como una buena alternativa para la degradaciéon de una amplia variedad de
contaminantes. No obstante, pueden sefalarse varios inconvenientes relacionados con el uso de
organismos forineos en contacto directo con el ambiente natural." Por un lado, no es posible
degradar todos los contaminantes. Por ejemplo, los metales pesados no son degradados sino
adsorbidos y/o incorporados por los organismos que los bioacumulan, empeorando la situacion
al introducir estos metales en la cadena alimentaria. Por otro lado, la introducciéon de cepas
implica un riesgo ecoldgico inherente puesto que un organismo exotico puede favorecer
desequilibrios respecto al crecimiento de especies autoctonas. En contraposicion, el organismo
seleccionado puede ser inhibido por los organismos nativos. Adicionalmente, los niveles basales
del contaminante pueden ser suficientemente altos como para inhibir las funciones metabodlicas

del organismo biorremediador empleado.

Se intent6 mejorar los procesos de biorremediacién por inmovilizacién de los organismos

. . . .2 . . L.
activos en diferentes soportes tales como esferas de alginato de calcio,” materiales sintéticos
biodegradables * y esponjas de acero inoxidable.* Sin embargo, para lograr un avance significativo
es necesario asegurar el aislamiento del organismo biorremediador, lo cual se logra mediante la
encapsulaciéon en una matriz fisica y quimicamente estable. Por otro lado, ésto seria de gran
utilidad para la encapsulacién de microorganismos modificados genéticamente, ya que existen

fuertes limitantes pata la aplicacion de organismos con genes foraneos en este ambito.

VI.1.b. Hongos ligninoliticos

El hongo S. hirsutum es un basidiomicete, distribuido en todo el planeta, particularmente
activo en los ecosistemas forestales, donde produce una extensiva pudricién en los arboles caidos.
El tipo de pudriciéon que origina se denomina “pudriciéon blanca” debido a que degrada la lignina
eficientemente, dejando en el sustrato el componente celulésico de color blancuzco. La eficacia

de estos hongos para degradar la lignina y otros compuestos de estructura quimica similar esta
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relacionada con su capacidad para secretar ligninasas, enzimas ligninoliticas extracelulares, tales
como lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa o lacasa. S. hirsutum es un excelente productor de

. . , . . ., 6
ligninasas, razén por la cual se ha propuesto su uso en biorremediacion.

Una ventaja del empleo de basidiomicetes de pudricion blanca en diversos procesos de
biorremediaciéon es la baja especificidad de sustrato de dichas enzimas.”® Ta capacidad
degradativa de estos hongos fue demostrada sobre hidrocarburos aromaticos,” dibenzo-p-dioxina,

dibenzofuran, bifenilo y difenil éter 10

y en la reducciéon de contaminantes derivados de la
industria del papel. '' La degradacién de colorantes por enzimas fingicas también es eficiente
debido a la similitud entre las estructuras moleculares de éstos y de los mondémeros de la
lignina.'>"” A partir de esta propiedad se puede pensar que un dispositivo basado en estos hongos

puede ser promisorio para el tratamiento de efluentes de la industria textil. Esta tltima es una

importante fuente de contaminaciéon que alcanza volumenes de alrededor de 800 kt/afio.

VI.1.c. Cepa 'y condiciones de cultivo

Se utiliz6 la cepa BAFC 2234 de la coleccion de cultivos micoldgicos del Departamento
de Biodiversidad y Biologia Experimental, (FCEN-UBA). Los cultivos sfock fueron mantenidos a
4 °C en placas de medio semi-sélido de extracto de malta. Las suspensiones de micelio fueron
incubadas por 12 dfas en oscuridad a (28 £ 1) °C en condiciones estacionatias en medio minimo
GA de cultivo liquido (10 g/1 de glucosa, 3 g/1 de asparragina, fosfato disédico 0,25 M; pH final

ajustado a 4,5 con acido citrico 0,5 M).

