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Glosario:

Bioglass: Es un vidrio bioactivo compuesto por didxido de silicio, éxido de sodio, 6xido
de calcio y pentdxido de fosforo. Este material se caracteriza por producir estructuras de
poros superficiales, 5-20 nm, con excelente area de superficie, volumen de poro,
citocompatibilidad y capacidad para inducir la formacion de apatito. Al igual que con HA
y BCP, las aplicaciones clinicas de los biovidrios se han centrado en la osteogénesis (1).
Biomaterial: Sustancia que ha sido disefiada para tomar una forma que, sola o como parte
de un sistema complejo, se utiliza para dirigir, mediante el control de las interacciones con
los componentes de los sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento terapéutico o
de diagndstico (2)

Nanoandamio: Un Nanoandamio es una estructura de marco tridimensional artificial que
sirve como un imitador de la matriz extracelular para la adhesion celular, la migracion, la
proliferacion y la regeneracion de tejidos en tres dimensiones (3).

Polihidroxibutirato: El poli (3-hidroxibutirato) (PHB), un polimero biodegradable, puede
ser producido por diferentes microorganismos. EI PHB pertenece a la familia de los
polihidroxialcanoatos (PHA) que se acumula principalmente como un granulo en el

citoplasma de los microorganismos para almacenar carbono y energia (4)
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Resumen:

En esta investigacion se desarrollaron nanoandamios poliméricos basados en PHB y
modificados con BG a 3 diferentes proporciones con el objetivo de evaluar sus
caracteristicas. Para lo cual se realiz6 la caracterizacion de la cepa halo6fila CH1, seguido
de la produccion de PHB en biorreactor, posteriormente se hizo la sintesis de
nanoandamios y finalmente se los caracteriz6. Durante la caracterizacion de la cepa CH1
se observé la acumulacion de PHB por medio de las tinciones microbioldgicas Sudan
Black B y Nile Blue A, también se demostro que el mayor porcentaje de acumulacion se
produjo durante la fase estacionaria de crecimiento (68 % p/p), por otro lado, durante la
produccion en biorreactor se obtuvo rendimientos entre 3,15y 3,68 g/L de biomasay 1,60
y 1,85 g/L de PHB. Durante la caracterizacion HPLC del polimero obtenido los resultados
demostraron un tiempo de retencidn caracteristico para el acido crotonico (17.86 min),
derivado de la digestion acida de PHB, en el analisis FT- IR se observaron las bandas
representativas del PHB, asi como, un alto porcentaje de coincidencia con el estandar de
PHB de la libreria (96 %). Mediante el analisis SEM se observé que los andamios
producidos poseian una estructura porosa, ademas por medio del analisis XRD se observo
el comportamiento cristalino de los andamios producidos, asi como la incorporacion del
BG en la estructura del PHB, en el analisis FT-IR no se apreciaron diferencias
significativas con respecto a los espectros de los precursores. Se concluye que los
nanoandamios obtenidos a 3 diferentes proporciones poseen una elevada porosidad, un
comportamiento cristalino de su estructura molecular y una incorporacion del BG en la
estructura quimica del PHB y que la proporcion N°2 (PHB/BG=0.6/0.12) otorgd las
mejores caracteristicas estructurales y quimicas durante su sintesis.

Palabras clave: Nanoandamio, polihidroxibutirato, bioglass, polimero, bioproceso.
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Abstract:

In this research, polymeric nanoscaffolds based on PHB and modified with BG at 3
different proportions were developed in order to evaluate their characteristics. For which
the characterization of the halophilic strain CH1 was carried out, followed by the
production of PHB in a biorreactor, later the synthesis of nanoscaffolds was made and
finally they were characterized. During the characterization of the CH1 strain, the
accumulation of PHB was observed by means of the microbiological stains Sudan Black
B and Nile Blue A, it was also shown that the highest percentage of accumulation occurred
during the stationary phase of growth (68 % w/w), on the other hand, during biorreactor
production, yields between 3,15 and 3,68 g/L of biomass and 1,60 and 1,85 g/L of PHB
were obtained. During the HPLC characterization of the polymer obtained, the results
showed a characteristic retention time for crotonic acid (17.86 min), derived from the acid
digestion of PHB, in the FT-IR analysis the representative bands of PHB were observed,
as well as a high percentage match with library PHB standard (96 %). Through SEM
analysis it was observed that the scaffolds produced had a porous structure, in addition
through XRD analysis the crystalline behavior of the scaffolds produced was observed, as
well as the incorporation of BG in the PHB structure, in the FT-IR analysis no significant
differences were observed with respect to the spectra of the precursors. It is concluded that
the nanoscaffolds obtained at 3 different proportions have a high porosity, a crystalline
behavior of their molecular structure and an incorporation of the BG in the chemical
structure of the PHB and that the proportion N°2 (PHB/BG=0.6/0.12) gave the best
structural and chemical characteristics during its synthesis

Keywords: Nanoscaffold, polyhydroxybutyrate, bioglass, polymer, bioprocess.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En la actualidad uno de los principales objetivos de la ingenieria de tejidos es la
busqueda de nuevos materiales que permitan el desarrollo de dispositivos médicos con
mejores caracteristicas que los existentes en el mercado, como la biocompatibilidad,
bioactividad y biodegradabilidad, asi como tener propiedades mecanicas muy similares
al tejido a regenerar, ademas desde el punto de vista quirargico estos materiales deben ser
facilmente manipulables en diferentes formas y tamafios lo que permitiria el tratamiento
in situ (3).

Dentro de este contexto los biopolimeros son uno de los grupos de compuestos méas
utilizados para estos fines ya que por su naturaleza quimica no presentan mayores
problemas de biocompatibilidad o biodegradacién, siendo los polihidroxialcanoatos
(PHA) una alternativa con mucho potencial en este campo; sin embargo, algunas de sus
propiedades como fragilidad, baja temperatura de distorsion térmica y pobres propiedades
de gas barrera, pueden ser mejoradas a partir del desarrollo de nano compuestos basados
en estos biopolimeros adicionando a su estructura algunos compuestos como silicatos,
nanotubos de carbono, cristal bioactivo, caolinita, nano arcillas, nano cristales de
celulosa, hidroxidos dobles de aluminio y cobalto lo que permitiria una mayor
maleabilidad y la ductilidad en sus aplicaciones (5).

En este sentido uno de los nanocompuestos con un gran interés para la regeneracion
de tejidos dseos son los nanoandamios basados en polihidroxialcanoatos (PHA)
modificados con bioglass, los cuales son importantes porque aparte de que presentan una

elevada biocompatibilidad al no generar rechazo en el huésped, también presentan



caracteristicas como una elevada porosidad lo que permitiria la migracién de células y
nutrientes ademas de que su estructura facilitaria la diferenciacion y proliferacion celular,
y en términos de degradacion estos deben ser facilmente degradables ya que los andamios
no pretenden ser implantes permanentes puesto que su verdadero objetivo es que las
células del huésped se depositen en su estructura y con el paso del tiempo reemplacen al
implante de modo que él mismo y los productos formados durante su descomposicién
presenten una baja toxicidad y no generen una respuesta inmune muy significativa. Otra
caracteristica de su degradacion es que debe ser controlada, ya que se espera que éste no
se degrade antes que el tejido haya sido regenerado de manera adecuada, evitando asi
fallas mecénicas puesto que estos implantes estaran sometidos a carga y pueden
fracturarse si no proporcionan el soporte mecanico mientras se regenera el tejido. De
manera similar si el andamio no tiene la capacidad de degradarse lo suficientemente
répido esto podria desencadenar una respuesta inflamatoria dirigida al mismo, lo que
perjudicaria la regeneracion del tejido (6).