Una vez obtenida una biomasa apreciable (5 mg de masa de micelio seco en 1 ml de
cultivo), el micelio en suspension se disgregd con cuchillas metalicas a fin de disminuir el tamafio
de los trozos de micelio en suspensién.’ Para concentrar el contenido de micelio en la muestra, se
centrifugd a 2000 g durante 5 min y se descartd la mitad del volumen ubicada en la fraccion
media que consistia en medio de cultivo con escaso micelio en suspension. La suspension
concentrada en micelio (1,0 % en peso de micelio seco) se fracciond en dos porciones,

reservando una de éstas para la preparaciéon de un material control.

i Se utiliz6 una mini-procesadora comercial, marca Braun, 160 watt de potencia, previamente esterilizada en forma
superficial con solucion de alcohol al 70%.
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VI.1.d. Determinacién de la actividad de Manganeso peroxidasa

La actividad de la enzima manganeso peroxidasa fue medida usando como sustrato rojo
fenol en buffer succinato de sodio 0,1 M (pH 4,5) a 30 °C (e 4, = 22/mM cm) sobre muestras
extrafdas del interior de las cavidades y sobre muestras tomadas del medio externo a los MABs. '

Los resultados se expresan en unidades enzimaticas, UE, definidas como uM de producto/h.

VI.1.e. Procedimiento de encapsulacion

La inmovilizacién se realizé mezclando igual volumen de la suspensién de micelio 1,0%
con solucién de Na-alg 2,5 %. La suspension resultante (1,25 % de alginato y 0,5 % en peso de
micelio seco) se agregd en forma de gotas (velocidad de flujo de 0,5 ml/min, didmetro de aguja
0,8 mm) en solucién de CaCl, 0,1 M, con agitacién continua. Luego de 10 min de agitacion se
recolectaron por filtracién capsulas esféricas de alginato de calcio, Ca-alg, de (3,4 = 0,1) mm de
didmetro, con un contenido de micelio seco de (0,10 * 0,02) mg/capsula. En adelante estas

capsulas con micelio inmovilizado en Alginato se denominan “A”.

Para la preparaciéon de los MABs empleados en el proceso en batch se utilizaron como
moldes cilindros de vidrio con un diametro interno de 0,9 cm y 1,0 cm de altura, colocando 4
esferas A por molde. Para la sintesis de la matriz de silica se siguieron los pasos I, II y III del
procedimiento general detallado en la seccion I1.3.c, en las condiciones especificadas en la seccion
IV.2.b, con concentracion total de silica 12,7%, relacién molar de precursores (SIL : COL = 1:4).
Se realiz6 la sintesis a pH = 4,5 porque en esta condiciéon el hidrogel resultante es un buen
adsorbente (ver isotermas de adsorcion, figura IV.7) y ademas este valor de pH es tolerado por el
hongo. Estos MABs se dejaron envejecer 2 h al pH de sintesis y a continuacién se los mantuvo
durante 2 h en buffer fostato (0,1 M; pH 6,5) y en agua Milli-Q durante otras 2 h adicionales. En lo

sucesivo éstos se denominan MAB-B (Materiales con Actividad Bioldgica para proceso en Bazch).

El proceso de obtencién de los materiales control fue idéntico al descripto para el MAB-
B, excepto que la suspension 1,0% en micelio se autoclavéd previamente para su inactivacion (20
min a 1,2 atmosferas de presion). Esto dio como resultado a los Materiales Control para proceso
en Batch, MC-B, idénticos en cuanto a su composicion a los MAB-B excepto por el hecho de

contener encapsulado micelio de hongo muerto.
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Figura VI.1. Esquema de sintesis de los materiales bioactivos MAB-B, empleados como mddulos del
biorreactor para proceso en batch.

Para la construccion de los médulos empleados en el proceso Continuo, se prepararon
unidades bioactivas (MAB-C) y unidades control (MC-C) de la misma manera que los MAB-B y
MC-B, pero colocando 16 esferas A por médulo y un volumen total de mezcla de precursores de
sflica de 2,0 ml en frascos de vidrio, con tapa de polietileno perforada, de 1,8 cm de diametro

interno.

VI.1.f. Ensayos preliminares

La eficiencia del sistema se evalué por la degradacion del colorante verde de malaquita
(VM), aceptado como modelo para la evaluaciéon de la capacidad de bioremediacion de hongos
ligninoliticos. "

Por encima de ciertos niveles criticos de concentracién de contaminante, éste resulta
toxico para el organismo biorremediador, originando un arresto de la actividad metabdlica que
inhibe el proceso de biodegradacion. Por este motivo, previamente se estudio la inhibicién del

crecimiento de hongo libre y su eficiencia de degradacion en funcién de la concentracion de VM.
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En la figura VI.2 se muestra el crecimiento del hongo (sin encapsular) a distintas
concentraciones de VM. Se comprobé que el crecimiento del hongo se inhibe totalmente a
concentraciones tan bajas como 10 uM de colorante; sin embargo, la concentracion de VM
disminuy6 significativamente para concentraciones hasta 40 pM. Este ultimo efecto podria ser
por la adsorcion inespecifica de VM sobre el micelio del organismo metabdlicamente inactivo

y/o por enzimas ligninoliticas secretadas por el hongo durante los primeros estadios.
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Figura VI.2. Crecimiento del micelio de S. hirsutum en funcién de la concentracién de VM
expresado como masa de micelio seco (e) y porcentaje de remocidn de colorante en funcién de
la concentracion inicial de VM (o).