Para la sintesis de los nanoandamios se pueden utilizarse a los PHA, los cuales son un
grupo de compuestos organicos poliméricos que pueden ser producidos a partir de sintesis
quimica o bioldgica, esta ultima esta basada en el metabolismo de algunos
microrganismos como las bacterias, las cuales producen dicho polimero bajo condiciones
de estrés metabdlico en elevadas concentraciones de carbono y bajas concentraciones de
nitrogeno, dichas condiciones inducirian a la bioacumulacion intracelular de dichos
metabolitos, los cuales pueden ser utilizados en estas aplicaciones. Para su produccién se
requiere de bioprocesos los cuales deben poseer condiciones fisicoquimicas controladas
para mantener un buen rendimiento del bioproceso, y de este modo tener una produccion
sostenible, siendo el polihidroxibutirato (PHB) producido en mayor proporcién. Ademas

de los PHA, para la sintesis de andamios se utiliza cristales bioactivos (BG) porosos cuya



composicion esta basada en algunos compuestos inorganicos como 6xidos (CaO, P20s)
y compuestos de silicio, los cuales pueden ser sintetizados usando métodos como sol —
gel (6).

Debido a su alta biocompatibilidad y degradacién de los biomateriales son
candidatos idoneos en este tipo de procesos, ya que estas propiedades permiten al
dispositivo cumplir su funcion sin provocar efectos adversos a nivel local o sistémico,
ademas de respaldar la funcion celular, otorgando un sustrato para la adhesion, migracion,
proliferacion y diferenciacion celular, sin generar una respuesta inmunitaria significativa,
evitando el desarrollo de respuesta inflamatoria que podria complicar el proceso de
curacion (7). Dependiendo del tipo de tejido y de las caracteristicas de las células que lo
componen, se debe establecer la composicion y propiedades que debe poseer dicho
dispositivo para cumplir adecuadamente sus funciones. Por este motivo durante su
desarrollo la mayor parte de los esfuerzos se centran en obtener buenas caracteristicas

quimicas y estructurales (8).

Por lo que el objetivo de esta investigacion fue evaluar las caracteristicas de los
nanoandamios sintetizados a tres proporciones, asi como encontrar la proporcion
PHB:BG que presente las mejores caracteristicas mencionadas anteriormente en los

nanoandamios, modificando las concentraciones de sus componentes durante su sintesis.



CAPITULO II:

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

En la revision de Dos Santos J. et al (9) menciona que los polihidroxialcanoatos
constituyen un grupo de polimeros de origen microbiano en cuya estructura encontramos
a grupos funcionales como éster e hidroxilo, que presentan caracteristicas termoplasticas
similares a los plasticos derivados del petrdleo, son producidos a partir de sustratos que
contienen elevada fuente de carbono, en el metabolismo de algunos microrganismos,
dentro de este grupo de polimeros, el mas estudiado es el poli (3-hidroxibutirato) ya que
en la acumulacién de polihidroxialcanoatos este compuesto es el mas comin ademas de
poseer notables propiedades de biodegradabilidad, su descubrimiento y estudios fueron
desarrollados a partir de la década de 1920, y su aislamiento y caracterizacion son
atribuidos a Maurice Lemoigne, sin embargo su produccion comienza a partir de 1925

segin VVroman y Tighzert.

En la década del 50, mediante ensayos realizados en bacterias del género Bacillus, se
logré determinar que dichos compuestos cumplian una funcién de reserva energética ya
que la acumulacion de estos compuestos en B. megaterium, se daba lugar cuando las
condiciones del medio de cultivo como la relacion entre la concentracion del carbono y
del nitrégeno era alta, formandose asi granulos de PHA, caso contrario cuando la fuente
de carbono se reducia, los granulos eran degradados para suplir la demanda energética de
estas bacterias. En los préximos quince afos tuvo lugar un proceso de investigacion
extensa sobre su produccion en microorganismos de diversos generos como

Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium, Cyanobacterium y muchas



otras. Ademas de la produccion se iniciaron estudios relacionados con las propiedades
quimicas y fisicas del PHB, como peso molecular, temperatura de fusion, cristalinidad,
morfologia del granulo, asi como métodos de extraccion, métodos de identificacion y
cuantificacion, metabolismo, enzimologia, degradacion y funcion fisiologica. En esta
etapa fue de particular interés encontrar la relacion entre la biosintesis de PHB vy el
ambiente extracelular. De estos estudios se determind que las condiciones que favorecen
la sintesis de PHB estan relacionadas con aquellas que daban lugar a altas concentraciones

de NAD(P)H y acetil-CoA, y baja concentracién de coenzima-A libre.

Y se determiné que estas condiciones eran variables segun el microorganismo, pero la
biosintesis del polimero siempre estaba ligada a un factor de limitacion de crecimiento

como nitrégeno, fosforo, azufre, oxigeno o magnesio (10).

Debido a sus propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad, este polimero
tiene potencial en diversas areas de aplicacion como farmacologia, ambiental, envasado,
veterinaria, industrial, agricola y biomédica, esta Gltima posee varios campos de
aplicacion, donde se puede mencionar a la ingenieria de tejidos (9), que ha mostrado una
gran promesa en la generacion de alternativas vivas para tejidos y cirugia reconstructiva.
Los materiales y las tecnologias de fabricacion son de importancia critica para la
ingenieria de tejidos en el disefio de matrices extracelulares artificiales temporales
(andamios), que soportan la formacion de tejido tridimensional. En la revision de Peter
X. Ma (11) se describen importantes principios de disefio de andamios. Se revisan los
materiales y tecnologias de fabricacién mas utilizados para los andamios. También se
discuten algunos desarrollos nuevos en materiales de andamios y tecnologias de

fabricacion.

Teniendo estas aplicaciones en cuenta, se opta por buscar materiales que puedan
ajustarse a estos requerimientos, si bien la importancia del PHB radica en las propiedades
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ya mencionadas, puede ser modificado para mejorar otras propiedades, como las
mecanicas, las cuales pueden ser mejoradas mediante el uso de materiales como cristales
bioactivos o arcillas las cuales darian un soporte adicional a este compuesto tal y como
es descrito en trabajos como los de Livingston, T. et al (12), en donde manifiesta que se
necesitan nuevos materiales y/o enfoques para proporcionar estabilidad al sitio, estimular
la formacidn 6sea y, en Gltima instancia, conducir a tejido éseo completamente funcional.
Los cristales bioactivos porosos (preparados a partir de granulos de 45S5, 45 % SiOo,
24,5 % de Na20, 24,5 % de CaO, y 6 % de P20s) se han desarrollado como armazones
para ingenieria de tejido 6seo y se han estudiado in vitro. En este estudio, se investigo la
incorporacion de construcciones de ingenieria tisular que utilizan estos andamios en
defectos Gseos corticales grandes en la rata que simula las condiciones de revision. La
cantidad de hueso aumentd significativamente con el tiempo para todos los grupos,
mientras que la cerdmica bioactiva se reabsorbié gradualmente en un 40% a las 12
semanas. Las propiedades estructurales de los huesos largos tratados mejoraron con el
tiempo. Los huesos largos tratados con el hibrido tuvieron un retorno temprano en la
rigidez torsional a las 2 semanas. Ambas construcciones de ingenieria tisular lograron
resistencia y rigidez torsionales normales en 4 semanas en comparacion con el andamio
solo, lo que logrd esto en 12 semanas. La ceramica bioactiva porosa, modificada en
superficie, es un material de andamio prometedor para la reparaciéon ésea disefiada por

tejido (12).

2.2. Bases Teoricas:

2.2.1.Polihidroxialcanoatos (PHA):

Los Polihidroxialcanoatos (PHA) constituyen un grupo de poliésteres termoplasticos,
que poseen propiedades similares a algunos plasticos convencionales de la industria

petroguimica, ya que presentan caracteristicas termoplasticas y resistencia al agua en



relacion con los polimeros sintéticos. Los PHA son biodegradables y sintetizados por
medios bacterianos, a partir de materias primas renovables, como azUcares, acidos grasos
o licor fermentado a partir de desechos. Entre los PHA se destaca el poli(3-

hidroxibutirato) (PHB) (9).

2.2.2.Polihidroxibutirato (PHB):

El poli (3-hidroxibutirato) PHB es uno de los polimeros mas estudiados ya que se
presenta con mayor frecuencia cuando los PHA se acumulan por los microorganismos.
El PHB es un poliéster alifatico con cadena polimérica lineal, que presenta propiedades
termoplasticas. Este material es no toxico, Opticamente activo y cuando es puro, tiene una
coloracion amarillenta, presenta una barrera a la permeabilidad del agua y el gasy
estabilidad a la radiacion ultravioleta. Una de las caracteristicas mas mencionadas en la
literatura sobre el PHB es su biodegradabilidad. Sin embargo, esto solo ocurre cuando el
material esta expuesto a ambientes bioldgicamente activos (suelos, agua de mar o agua
dulce y compostaje aerdbico y anaerdbico), que son ambientes en los cuales el material
estd en contacto con microorganismos degradantes. También se puede mencionar el lodo
activado como otro entorno propio de la degradacion de PHB vy el relleno sanitario, donde

el material puede desecharse sin afectar el medio ambiente (9).