Si bien el transporte de colorante en estos hidrogeles fue estudiado y presentado en el
capitulo IV, en este trabajo se realizé6 un ensayo para determinar el transporte de una de las
enzimas que participa en el proceso de biorremediacion (MnP, manganeso peroxidasa). El
experimento consistié en encapsular 5 esferas de alginato (cada una de 20 pl de volumen) con
una alta concentracién inicial de enzima, correspondiente a (29,6 = 0,8) UE, en hidrogeles de
sflica en las mismas condiciones empleadas para la preparacion de MABs. La distancia

aproximada entre las esferas de alginato y la superficie del material fue de 4-5 mm.

Una vez sintetizada la matriz de silica, se agregé un volumen de 300 ul de agua y se
almacené en heladera. Al cabo de 48 h se tomaron muestras del medio externo y se recuperaron
las esferas de alginato y se licuaron. Se determiné la actividad enzimatica en ambas muestras,
obteniéndose una actividad de (11,3 = 1,0) UE en las esferas y de (2,4 = 0,7) UE en el medio
externo. Estos resultados demuestran que la enzima puede atravesar la matriz de silica, pero que

su transporte a través de la misma es lento.
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VI.1.g. Diseiio de biorreactor en batch

La evaluacion de remociéon de VM en un proceso en batch, a escala de laboratorio, se realizéd
para una biomasa total correspondiente a (0,40 = 0,08) mg de micelio seco. El experimento se
realiz6 colocando en un Erlenmeyer 250 ml de soluciéon 80 uM de VM y 4 MAB-B. Se utiliz6 el
mismo procedimiento para los dos experimentos control, uno con 4 MC-B y otro con 16 esferas
A (denominado “C-A”, Control de micelio inmovilizado en Alginato). Los experimentos se
realizaron a temperatura ambiente (20 £ 2 °C) y en oscuridad. En la figura VI.3 se muestra un

esquema del experimento.

Figura VI.3.

Esquema del proceso en batch. (a) MAB-B (encapsulacion de micelio activo en alginato-
silica), (b) control C-A (inmovilizacién de micelio activo en alginato) y (c) control MC-B
(encapsulacién de micelio inactivo en alginato-silica).
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La eficiencia del proceso se evalué sobre 3 ciclos sucesivos, de 20 h (1% ciclo), 18 h (2°

ciclo) y 16 h (3 ciclo), expresando la concentracién de VM como porcentaje con respecto a la

concentracion al inicio de cada ciclo.

Los resultados reunidos en la figura V1.4 muestran que los cilindros de MAB-B presentan
un alto porcentaje remocién de VM en los 3 ciclos, secuestrando alrededor del 60% del VM
presente al inicio de cada ciclo. En los controles se observa una cierta disminucion de la
concentracién de colorante, sobre todo en el primer ciclo. En el segundo y tercer ciclo la
disminucién de la concentraciéon de VM en ambos controles es muy baja. En la figura VL5 se

muestra una fotografia de MAB-B, MC-B y C-A, junto con las esferas de alginato extraidas del

interior de un cilindro MAB-B, recuperadas luego del tercer ciclo de operacion.
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Figura VI.4. Degradacion de verde de malaquita (VM) evaluado

en tres ciclos de

funcionamiento de un proceso en batch (volumen = 250 ml; concentracién de VM inicial = 80

pUM). El reactor a base de MAB-B continta siendo efectivo alin después de tres ciclos de

operacioén (V). Los controles MC-B (o) y C-A (e), se muestran inefectivos a partir del segundo

ciclo de operacion.
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El dispositivo mas eficiente es el MAB-B, tanto por la capacidad de remocién del colorante
como por su performance en operacion. Para este arreglo, hay una concertacion entre la presencia
del hongo activo y el transporte del colorante a través de la matriz de silica. El control de la
relacion entre la velocidad de biodegradacion y de transporte de VM permiten mantener una
concentracion suficientemente baja en las cercanfas del organismo remediador, minimizando la
inhibicién de su crecimiento. La biodegradacion de VM es realmente efectiva ya que,
visualmente, no se detecta colorante en las esferas de alginato conteniendo el micelio activo

extraidas del gel.