Otra caracteristica importante del PHB es la biocompatibilidad, que puede entenderse
como una interaccién satisfactoria entre cierta sustancia y el entorno fisioldgico en el que
se inserta. En otras palabras, es el término usado cuando el material no es rechazado por
el cuerpo y cuando la asimilacion genera desechos no toxicos. EI PHB es biocompatible
por dos razones: esta presente en el torrente sanguineo humano, en forma de PHB de masa
molar baja y, producto a su degradacion, se transforma en el acido 3-hidroxibutirico, un

metabolito comun en los seres vivos (13)(3).



2.2.3.Propiedades de los PHA’s:

e Propiedades generales de los PHA’s:

Los polimeros de PHA son termoplasticos y difieren en sus propiedades dependiendo
de su composicion quimica (homo o copoliéster, que contienen &cidos grasos
hidroxilados). Algunos grados de aditivacion de PHB son similares en sus propiedades
materiales al polipropileno (PP) y ofrecen una buena resistencia a las propiedades de
barrera contra la humedad y el aroma. El acido polihidroxibutirico sintetizado a partir de
PHB puro es relativamente fragil (es decir, tiene un alargamiento de rotura tipicamente

por debajo del 15 %) y rigido (es decir, modulo E por encima de 1 GPa).

Por estas razones, los esfuerzos en la preparacion de PHB se centran principalmente
en la basqueda de plastificantes y agentes de nucleacidn capaces de reducir el proceso de

cristalizacion y mejorar la flexibilidad y el alargamiento en el producto final.

Estas son algunas de las propiedades generales de los PHAs:

° Insoluble en agua y relativamente resistente a la degradacion hidrolitica.

° Buena resistencia ultravioleta pero pobre resistencia a acidos y bases.

° Soluble en cloroformo y otros hidrocarburos clorados.

° Biocompatible y por lo tanto adecuado para aplicaciones médicas.

° Se hunde en el agua, facilitando su biodegradaciéon anaerdbica en los
sedimentos.

o No toxico.

° Menos "pegajosos” que los polimeros tradicionales cuando se funden
(14).



e Propiedades termo-mecanicas:

Las propiedades fisicas y materiales de los PHA estan muy influenciadas por su
composicion de monémeros y estructura quimica; es decir, la longitud de los grupos
colgantes que se extienden desde el esqueleto del polimero, la naturaleza quimica de estos

grupos colgantes y la distancia entre los enlaces éster en el polimero.

El PHA se puede clasificar principalmente de acuerdo con el tamafio del grupo
colgante (el nimero de atomos de carbono en las unidades monomeéricas) en una longitud

de cadena corta, longitud de cadena media y longitud de cadena larga.

Ademas de su clasificacion general (con respecto a la longitud de la cadena lateral),
hay varios tipos diferentes de cadenas laterales en la misma familia de PHA; También
pueden tener grupos funcionales adjuntos. De especial interés son el grupo 3-hidroxilo y
el grupo carboxilico de los grupos funcionalizados en la cadena lateral que permiten una
modificacion quimica adicional, por ejemplo, haldégenos, grupos carboxilo, hidroxilo,

epoxi, fenoxi, cianofenoxi, nitrofenoxi, tiofenoxi y metiléster.

Existen algunas estrategias para orientar las estructuras de PHA finales para lograr

composiciones a medida. Puede controlarse relativamente bien de tres maneras:

¢ Eligiendo el hospedador de microorganismo correcto;
e Eligiendo condiciones de cultivo y fuentes de carbono apropiadas.

¢ Realizando modificaciones quimicas después de su produccion y purificacion.

La combinacidn de estas tres estrategias puede traer el éxito para lograr la composicién

deseada (15).



e Propiedades de biocompatibilidad:

Los PHAs tienen un gran potencial en el campo de los materiales biocompatibles ya
que sus aplicaciones potenciales se encuentran en el manejo de heridas, el sistema
vascular, ortopedia, administracion de medicamentos, urologia, etc. Los PHAmcl suelen
ser mas biocompatibles que los PHAscl. De hecho, estudios recientes sobre productos de
degradacién de PHA han demostrado que la citotoxicidad de los oligohidroxialcanoatos
disminuy6 con el aumento de la longitud de la cadena lateral de PHA. Sin embargo, los
estudios mas abundantes se han referido a P4HA y PHAscl-co-PHAmcl debido a su
mayor accesibilidad y propiedades especificas. Los estudios del copolimero PHB-co-
PHHx han demostrado que un contenido moderado de co-monomeros 3-HHx (12 %)
induce una mejor adhesion de las células del musculo liso de la aorta de conejo
(RaSMCs), mientras que un contenido mas alto de 3-HHx (20 %) es méas adecuado para

la proliferacion de estas células (15).

2.2.4. Produccion de PHA’s:

En la produccioén industrial de PHA, el poliéster se extrae y se purifica de las bacterias
optimizando las condiciones del bioproceso, o el uso de algunos sustratos como azucar o
glucosa. Como materia prima para la produccién, se pueden usar carbohidratos como la
glucosa y la sacarosa, pero también aceite vegetal o glicerina residual de la produccion
de biodiesel. Ademas de estos sustratos convencionales también se estd buscando
optimizar una produccién industrial con desechos como sustrato dando una mayor
sostenibilidad al proceso. Otra tecnologia a tomar en cuenta implica el desarrollo de
cultivos transgénicos que expresen las rutas de sintesis de PHA de las bacterias para

producir este polimero como forma de almacenamiento de energia en sus tejidos vegetales

©)
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2.2.5. Biomaterial:

Un biomaterial se define como una sustancia que ha sido disefiada para tomar una
forma que, sola o como parte de un sistema complejo, se utiliza para dirigir, mediante el
control de las interacciones con los componentes de los sistemas vivos, el curso de

cualquier procedimiento terapéutico o de diagnostico (2).

2.2.6. Cristal bioactivo (BG):

Los cristales bioactivos o vidrios bioactivos aparecen como consecuencia de la
busqueda de superar las limitaciones y problemas de los materiales disponibles hasta el
momento, que no son capaces de cumplir con los caracteristicas necesarias para cumplir
sus funciones y evitar problemas derivados de su utilizacion (3). Dichos materiales se
elegian principalmente por ser inertes (es decir, se buscaba que no tenga reacciones
perjudiciales con el organismo en el que era incorporado). Pero dado que realmente no
existe ningiin material que no reaccione con el organismo, estos materiales originaban
reacciones de encapsulacion y en el caso de los metales, corrosion. Ademas, materiales
de naturaleza metélica, que son mas fuertes y rigidos que el hueso, promueven la
resorcion 6sea mediante la proteccidn del esqueleto de alrededor de sus niveles de estrés
normales. Como consecuencia, el implante se acaba aflojando haciendo necesaria otra

intervencion quirurgica (16).

En 1971, L. Hench, con el objetivo de superar estos problemas, disefia un cristal
biodegradable en el sistema Na>O-CaO-SiO2-P20s. El gran descubrimiento fue el hecho
de que un vidrio compuesto por un 46,1 mol. % SiO2, 24,4 mol.% Naz, 26,9 mol.% CaO
y un 2,6 mol.% P>0s (conocido como Bioglass), tenia una unidn tan fuerte con el hueso
que no podia ser eliminado sin romper el tejido éseo (17). Este vidrio muestra el indice

de bioactividad (la capacidad que tiene un material de interactuar con los tejidos, blandos

11



y duros, del organismo, mas alto hasta ahora conocido y es ain considerado el patron de

referencia para otros materiales bioactivos (18).

2.2.7. Nanoandamio:

Un Nanoandamio es una estructura de marco tridimensional artificial que sirve como
un imitador de la matriz extracelular para la adhesion celular, la migracién, la
proliferacion y la regeneracion de tejidos en tres dimensiones. Un andamio ideal para la

ingenieria de tejidos debe poseer las siguientes caracteristicas (3):

e Es altamente biocompatible y no provoca una reaccion inmunoldgica o
clinicamente detectable de un cuerpo extrafio.

e Es tridimensional y capaz de regenerar tejidos y érganos en su forma fisioldgica
normal.

e Es altamente poroso con una red de poros interconectada disponible para el
crecimiento celular y el transporte de nutrientes y desechos metabdlicos.

e Tiene una quimica de superficie adecuada que permite la unién celular, la
migracion, la proliferacion y la diferenciacion.

e Tiene tasas controlables de degradacion y reabsorcion que coinciden con la tasa de
crecimiento de tejido in vitro, ex vivo e in vivo para materiales biodegradables o
reabsorbibles.

e Posee las propiedades mecanicas apropiadas que coinciden con las de los tejidos y
organos normales.

e Tiene unasuperficie bioactiva para estimular una regeneracion mas rapida del tejido

3)
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2.2.8. Factores que influyen en la adhesién celular en nanoandamios:

e Tamafo de poro:

Una caracteristica fundamental de lo andamios utilizados en la regeneracién 6sea son
los poros, encontrando estructuras macroporosas (poros de 100 mm) hasta microporosas
(poros de 5 mm). La macroporosidad juega un papel importante en la osteoconductividad
teniendo un rango 6ptimo que va desde 150 a 500 mm para la osteoconduccion y la
transferencia de nutrientes. En contraposicién con las superficies microestructuradas, las
superficies nanoestructuradas ofrecen una gran porosidad, mas limites de particulas y una
mayor porcentaje de adsorcion inicial de proteinas. Las propiedades mencionadas
anteriormente fueron responsables de la excelente adhesion y crecimiento celular en la

superficie de los nanoandamios (19).
e Topografia de superficie

La topografia de la superficie influye en la union inicial de las células osteoblasticas.
La superficie del andamiaje tiene repercusiones a nivel del transporte de
nutrientes/desechos, la integridad mecanica, la diferenciacion celular y la capacidad de
inducir la transduccion de sefiales. Por esto las superficies ranuradas soportan mejor las
células osteoblasticas. adhesion y proliferacion que las superficies rugosas. Ademas, las
nanofosas de menor profundidad (14 y 29 nm) inducen una expansion y union de células
osteoblasticas fetales humana. Por este motivo el aumento del area superficial mejora una
mayor adsorcion de proteinas con mas puntos focales de adhesion, donde las células

podrian anclarse al polimero (19).

e Rugosidad de la superficie

La rugosidad de la superficie de los nanoandamios altera la proliferacion,

diferenciacion y produccion de matriz de osteoblastos in vitro. La rugosidad a nanoescala
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en la superficie de los nanoandamios tridimensionales es importante para la adhesién de
osteoblastos. Esta nanorrugosidad aumenta efectivamente la absorcién inicial de
proteinas (como la fibronectina y la vitronectina) las cuales median la adhesion celular
posterior. Las dimensiones del patrén 6ptimo también son preferibles para la adhesion
de los osteoblastos porque el ancho de las regiones nanorrugosas altera la morfologia de
los osteoblastos. Ademas, se ha encontrado que el aumento de la rugosidad de la

superficie mejora la produccién de proteina digestible de colagenasa (19).

2.3. Definicion de Términos:

e Bioactividad:

Es una propiedad de los materiales los cuales tienen el efecto o inducen una respuesta

de los tejidos, organismos o células vivos, como la formacién de hidroxiapatita (21).
e Biocompatibilidad:

Es la interaccion favorable de un sistema vivo o tejido con un dispositivo médico
terminado o materiales componentes. En el sentido mas simple, un material o dispositivo
biocompatible no dafia al paciente, ya que este no es toxico o perjudicial y ademas no

causa rechazo inmunoldgico (22).
e Biodegradacion:

Proceso biologico de materia organica, que se convierte total o parcialmente en agua,

CO2 / metano, energia y nueva biomasa por microorganismos (bacterias y hongos) (23).
e Hidroxiapatita:

Es una ceramica biocompatible utilizada en muchas areas de la medicina, pero
principalmente para el contacto con el tejido 6seo, debido a su parecido con la

composicion mineral de los huesos (24).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1.Nivel de Investigacion:
Descriptivo
3.2. Tipo y disefio de investigacion:
3.2.1. Tipo de investigacion:
Bésica.
3.2.2. Disefio de Investigacion:
Cuasi — experimental.
3.3. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

3.3.1.Produccion de PHB:

3.3.1.1. Reactivacion de la cepa halofila CHI:

La cepa halofila provista por el Laboratorio de Tecnologias Limpias y/o Emergentes

de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Trujillo, se reactivé

en caldo nutritivo modificado al 2 % de dextrosa y 10 % de NaCl y se incubd por 24 horas

a 30 °C, y luego fueron sembradas en medio MMG (Apéndice N° 1) bajo las mismas

condiciones (Apéndice N° 2) , para estimular la produccion de PHB (25), se busco obtener

colonias aisladas. (26).

3.3.1.2. Tincién Sudan Black B:

Para evaluar la acumulacion de PHB se realiz6 la tincion de Sudan Black B la cual

permitié la diferenciacion de inclusiones que poseen el grupo funcional ester en las

células bacterianas bajo microscopia optica (27)(28), lo cual es un primer indicador de la

posible acumulacion de granulos de PHB (Apéndice 03).
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3.3.1.3. Tincién Nile Blue A:

Para confirmar que los granulos observados son PHB se realizo la tincion de Nile Blue
A, la cual es mas especifica para los compuestos de PHA’s y se observo mediante

microscopia de fluorescencia (Apéndice 04) (29).

3.3.1.4. Caracterizacién morfoldgica de la cepa CH1:

e Caracterizacion macroscopica:

Se evaluaron las principales caracteristicas macroscopicas de las colonias de la cepa
halofila (forma, color, elevacion, borde, superficie, consistencia, densidad) en medio

mineral modificado al 2 % de dextrosa y 10 % de NaCl.
e Caracterizacion microscopica:

Para la caracterizacion microscopica se realizo coloracion Gram a partir de un cultivo
joven de la cepa CH1 en medio mineral modificado al 2 % de dextrosa 'y 10 % de NaCl,
se evalud la forma y el tamafio (um), para lo cual se realizo mediciones utilizando el

software AmScope Software for Windows, previamente calibrado.

3.3.1.5. Evaluacion de la cinética de crecimiento bacteriana y produccion de

PHB:

Previa a la produccion de polihidroxibutirato en biorreactor se realiz6 la cinética de
crecimiento con el objetivo de identificar las principales fases del crecimiento, ya que el
mayor nivel de acumulacién de PHB se da durante la fase estacionaria del crecimiento

(30) (Apéndice N° 5).
e Preparacion del inoculo

Para la preparacion de inoculos se tomé una asada a partir de colonias aisladas en

medio MM-G (30), y se suspendio en matraces de 125 mL con 30 mL del medio MM-G
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(pH final 8.4) y se llevé a incubacion en shaker orbital a 180 RPM y 30 °C por 24 horas,
trascurrido este tiempo se verifico la presencia de crecimiento y se procedi6 a estandarizar
el inoculo mediante diluciones con solucidn salina estéril 10 % hasta llegar a una densidad

Optica de 0.5 a 540 nm.
e Bioproceso para la cinética de crecimiento:

Una vez realizada la estandarizacién, se inocularon por duplicado 8 matraces con 3
mL de inéculo haciendo un volumen final de 30 mL, y se llevd a incubar bajo las mismas
condiciones del indculo. A partir de las 12 horas, se evalu6 el crecimiento en intervalos
de 6 horas por medio de la cuantificacion de biomasa y la produccion de PHB y el pH

final del medio de cultivo.
e Cuantificacion de biomasa obtenida:

Para la cuantificacion de la biomasa se procedio a centrifugar el contenido del matraz
a 4500 RPM durante 10 minutos y se realizaron dos lavados con solucion salina al 10 %,
se eliminaron los sobrenadantes se recupero la biomasa haciendo uso de alcohol de 96°,
finalmente se llevo a secar a 40 °C en crisoles previamente pesados hasta alcanzar el peso
constante y se anotaron las masas obtenidas. La biomasa obtenida se calculé mediante la

diferencia entre el masa final obtenida y la masa inicial del crisol.

e Cuantificacién de PHB obtenido:

Para determinar la produccién de PHB se realizd la extraccion a partir de la biomasa
obtenida, para lo cual se molié la biomasa con ayuda de un mortero y se realizd la
extraccion del PHB utilizando hipoclorito de sodio comercial 4%, en matraces
considerado la proporcién 30 mL de hipoclorito por cada gramo de biomasa obtenido, los
matraces se llevaron a agitacién lineal durante 8 horas a 250 RPM, pasado el tiempo se
centrifugd el contenido a 4500 RPM durante 10 minutos, se realizaron 3 lavados,
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finalmente se recuperé el PHB precipitado utilizando alcohol de 96° en crisoles
previamente pesados, se llevo a secar a 40 °C hasta alcanzar el peso constante y se
anotaron las masas obtenidas. La masa de PHB obtenida se calculé mediante la diferencia
entre la masa final obtenida y la masa inicial del crisol. Con los datos obtenidos se

construyé la curva de crecimiento y se evaluaron las fases.

3.3.1.6. Produccion de PHB en biorreactor:

Para el proceso de produccion se utilizd6 un biorreactor de la marca Applikon
Biotechnology, el cual permitié el monitoreo de los pardmetros basicos del bioproceso
(pH, temperatura, biomasa, agitacién y oxigeno disuelto). Previo al bioproceso se lavd y
esterilizd el tanque y otros componentes. Para el desarrollo del bioproceso el medio fue
MM-G (30), el medio fue preparado en matraces de 1000 mL y esterilizado por separado,
los componentes esterilizados se dejaron enfriar en la cabina de bioseguridad, una vez a
temperatura ambiente, se incorporaron todos los componentes y se ajusto el pH a 8,5
utilizando una solucidn estéril de NaOH 5N. El medio esterilizado fue vertido en el tanque
del biorreactor en la cabina de bioseguridad en donde se colocaron los sensores de pH y
oxigeno disuelto, posteriormente se conectaron todos los sensores a la estacion de control
y se procedié a polarizar el sensor de oxigeno disuelto durante 6 horas en agitacion. Para
realizar el indculo se utilizaron cultivos de 18 a 24 horas, el cual correspondi6 al 10 %
(200 mL) del volumen final y tuvo una densidad 6ptica de 0.5 a 600 nm, posteriormente
se procedio a realizar el bioproceso en biorreactor cuyo volumen final fue de 2 L, las
condiciones de produccidn fueron de 30 °C y 400 RPM, el tiempo total de produccion fue
de 48 horas. El bioproceso se repitié hasta obtener un total de 10 g de PHB (Apéndice N°

6).
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3.3.1.7. Recuperacién de la biomasa:

Pasado el tiempo de produccidn se realizo la recuperacion de la biomasa mediante la
centrifugacion del medio de cultivo con biomasa a 4000 RPM durante 15 minutos para
cada ensayo, se elimind el sobrenadante y se procedio a realizar 3 lavados con solucién
salina al 10% para eliminar restos del medio de cultivo, finalmente se recuperdé la biomasa

obtenida con alcohol de 96° y se llevo a secar a 40 °C (31).

3.3.1.8. Extraccién de PHB:

El biopolimero se extrajo a partir de la biomasa previamente molida, haciendo uso de
hipoclorito de sodio comercial 4%, en matraces de 500 mL considerado la proporcion 30
mL de hipoclorito por cada gramo de biomasa obtenido, los matraces se llevaron a
agitacion lineal durante 8 horas a 250 RPM, pasado el tiempo se centrifugo el contenido
a 4500 RPM durante 10 minutos, procedio a realizar 3 lavados con agua destilada,
finalmente se recuperd el biopolimero utilizando alcohol 96° y se llevo a secar a 40 °C

(32). El PHB obtenido se almacend en frascos herméticos.

3.3.2. Caracterizacion del PHB obtenido:

3.3.2.1. Caracterizacién de PHB obtenido por HPLC:

El polimero obtenido fue caracterizado como acido croténico por medio de analisis
HPLC usando la metodologia de Diaz-Barrera et al (33).Se pesaron 5.11 mg del PHB
producido en biorreactor y se colocaron en tubos ependorff de 1,5 mL. A cada tubo se le
agregd 500 pL de H2SO4 concentrado, luego fueron digeridos a 90 °C por 1 hora.
Ademas, se utiliz6 acido polihidroxibutirico reactivo grado analitico como estandar. La

fase movil consistio en una solucion de H2SO4 0.01N (previamente filtrada con un filtro
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de Nylon de 0.45 um y sonicada por 15 minutos). Se tomaron 20 pL de la muestra, para
ser diluidos con 1480 pL de la fase movil, en un nuevo tuvo ependorff. Posteriormente la
muestra diluida fue filtrada con filtros de membrana de 0,45 um de poro y fue trasvasada
a los microviales para la lectura. La muestra se analiz6 usando un sistema de
cromatografia liquida HPLC-UV con un equipo UHPLC Thermo Scientific UltiMate
3000 Rapid Separation y una columna Shodex SUGAR SH1011. La elucion se realizd
con 0.01N H2SO4 (fase mdvil) a 1 mL/miny 50°C. La absorbancia del &cido croténico se

midié a 210 nm (Apéndice N° 7).

3.3.2.2. Caracterizacion de PHB obtenido por ATR - FTIR:

Las muestras obtenidas fueron sometidas a una identificacion rapida por
espectroscopia de infrarrojos usando un espectrometro FT-IR con el modo de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) (34), este equipo usa una ventana con cristal de
diamante de tres rebotes. El equipo FTIR se conecta a una computadora con el software
OMNIC FTIR (Thermo Scientific). EIl rango espectral que se utiliz6 para analizar los
polimeros estaba entre 4000 a 550 cm™. Se realizaron 16 escaneos con una resolucion de
4 cm™. Los espectros resultantes se configuraron para mostrarse en % de Transmision.
Todos estos parametros fueron introducidos en el software antes de empezar la recogida

del espectro de fondo y muestra (Apéndice N° 8).

Este analisis fue realizado en el Laboratorio de Ingenieria de Operaciones de Facultad
De Ciencias Agropecuarias Escuela Profesional De Ingenieria Agroindustrial en la

Universidad Nacional de Trujillo.

3.3.3. Sintesis de nanoandamios:
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Los nanoandamios fueron sintetizados a partir del PHB producido en biorreactor y BG
grado analitico (Mo-sci Corporation) (Anexo N° 1) el método escogido para la sintesis

fue una combinacion de técnicas de fundicion de solvente y lixiviacion salina.

Para lo cual se utilizaron diferentes cantidades de PHB y BG para obtener diferentes

relaciones proporcionales segun la siguiente tabla:

Tabla 1: Proporciones de PHB: BG para la sintesis de nanoandamios

BG 0,06 g 0,12 g 0,18 g
PHB
064 0,6:0,06 0,6:0,12 0,6:0,18

Obteniéndose 3 proporciones para la sintesis, las cuales generaron 3 nanoandamios

que fueron caracterizados para determinar las diferencias entre sus propiedades.

Para la sintesis se pesaron las cantidades indicadas anteriormente de PHB y BG en una
balanza ultra analitica y se disolvieron en cloroformo con 6 % p/v sometiéndose la mezcla
a reflujo y agitacion a 60°C durante 6 horas. Luego, se sonicaron durante 30 minutos
usando un bafio de sonicacién, y posteriormente, la solucién se vertié en un molde
antiadherente de silicona con un lecho de particulas de cloruro de sodio tamizadas (250-
300 pum) y la relacion en peso de cloruro de sodio: polimero fue de 90:10. Posteriormente
se evaporo el solvente con la ayuda de un horno a 40 °C durante 24 horas para que el
disolvente se evapore por completo. Luego se enjuag6 con agua ultrapura (conductividad
menor a 0.05 uS/cm) para lixiviar la sal. Después del proceso lixiviacion salina se obtuvo
el armazon de polimero microporoso y luego se seco a 40 °C por 24 horas, finalmente los
andamios obtenidos fueron conservados y almacenados en bolsas herméticas para la

caracterizacion (35) (Apéndice N° 9).