En los controles, la remocion de VM en el ler ciclo se debe a la adsorciéon sobre la
superficie de silica en MAB-B y a una actividad metabdlica minima del hongo inmovilizado en
alginato (C-A). El hecho que para el 2do ciclo la remocién de VM en el sistema C-A sea mayor
que para el control MC-B es indicativo de biodegradacién por el hongo, que inmovilizado en
alginato es metabolicamente activo. Sin embargo, la acumulaciéon de colorante en las esferas de
alginato inhibe el crecimiento del hongo, disminuyendo la actividad a medida que transcurre el
tiempo. Para MC-B, la remocién observada en el ler ciclo es debida a la adsorcion de VM en la

silica que, por ser un proceso lento (ver capitulo IV), continda en los ciclos siguientes.

MAB- B

Figura VI.5.: Fotografia de MAB-B, MC-B y esferas de alginato C-A recuperados luego del
tercer ciclo de operacion en proceso en batch.

A la derecha, abajo, se observan 2 MAB-B intactos y arriba de éstos, las esferas de
alginato extraidas de un MAB-B donde se ve que el colorante fue completamente
biodegradado, aun cuando hay una fracciébn importante en el gel. A la izquierda se
observan los controles: C-A que presenta VM no biodegradado en la superficie y MC-B,
cuyo color mas intenso indica que la remocién de colorante se debe a la adsorcion de éste
en el hidrogel.

121



Capitulo VI: Biorreactores modulares

VI.1.h. Diserio de biorreactor para proceso continuo

Se construyé un prototipo de biorreactor a escala de laboratorio para estudiar la eficacia
de la remocién de VM en un proceso continuo. En la figura VI.6 se muestra una fotografia del
sistema armado, que se compone de: (I) un recipiente donde se almacena la solucién de colorante
de concentracion inicial 80 uM, (II) una bomba peristalica para regular el flujo de solucion; (I1I)
los médulos MAB-C y MC-C y (IV) dos recipientes donde se colecta la solucién procedente de
cada uno de los moédulos, respectivamente. Los parametros de operacion y los resultados
obtenidos para los dos experimentos realizados se presentan en la tabla VI.1. Al igual que en el

caso anteriot, el dispositivo permanecié en oscuridad para evitar la fotodegradacion del colorante.

Tabla VI.1. Condiciones operativas y resultados obtenidos en dos experimentos de remocion de
VM para MAB conteniendo micelio activo (MAB-C) y material control con micelio inactivo (MC-C).
En ambos casos se parti6 de una soluciéon de VM 80  puM.

Experiencia I I1

Volumen total de

muestra tratada 1000 ml 2000 ml

Numero de mddulos
operando en serie

Flujo de operacion 1,0 ml / min 0,5 ml / min

Tiempo medio de

residencia / médulo 10 min 20 min

Concentracion
final de VM 62 uM 15 uM

Moédulo MAB-C

Concentracion

final de VM 73 uM 48 uM
Médulo MC-C

En la primer experiencia, si bien se observa una diferencia significativa entre la
concentracién final de VM tratada en el médulo activo (62 uM) respecto de la solucion colectada
a la salida del moédulo control (73 uM), se obtuvo un porcentaje muy bajo de degradaciéon. Esto
se atribuy6 a la baja area de contacto entre la silica y la solucién del colorante y al bajo tiempo de

residencia en el mdédulo.

En la segunda experiencia se mejord la eficiencia ampliando el disefio para incluir 5

moédulos operando en serie (tanto de MAB-C como de MC-C). También se disminuy6 a la mitad
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el flujo de operacién para aumentar el tiempo de residencia del colorante. En estas condiciones se
obtuvo un porcentaje de degradacion del 81% sobre un volumen total de muestra que duplica el

volumen total tratado en la primera experiencia.

Figura VI.6.: Fotografia del sistema de medicion de biorremediacién en proceso continuo.
De izquierda a derecha se observan: I. el recipiente que contiene la solucion de
contaminante VM, Il. la bomba peristéltica que regula el flujo, Ill. los médulos MAB-C y
MC-C y IV. los recipientes que colectan la solucién tratada en cada uno de los médulos.