21



3.3.4.Caracterizacion de Nanoandamios:
3.3.4.1. Caracterizacion estructural por microscopia electrénica de barrido

(SEM) y energia de dispersion de rayos X (EDS):

Previo a la caracterizacion estructural por SEM, se realizé un proceso de criofractura
con nitrégeno liquido para sondear un &rea de seccion transversal. Luego, las muestras se
montaron en tocones de aluminio, y fueron recubiertos de carbono en un dispositivo de
pulverizacion catodica, y luego se examinaron usando un microscopio electronico
TESCAN VEGAZ3 de barrido para el estudio de la estructura y distribucion de los poros.
Se tomaron imagenes SEM con varios aumentos y voltajes de aceleracion (max. De 5 kV)

(36) (Apéndice N° 10).

Este analisis fue realizado en el Laboratorio de Investigacion Multidisciplinario de la

Universidad Privada Antenor Orrego.

3.3.4.2. Caracterizacion estructural por difraccion de rayos X (XRD):

Se utilizé la técnica de difraccion de rayos X (XRD), los patrones de difraccion fueron
obtenidos con un difractdmetro BRUKER modelo D8 Eco - ADVANCE, en
configuracion Bragg-Brentano 20 con fuente de Cu-ko (A= 1.5418 A) y a un barrido 2(0)

=0.02° (6) (Apéndice N° 11).

Este andlisis fue realizado en el Laboratorio de Investigacion Multidisciplinario de la

Universidad Privada Antenor Orrego.
3.3.4.3. Caracterizacion estructural por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT -IR):
Las muestras obtenidas fueron sometidas a una identificacién rapida por

espectroscopia de infrarrojos usando un espectrometro FT-IR con el modo de
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Reflectancia Total Atenuada (ATR) (34). El rango espectral que se utiliz6 para analizar
los nanoandamios estaba entre 4000 a 550 cm-1. Se realizaron 16 escaneos con una
resolucion de 4 cm-1. Los espectros resultantes se configuraron para mostrarse en % de

Transmision (35).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados:
4.1.1.Produccién de PHB:

4.1.1.1. Tincion Sudan Black By Nile Blue A:

Una vez realizada la coloracién de Sudan Black B, se observaron granulos color negro
en el interior de las células bacterianas, los cuales indicaban la presencia de inclusiones
con grupos funcionales éster en su estructura molecular (Apéndice N° 3). mediante la
coloracidn de Nile Blue A, se confirmé que dichas inclusiones eran PHAs, al observarse
bajo microscopia de fluorescencia, granulos con aspecto anaranjado brillante (Apéndice

N° 4).

Figura 1: Observacion microscépica de granulos de PHB en bacterias haléfilas con

tincion Sudan Black B y Nile Blue A respectivamente a 1000X.

24



4.1.1.2. Caracterizacion morfolégica de la cepa CH1:

e Caracterizacion macroscopica:

La cepa CH1 present6 un color crema, forma circular, elevacién convexa y borde

ondulado, superficie lisa y brillante.

Figura 2: Observacion macroscopica de colonias de la cepa haléfila CH1

e Caracterizacién microscopica:

La cepa CH1 presento forma de bacilo corto Gram negativo, borde redondeado con un

tamafo promedio de 3 pm — 3.5 pm.

Figura 3: Observacion microscopica de coloracion Gram, en donde se observa la medida

longitudinal cepa hal6fila CH1 a 1000X



4.1.1.3. Evaluacion de la cinética de crecimiento bacteriano y produccion de

PHB:

Se realizo la evaluacion del peso seco (biomasa y PHB) y pH cada 6 horas en matraz,

los resultados se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Valores obtenidos durante cinética de crecimiento y produccion de PHB de la cepa

CH1

Punto Tiempo Biomasa Rendimiento Rendimiento pH

(H) (30 mL) Biomasa PHB
(9/L) (9/L)
A0 0 0 0,00 0,00 8,5
Al 12 0,0248 0,83 0,033 6,7
A2 18 0,047 1,57 0,533 6,38
A3 24 0,0698 2,33 1,033 6,18
A4 30 0,0976 3,25 2,033 6,04
A5 36 0,103 3,43 2,333 5,42
A6 42 0,1028 3,43 2,100 5,29
A7 48 0,1045 3,48 1,967 5,02
A8 54 0,0954 3,18 0,967 4,52

En la figura 4 se observan las fases del crecimiento bacteriano por medio de la
cuantificacion del peso seco de la biomasa, en donde se aprecia la fase adaptativa durante
las primeras horas de crecimiento, para posteriormente dar lugar a la fase exponencial
comprendida entre las 12 y 30 horas. A partir de este punto se observo la fase estacionaria

de crecimiento, hasta las 54 horas de incubacion. El rendimiento promedio de biomasa
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durante la fase estacionaria fue de 3.45 g/L. Del mismo modo en la figura 4 se observa la
produccion de PHB la cual se cuantificd por peso seco posterior a la extraccion realizada
a partir de la biomasa obtenida, se puede observar que la mayor acumulacion se desarrolla
durante las 36 y 54 horas, periodo que se corresponde con la fase estacionaria del

crecimiento, alcanzando un promedio de acumulacion de 2,1 g de PHB (Apéndice N° 5).

Figura 4: Curva de crecimiento y produccion de PHB de la cepa hal6fila CH1
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4.1.1.4. Produccion de PHB en Biorreactor:

Se realizaron en total 6 bioprocesos batch, los resultados se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3: Fuentes de carbono en biorreactor y rendimientos obtenidos durante la produccion

de PHB.

N° Fuente Rendimiento Rendimiento

deC Biomasa PHB

(9/L) (9/L)

1 Glucosa 3,20 1,80
2 Glucosa 3,15 1,72
3 Glucosa 3,20 1,78
4 Glucosa 3,15 1,60
5 Glucosa 3,25 1,82
6 Melaza 3,35 1,85

Al finalizar cada bioproceso, se observé un aumento en la turbidez del medio de cultivo
y se observo la curva de crecimiento trazado por el equipo buglab en donde se diferencio
las fases de exponencial y estacionaria del crecimiento (Anexo N° 4), luego de realizar el
autoclavado y la centrifugacion del medio de cultivo, la biomasa obtenida presentd un
color rosado claro en los bioprocesos realizados con glucosa, por otro lado en el
bioproceso en el que se utilizd melaza como fuente de carbono, ésta se torno de un color
marron. Una vez realizada la extraccion y lavado se obtuvo un sélido blanco el cual fue
pulverizado y conservado en tubos herméticos. Se obtuvieron en total 10,57 gramos de
PHB los cuales fueron utilizados para la caracterizacion del Biopolimero y la sintesis de

nanoandamios (Apéndice N° 6).
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4.1.2. Caracterizacion del PHB obtenido:

4.1.2.1. Caracterizacion de PHB obtenido por HPLC:

Para asegurar la linealidad del método se traz6 la curva de calibracién utilizando como
estandar acido polihidroxibutirico grado analitico (Sigma-Aldrich). Para lo cual se

utilizaron 13 puntos de calibracion, se obtuvo un valor de R?=0,999 (Anexo N° 2).

En el cromatograma Figura 5 se observa el pico 1 - PHB a los 17,857 minutos, el cual

corresponde al tiempo de retencion del acido crotonico contenido en la fase mavil de

H2S040,1 N; a 210 nm (Anexo N° 3).

160, 4L PHE Halofilas #575 MPHE! UV_VIS_1 WVLZ10 nm
i1 - FHE - 17.857

1404 n \
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Figura 5: Cromatograma obtenido a partir del analisis de la muestra de PHB producido

por la bacteria halofila CHL.

Se obtuvo un total de 1086,22 ng de &cido crotonico, el cual por medio del factor

de conversion corresponde al 80% de la muestra utilizada correspondia a acido croténico

(Apendice N° 7).
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4.1.2.2. Caracterizacion de PHB obtenido por ATR-FTIR:

Por medio de la técnica ATR-FTIR se analizo la estructura quimica del polimero
obtenido (PHB - 1) a través de las vibraciones de los enlaces de los grupos funcionales.
Para su identificacion se estudiaron las bandas caracteristicas del espectro obtenido

(Figura 6).
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Figura 6: Espectro FT-IR (normalizado) obtenido a partir del analisis de la muestra de

PHB producido por la bacteria halé6fila CH1.

Para constatar la naturaleza quimica del polimero obtenido se realiz6 una busqueda
espectral para su identificacion mediante una comparacion realizada con la libreria de
polimeros HR Hummel Polymer and Additives (Thermo Scientific), obteniéndose un alto
porcentaje de similitud (96,06 %) con el Acido 3 polihidroxibutirico. Los resultados de

la busqueda se muestran en la Figura 7.
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Figura 7: Reporte de busqueda del espectro FT-IR a partir del analisis de la muestra de

PHB producido por la bacteria hal6fila CH1.

4.1.3. Caracterizacion de nanoandamios:

4.1.3.1. Caracterizacion estructural SEM y EDS:

Por medio de la técnica de microscopia electronica de barrido se obtuvieron
micrografias (Anexos N° 5, N° 6 y N° 7), en las cuales se observo la estructura porosa de

los andamios poliméricos, asi como su composicion elemental (Anexos N° 8, N° 9y N°

10).
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Figura 8: Micrografias SEM obtenidas de la de andamios poliméricos a 100X, en donde se aprecia la presencia de poros formados durante
el proceso de lixiviacion salina. a. proporcion N°1 (PHB/BG=0.6/0.06); b. proporciéon N°2 (PHB/BG=0.6/0.12); c. proporcién N°3

(PHB/BG=0.6/0.18)
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Figura 9: Analisis EDS del area superficial de los andamios poliméricos en donde se
observa la presencia de los principales elementos de su composicion. a. proporcion N°1
(PHB/BG=0.6/0.06); b. proporcién N°2 (PHB/BG=0.6/0.12); c. proporcion N°3

(PHB/BG=0.6/0.18)

El andlisis EDS muestra los principales elementos quimicos que conforman a los
nanoandamios, en el cual puede se observaron los picos caracteristicos de calcio (Ca),

silicio (Si), fosforo (P), oxigeno (O).

4.1.3.2. Caracterizacion estructural XRD:

Para evaluar el caracter amorfo o cristalino de los andamios poliméricos se realizd
el andlisis XRD, obteniéndose los difractogramas para el andlisis e identificacion de los

picos mas representativos de cristalinidad (Apéndice N° 11).
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Figura 10: Espectros XRD obtenidos a partir del analisis de las muestras de andamios

poliméricos, PHB y BG.
4.1.3.3. Caracterizacion estructural ATR-FTIR:

Por medio de la técnica ATR-FTIR se analizé la estructura quimica de los andamios
obtenidos a través de las vibraciones de los enlaces de los grupos funcionales. Para su

identificacion se estudiaron las bandas caracteristicas de los espectros obtenidos.
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4.2 Discusion:

En el proceso de produccion de PHB por parte de la cepa codificada CH1 se utilizd
un medio cuya relacién C/N era de 20:1 la cual estimula su acumulacion (37). Esto se
confirmo por medio de las tinciones de Sudan Black B en donde se observd la presencia
de inclusiones granulares de color negro (Figura 1) las cuales son el resultado de la
adhesion del colorante a las inclusiones celulares que poseen el grupo éster (R-COOR’)
los cuales estan presentes en la cadena de PHB (38); del mismo modo, en la tincién con
Nile Blue A, se observaron inclusiones anaranjado brillante, resultado de la interaccion
del polimero con el colorante bajo el espectro de luz azul (460 nm) (29). Habiendo
reactivado y comprobado la acumulacion de PHB por parte de la cepa CH1, se procedio
a realizar su caracterizacion morfologica de la cepa lo que permitié descartar posibles
contaminaciones durante el proceso de reactivacion por lo que continué con el anélisis de

la cinética de crecimiento bacteriana y produccion de PHB.

El anélisis de la cinética de crecimiento bacteriana y produccion de PHB, se realiz6
con el objetivo de determinar si la mayor acumulacion de PHB se da durante la fase
estacionaria como lo sefialan algunos autores como Nygaard et al (39), durante el ensayo
se observé que el inicio de la acumulacién de PHB se desarrollé durante el inicio de la
fase exponencial alcanzando sus puntos maximos durante la fase estacionaria (Figura 4
), ademas es importante destacar que iniciada la fase de muerte se observd una caida
considerable de la acumulacion del PHB, por lo que para la produccion en biorreactor se
tuvo en cuenta este aspecto a fin de recuperar la maxima cantidad del polimero durante
la produccion. La mayor acumulacion de PHB se observo a las 36 horas de iniciada la
cinética de crecimiento (2,33 g/L), en donde ademas el rendimiento de biomasa fue el

mayor (3.43 g/L), por lo que el porcentaje de acumulacion de PHB representd
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aproximadamente el 68 % del peso de la biomasa. Si bien el rendimiento de biomasa se
mantuvo hasta las 42 horas se observé una ligera disminucion en la acumulacion de PHB
(2,10 g/L). Teniendo esto en cuenta se establecio la fase estacionaria como la mejor fase

de crecimiento para la recuperacion de PHB.

Para la produccién de PHB en biorreactor se utiliz6 como fuentes de carbono a la
glucosa y melaza las cuales por medio del metabolismo microbiano se transformaron en
el polimero. Los rendimientos obtenidos para cada bioproceso oscilaron entre 3,15y 3,25
g/L de biomasa, con un porcentaje de acumulacion entre el 55-60 % de PHB. Durante la
produccion se diferenciaron la fase exponencial y estacionaria, y ademas se observé una
acidificacion del medio de cultivo producto del metabolismo microbiano, siendo
compensado por medio de la incorporacion de NaOH 5N. Una vez finalizada la
produccion se procedio a recuperar la biomasa para el proceso de extraccion de PHB.
Para una adecuada extraccion se molio la biomasa hasta obtener un polvo de aspecto
homogéneo el cual se tratd con hipoclorito de sodio comercial para la obtencion del
biopolimero, este sélido poseia un color blanco para los bioprocesos realizados con

glucosa y un aspecto marrén claro para la fermentacion realizada con melaza.

Para su identificacion el polimero obtenido se usé de la técnica de HPLC para
determinar su naturaleza quimica al compararlo con un estandar de acido
polihidroxibutirico, en el cromatograma presentado en la Figura 5, se observa una sefial
con un tiempo de retencion de 17,85 minutos (Figura 5) lo que confirmaria la presencia
de &cido crotonico en la fase movil, el cual procederia de la digestion acida del PHB con
H>SO4 concentrado. Estos resultados son similares a los obtenidos por Duvigneau et al

en donde se estandarizé un método rapido y econOomico para la determinacion de
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fracciones monomeéricas en poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), el cual posee

una naturaleza quimica similar al PHB, por medio de la técnica de HPLC (40).