Si bien los resultados presentados para este biorreactor son preliminares, es importante
destacar que hay una biodegradacion, por encima de la remocién por adsorcion por el hidrogel,
que, a diferencia de los sistemas con hongo no encapsulado o inmovilizado en alginato de calcio,

se puede mantener durante tiempos largos.

VI.2. FOTOBIORREACTORES

VI.2.a. Cultivos fotosintéticos

El empleo de algas unicelulares en los procesos biotecnolégicos presenta la clara ventaja de
la utilizaciéon de la luz solar como fuente de energfa. El mayor interés por la utilizacion de las
microalgas radica principalmente en la obtencién de bioproductos para la nutricion humana y

animal, y en la obtencién de farmacos. Su potencial como fuente de metabolitos secundarios esta
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siendo explorado en los dltimos afios. En un trabajo publicado en 2004,' se detecté actividad
antimicrobiana de amplio espectro y actividad antitumoral (ensayada sobre 4 lineas tumorales) en
10 cepas algales, pertenecientes a los géneros Desmococcus, Scenedesmus y Chlorella. Otras
aplicaciones de interés se basan en la gran capacidad de acumulacion de metales pesados y otros

. 17
contaminantes.

Para la mayoria de las aplicaciones es importante lograr una remocion, facil y controlable,
del producto. Se propusieron distintos métodos, tales como el anclado covalente de las células a
un soporte, adsorcion de las células por afinidad con el soporte, separacion por membranas
semipermeables, particion en una emulsion liquido-liquido y encapsulacién en polimeros de
origen natural y artificial."> En muchos casos, se hallé que las tasas de division en condiciones de
confinamiento eran menores a las correspondientes a los cultivos liquidos convencionales. En
otros casos, se observaron mayores tiempos de latencia para el cultivo encapsulado, seguidos por
una fase exponencial con igual tasa de divisiéon que el control. Este tltimo efecto se observo, por
ejemplo, en experimentos de encapsulacion de Chlorella vulgaris en capsulas de alginato y otros

, : 19
polimeros de origen natural.

La inmovilizacién en matrices de silica de estos tipos celulares es muy reciente. La primera
comunicacién de encapsulacion algal en silica fue un trabajo de nuestro grupo, presentando parte

de los resultados mostrados en este capitulo.zo

Hay antecedentes de un procedimiento para la
inmovilizacién de microalgas en peliculas delgadas de silica *' en el cual las células no quedan
completamente cubiertas por la silica, debido al pequefio espesor de la pelicula. En estas
condiciones, en experimentos de estabilidad mecanica se observé que, tras 5 min de agitacion
vigorosa en medio de cultivo liquido un porcentaje elevado (mayor al 10%) de las células se
desprenderfa del soporte. Si bien la estabilidad mecanica de estas peliculas puede mejorarse con el
agregado de aditivos durante la sintesis, en estas peliculas delgadas, al no haber un aislamiento

completo de las células, el MAB esta expuesto a contaminacion y no esta libre de pérdidas por

agitacion.

VI.2.b. Chblorella vulgaris

Chlorella es una microalga verde (organismo unicelular) que pertenece al filo Chlorophyta. La
célula tiene forma esférica, con un tamafio que oscila entre 5 y 10 um en diametro, sin flagelo.

Chlorella contiene los pigmentos fotosintéticos verdes clorofila-a y —b en su cloroplasto. Tiene una
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alta tasa de divisién celular, y un ciclo asexual. Tiene una eficiencia fotosintética que puede

alcanzar el 8%, comparable a la de otros cultivos de alta eficiencia, tales como la cafa de azucar.

VI.2.c. Cepa y condiciones de cultivo

Se utiliz6 la cepa BAFC CA 4 de la coleccion de cultivos del Departamento de Fisiologia
y Biologia Molecular (FCEN-UBA). Las suspensiones celulares sfock fueron incubadas por 18
dfas a (22 £ 2) °C en agitador orbital (180 rpm) en medio minimo BBM (Bold Basal Medium),*
con un ciclo luz-oscuridad de 12-12 h. Previo a cada experimento, se inoculé medio BBM
recientemente preparado con una alicuota del cultivo s7ck y se incub6 por 24 h a temperatura
ambiente en agitador orbital (180 rpm) y con iluminacién continua (suspension S). Para el cultivo

en medio semi-sélido, se empleé medio BBM con el agregado de agar al 0,7%.

VI1.2.d. Procedimiento de encapsulacion

Para el paso de inmovilizacién se mezclé igual volumen de la suspensiéon S con solucion
de alginato de sodio 2,0 % y a partir de la suspension resultante se prepararon esferas de alginato

(3,3 £ 0,2) mm de didmetro, con un contenido de (100 + 15) células/esfera (esfera “Ch-A”).

Para la preparacion de los MAB-Ch se utilizaron moldes cilindricos de acrilico fabricados
ad hoc, compuestos por una parte central, con un diametro interno de 2,5 cm y 1,0 cm de altura,
con dos anillos de acrilico idénticos (diametro interno de 2,5 cm y 0,1 cm de altura) en la base y la
parte superior. Se colocaron 100 esferas Ch-A por molde. En la figura VI.7 se esquematiza el
proceso de sintesis de los mdédulos MAB-Ch. Las esferas Ch-A quedan protegidas entre

entramados” y distribuidas a una distancia mayor o igual a 1 mm de la superficie del hidrogel.

La matriz de silica se obtuvo siguiendo los pasos I- IV esquematizados en la figura I1.7.
Las condiciones de sintesis fueron las detalladas en IV.2.b, con concentracién total de silica
12,7%, pH de sintesis 6,5 y relacién molar de precursores (SIL:COL) entre 1:3 y 1:5. Se eligio
trabajar con estos sistemas para evaluar si las diferencias en la calidad optica de las matrices (ver

capitulo IV) tienen influencia en la tasa de divisién de este organismo fotosintético encapsulado.

i se empled como entramado gasa medicinal
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Figura VI.7. Esquema de sintesis de los MAB-Ch empleados como modulos del foto-biorreactor.

En la figura VI.8 se muestra una fotografia tomada a un médulo MAB-Ch (SIL:COL =
1:4) luego de 7 dias de incubaciéon en medio liquido donde se observa a simple vista el desarrollo

algal en el interior de las cavidades.
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Figura VI.8. Fotografia de un médulo MAB-Ch luego de 7 dias de cultivo, visto de arriba.
Se observa el crecimiento de la poblacién algal en el interior de las cavidades.

VI.2.e. Recuento de células en las cavidades

En este caso, como las células son coloreadas, se utiliz6 para el recuento la camara de
Neubauer, un instrumento utilizado en cultivo celular para realizar conteo de células en un medio
de cultivo liquido. La cimara consta de dos placas de vidrio, entre las cuales se confina un
volumen conocido de liquido. Una de las placas posee una grilla de dimensiones conocidas que es
visible al microscopio 6ptico. Para contar las células, se agrega una gota del cultivo entre las dos
placas y se observa al microscopio 6ptico la cantidad de células presentes en un campo
determinado de la grilla. En base a la cantidad de células contadas, conociendo el volumen de
liquido que admite el campo de la grilla, se calcula la concentracién de células por unidad de

volumen de la suspension de medio de cultivo inicial.

El nimero de células inicialmente presentes en cada capsula de alginato se calcul6 en base
al contenido celular de la suspensiéon S y a los siguientes datos: i) densidad de la suspension
celular en Na-alg 1% determinada por picnometria (6= 1,040 g/ml), ii) masa de cada esfera (n =
20).

Para la determinaciéon del nimero de células por cavidad al final de un experimento, se

muestre6 el contenido total de cada cavidad (aproximadamente 15 pl). Este se extrajo
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introduciendo una jeringa dentro de la matriz semisélida, succionando cuidadosamente para

evitar disrupciones en el gel. Se diluyé con medio BBM hasta un volumen final de 1000 pl.

VI.2.f. Crecimiento algal en los foto-biorreactores

Se estudio el crecimiento algal dentro de MAB-Ch sintetizados con distintas formulaciones
de matrices de silica. Para ello se muestrearon cavidades individuales de estos médulos luego de 7
dias de cultivo en medio liquido. Para el analisis de los datos, se agruparon las cavidades
muestreadas en funcién de la distancia a la superficie de silica.” En la tabla VI.2 se presentan los
resultados obtenidos del numero de células por cavidad a distintas distancias de la superficie del
modulo, para hidrogeles con distinta relacion SIL:COL. Teniendo en cuenta la cantidad de células

inicial (10° células / cavidad), en promedio se obtuvo un grado de amplificacién de 10,

Tabla VI.2. Cantidad de células por cavidad (expresad as en potencias de 10) a distintas distancias de la
superficie para geles con diferente relacion SIL:COL

Distancia ala SIL:COL SIL:COL SIL:COL
superficie del gel 1:3 1:4 1:5
1 mm
58%0,5 6,2% 0,5 6,0 £0,5
2 mm
58105 59+04 6,21+ 0,5
3 mm
6,1 £0,4 6,5*0,5 51+0,4
4 mm 6,0 0,5 48+0,3 38+0,3

Segun se desprende del analisis de los resultados, dentro del error experimental, se observa
que al aumentar la proporcion de precursor particulado, disminuye la tasa de crecimiento de
Chlorella, contenida en las cavidades mas alejadas de la superficie del gel. En la matriz con menor
proporciéon de precursor particulado la cantidad de células por cavidad es independiente de la
distancia a la superficie del médulo. Teniendo en cuenta que los hidrogeles mas poliméricos
presentan una difusion mas retardada, se puede descartar cualquier limitacién por difusion de

micronutrientes desde el medio de cultivo. En consecuencia, la disminucién del crecimiento algal

i | a estimacion de la distancia se realizé midiendo la longitud de la aguja de muestreo que penetra en el MAB-Ch sin el
soporte.
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con la distancia se debe a la mayor dispersiéon de luz cuando aumenta la proporcion de silica
coloidal (figura IV.3), limitando el nimero de fotones que penetran en el hidrogel. Es interesante
notar que para el caso de estos organismos fotosintéticos la disponibilidad de luz es mas

importante que el estrés que sufrirfan las células durante el encapsulado.

Un ensayo adicional, relacionado con la estabilidad mecanica de las matrices, consistié en
tomar alicuotas del medio externo y sembrarlas en placas de Petri con medio semi-sélido BBM.
No se observé el desarrollo de agregados celulares, confirmando que las células se encuentran

completamente confinadas dentro de la matriz de silica.

VI1.3. PRINCIPALES RESULTADOS DE ESTE CAPITULO

En este capitulo se presentaron dos estudios de casos de posibles aplicaciones de MABs
como moédulos de biorreactores: (i) un dispositivo para bioremediacion empleando un hongo
ligninolitico; (ii) un posible moédulo de un biorreactor fotosintético. En ambos casos, la
construcciéon se basé en un control de la sintesis para alcanzar MABs con propiedades ajustadas

al uso.

El sistema de encapsulacion aplicado a biorremediacion presenta la ventaja de remocion
rapida del contaminante de la muestra acuosa a tratar, debido a la gran area de la matriz de silica y
la capacidad de adsorciéon de colorantes catiénicos. Al mismo tiempo, como consecuencia de la
porosidad del hidrogel, se logra una difusion lenta de éste hacia el organismo biorremediador que
permiten alcanzar alta eficiencia operativa aun en presencia de concentraciones elevadas de
contaminante. Se puede considerar que los disefios preliminares en bazch o en flujo continuo son
un buen punto de partida para aplicaciones de bio-remediacion sin introduccién de organismos

exoticos en el medio.

El disefio preliminar de un moédulo para biorreactor fotosintético con un alga verde
permiti6 evaluar la influencia de la calidad 6ptica de la matriz. Al mantener las células protegidas
durante la sintesis sol-gel y proveer espacio para el crecimiento y division celular dentro de la
matriz, se logra encapsular una alta cantidad de biomasa activa, atin llevando los parametros de
sintesis a niveles de citotoxicidad que el encapsulado tradicional no admite. Estos resultados
preliminares son promisorios para operar con biorreactores basados en microorganismos
modificados genéticamente. Con esto, se demuestra que el encapsulado en dos pasos permite el

disefio de biorreactores para la extraccion de metabolitos producidos por cultivos fotosintéticos.
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En este trabajo de tesis se desarroll6 un método para la obtencién de materiales con
actividad biol6gica, MABs. Este se basa en dos pasos: uno de pre-encapsulado en alginato de

calcio seguido por la sintesis sol-gel de una matriz de silica.

La estrategia disefiada incluye la posterior redisoluciéon del alginato de calcio, resultando
espacios o cavidades dentro del material, que permiten el crecimiento y divisiéon celular dentro de
éste y posibilitan la encapsulaciéon de tejidos y organismos pluricelulares. Ambos logros
constituyeron un avance significativo en el area de biomateriales. Los cultivos encapsulados

crecen sin limitacion aparente de nutrientes.

Se comprobé la eficacia del proceso a partir de la alta viabilidad inicial y el cultivo exitoso
de diversos sistemas biologicos encapsulados: microorganismos procariotas (Bacillus subtilis,
Escherichia. coli) y eucariotas (Saccharomyces cerevisiae), hongos (Sterenm hirsutum), microalgas (Chlorella
vulgaris) y tejidos vegetales (Daucus carota, Nicotiana tabacum). En cada uno de estos casos se
adaptaron las condiciones de sintesis de la matriz para lograr una alta biocompatibilidad

conjuntamente con buenas propiedades operativas.

Al mantener las células protegidas durante la sintesis sol-gel, se pudieron extender los
parametros de sintesis a niveles de citotoxicidad que el encapsulado tradicional (sin proteccion)
no admite. Asi, se pudieron sintonizar las propiedades del hidrogel resultante para satisfacer

requerimientos especificos.

La calidad y performance de los MABs resulta de un compromiso entre la
biocompatibilidad del proceso, la estabilidad mecanica, la porosidad y, para ciertas aplicaciones,
de la longitud de penetracién de la luz. La influencia de cada uno de estos parametros se evalué
para la via de sintesis por alcoxidos, incluyendo aditivos, y para la via acuosa, con distintas
proporciones de silicato de sodio y silica coloidal.

La calidad optica y la respuesta viscoelastica se evaluaron por métodos convencionales.
Para la determinacion del coeficiente de difusiéon de moléculas con distinta estructura y carga neta
se desarrollé un método novedoso para monitorear el transporte de colorantes en las matrices de

silica por digitalizaciéon de imagenes obtenidas con un escaner.

Por otra parte, el grado de biocompatibilidad del proceso se evalué a partir del estrés

desarrollado por §. cerevisiae modificada genéticamente para expresar hsp12-GFP encapsulada en
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los hidrogeles. Estos experimentos aportaron una informacién que complementa los estudios de

viabilidad que se emplean habitualmente.

De este modo se comprobé la efectiva proteccion del cultivo encapsulado por el alginato,
aun cuando se genere un cierto estrés durante el pre-encapsulado debido a la presencia de iones
Na" o porque la batrera de alginato de calcio no sea totalmente impermeable a los precursores de

la sintesis sol-gel.

Para encapsular células de lineas vegetales con vias a una aplicaciéon en biorreactores, fue de
primordial importancia obtener matrices de silica viscoelasticas y con alta resistencia a las
fracturas en tiempos largos. De esta forma, la estabilidad mecanica de la matriz, frente al estrés
hidrodinamico propio de los biorreactores, impidi6 la entrada de microorganismos
contaminantes garantizando condiciones de asepsia a largo plazo. Esto ultimo es relevante ya que,
en muchos casos, se requieren de 4 a 6 meses para la formacion de los callos que participan en la

produccién de metabolitos secundarios de interés.

Por ultimo, a partir de los resultados obtenidos, se disefaron y se construyeron dos
biorreactores modulares. El primer desarrollo consistié en la aplicaciéon de estos sistemas a
biorremediacion. Se encapsularon hongos ligninoliticos (organismos pluricelulares) y la eficiencia
del método se probd con la degradaciéon de un colorante modelo. Dada la alta superficie
especifica y la afinidad intrinseca de la superficie por los contaminantes catiénicos, se verifico la
remocion rapida del contaminante de la muestra acuosa y la lenta liberacion de éste hacia el
organismo biorremediador. Esto permitié desarrollar operaciones eficaces aun en presencia de
altas concentraciones de contaminante, que resultaron toxicas para el micelio inmovilizado en los
métodos tradicionales. Por otra parte, la estabilidad mecanica de la matriz garantiza el aislamiento
del organismo remediador, lo cual minimiza el riesgo de alteraciones bioldgicas en ecosistemas
contaminados. En el segundo biorreactor, el trabajo se centré en el disefio de un prototipo de
moédulo para construir un foto-biorreactor, encapsulando un alga verde. En este caso, se
demostr6 que la calidad 6ptica de la matriz es un requerimiento que se suma a los mecanicos, de

transporte y biocompatibilidad.

LLa conclusiéon mas importante del trabajo es que, a partir de los métodos de sintesis y los
disefios modulares, se pueden sintonizar los parametros de operacién de un biorreactor para
lograr que el proceso que en si sea eficiente. En cierta medida, este trabajo de tesis sienta una
base para la sintesis racional de MABs y es un paso hacia el desarrollo de bio-reactores
modulares, con cultivos celulares aislados, que puedan operar durante largos tiempos en

condiciones de asepsia y de bioseguridad.
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