En el analisis FT-IR se observé una banda a 1719 cm, correspondiente a la
extension del grupo carbonilo (C=0) de la unién ester (R-COOR”), dicha banda tiene un
valor muy cercano al obtenido en el analisis reportado por Sindhu et al (1722 cm™), en
donde se analiz6 un estandar de PHB de Sigma (41). Las bandas a 2976 y 2876 cm™
indican corresponden a los modos de estiramiento asimétrico y simétrico de CHs y CH>
(42). con su banda de confirmacion obtenida a 1379 cm™ la cual asigna al movimiento
simétrico de los grupos CHs y la banda de confirmacion obtenida a 1452 cm™ corresponde
al grupo -CHo>, ya que esta posee una deformacion asimétrica presente de los enlaces C-
H presentes en la molécula, por otro lado, la banda encontrada a 1277 cm™ corresponde
al grupo -CH, la banda obtenida a 1228 cm™ es asignada a la conformacion helicoidal,
ademas los valores 1180 y 1130 cm™ son bandas caracteristicas de la vibracion simétrica
del grupo C-O-C, las bandas restantes comprendidas entre 1054 y 1300 cm™ son bandas
de confirmacion del grupo éster presente en los PHA, ya que corresponden a la vibracion
del enlace C-O, por Gltimo se encontrd una banda a 3435 cm™ correspondiente al enlace
O-H libre el cual se asigna al contenido de agua libre en la muestra (hidratacién). Es
importante resaltar que las bandas por encima de 3400 cm™ no son pronunciadas por lo
que se puede concluir que el polimero obtenido posee un bajo nivel de hidratacion (43),
ademas al realizar la busqueda espectral se observd un alto porcentaje de coincidencia
con el polimero de la biblioteca del equipo (Figura 7), este elevado porcentaje de
coincidencia y las bandas obtenidas a diferentes nimeros de onda, son fundamentales
para determinar que el biopolimero obtenido tiene las mismas propiedades quimicas a

nivel de sus grupos funcionales, lo que indica la presencia PHB.
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Durante el proceso de sintesis se observd la disolucién completa del polimero en el
solvente, formando una suspensién de aspecto homogéneo. Para el caso de las 2 primeras
proporciones se observé una dilucion completa de los precursores (PHB y BG) ya que no
hubo ningun tipo de precipitado en el fondo del balén al finalizar el tiempo de sintesis (6
h). Por otro lado, en la proporcién N° 3 se observé la presencia de un pequefio precipitado,
el cual corresponde al BG que no se disolvid, esto debido a la saturacion de la solucion.
Es importante destacar este hecho debido a que la incorporacion del BG en la estructura
del PHB es necesaria para que el nanoandamio cumpla su funcién en la regeneracion de

tejidos (44).

En la caracterizacion SEM se observd la formacion de los poros producto del
proceso de lixiviacion salina, sin embargo, su distribucion no es homogénea debido a que
durante la incorporacion de la disolucion en el lecho salino la ubicacion de los cristales
de cloruro de sodio es aleatoria. Ademas, es importante resaltar que el tamafio de poro se
controlo a través del tamizado del cloruro de sodio con lo cual se obtuvo un tamafo
esperado (150 - 250 pum) (Apéndice N° 9). En el andlisis EDS se observd los elementos
que componian los nanoandamios, podemos resaltar la presencia de silicio, calcio, fosforo
y sodio los cuales son los componentes principales del BG y que teniendo esto en cuenta
comprobd que el BG se incorporo a la estructura del PHB. Durante este analisis también
observo un pico de cloro, el cual procede del solvente utilizado durante el proceso de
sintesis, por lo que en futuras investigaciones se puede evaluar la utilizacion de solventes

no halogenados para dicho proceso.

En el analisis XRD de los andamios poliméricos se pueden apreciar los picos
caracteristicos de cristalinidad del PHB y el caracter amorfo del BG. Los picos cuyos

indices de Miller corresponden a (020), (110), (111), (040), son caracteristicos de una
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estructura molecular con disposicién ortorrombica tal y como lo describe Chernozem R.
et al (45), la cual no se ve modificada durante el incremento progresivo del BG durante
la sintesis. En la segunda y tercera proporcion se observa un desplazamiento del pico 020
de 13° hacia la derecha lo que indica una reduccion de la distancia interplanar de la celda
unitaria, ademas se observa la formacion de un pico por debajo de los 35° el cual puede
ser resultado de la introduccion del BG en la estructura del PHB (Figura 10) tal y como
lo describe Montazeri M. et al (46). Durante el analisis de los difractogramas también se
pudo observar que las conformaciones o y 3 de la estructura ortorrombica se presentaron
al mismo tiempo durante los diferentes procesos de sintesis (47). Los resultados obtenidos
en el andlisis XRD permiten concluir que a partir de la Proporcion N° 2 existe una buena

integracion del BG en la estructura del PHB.

El analisis de los espectros FT-IR muestra la presencia de los picos caracteristicos
del PHB con ligeras variaciones que indican la interaccion del PHB con el BG; sin
embargo, no se observan diferencias significativas en relacion a los espectros obtenidos
de los precursores, esto es debido a que la composicion de los nanoandamios es
mayoritariamente PHB por lo que no se observd variaciones en las vibraciones

caracteristicas de los enlaces del PHB.

Una de las limitaciones mas importantes de este trabajo fue la imposibilidad de
caracterizar mecanicamente a los nanoandamios, debido a la falta de equipamiento
especializado para este tipo de analisis, evaluar este tipo de propiedades hubiera permitido
conocer mas a fondo el comportamiento de las nanoestructuras en condiciones de estrés

fisico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

Los nanoandamios producidos con polihidroxibutirato y modificados con bioglass
a las tres diferentes proporciones, se caracterizan por poseer una elevada porosidad, un
comportamiento cristalino de su estructura molecular y la buena incorporacion del

biocristal en la estructura quimica del polihidroxibutirato.

El polihidroxibutirato producido tiene un porcentaje de coincidencia molecular del

96%, respecto al estandar de acido -3- polihidroxibutirico.

Se sintetizaron nanoandamios a las proporciones de polihidroxibutirato: bioglass de

0,6:0,06; 0,6:0,12; 0,6:0,18.

La proporcién de polihidroxibutirato: bioglass, que otorga las mejores propiedades
estructurales y quimicas durante la sintesis de nanoandamios fue la proporcion N°2

(PHB:BG=0,6:0,12).
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5.2.Recomendaciones:

Para incrementar el rendimiento durante la produccion de PHB, en futuras
investigaciones, se debe considerar realizar bioprocesos que involucren sistemas de

fermentacion por lote alimentado (Fed batch) o continuo.

Durante el proceso de extraccion de PHB puede evaluar la incorporacion de
técnicas que no involucren el uso de compuestos nocivos para el medio ambiente

(hipoclorito), como extraccién enzimatica o procesos fisicoquimicos (shock térmico)

Durante el proceso de sintesis se debe implementar el uso de solventes no
halogenados con el objetivo de evitar la presencia de elementos residuales en las

nanoestructuras sintetizadas.

Es importante evaluar otros parametros durante la sintesis como la temperatura,
velocidad de enfriamiento, los cuales podrian influir en las propiedades cristalinas de los

nanoandamios.

Se pueden tener en cuenta otros méetodos de sintesis que permitan un mayor control

sobre la sintesis de las estructuras tridimensionales como la impresion 3D.
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APENDICES

Apéndice N° 1: Composicion del medio MMG para fermentacion y cultivo en

placa

La produccion de PHB se realiz6 con el medio MM-G el cual tiene la siguiente
composicion:

Medio MM-G (pH 8,5):

Componente Cantidad (para 1L)
NaCl 100 g
Extracto de Levadura 1g
(NH4)2HPO4 2479
Na;HPO4 0.794 g
K2HPO, 15¢
MgSO4*7H.0 0.39%4 ¢
Glucosa 209
Agar 309
Solucioén elementos traza 1 10 mL
Solucion elementos traza 2 1mL
NaOH S5mL
Solucion elementos Traza 1(Solvente HCI 1M):
Componente Cantidad (para 1L)
Fe (I11)-NHs-Citrate 59
CaCl; 29
Solucion elementos traza 2(Solvente HCI 1M):
Componente Cantidad (para 1L)
ZnSO4*7TH0 0,1
MnClI2*4H20 0,03
H3BO3 0,3
CoCl*6H20 0,2
CuSO4*5H,0 0,01
NiCl*6H20 0,02
Na;Mo0O4*2H,0 0,03

Nota:
e El agar solo se utiliza si se realizaran ensayos en medios solidos.
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Apéndice N° 2: Reactivacion de la cepa halofila CHI.

Figura 12: Cepas haldfilas conservadas en Figura 13: Reactivacion de las cepa
glicerol CH1 en caldo nutritivo modificado

Apéndice N° 3: Tinciéon Sudan Black B.

Figura 14: Laminas fijadas y coloreadas
con Sudan Black B

Figura 15: Observacion microscopica de
la tincion con Sudan Black B a 1000x
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Apéndice N° 4: Tincion Nile Blue A.

Figura 16: Microscopio de fluorescencia ~ Figura 17: Observacion microscopica de
marca AMSCOPE la tincion con Nile Blue A. a 1000 x

Apéndice N° 5: Evaluacién de la cinética de crecimiento bacteriana y produccion

de PHB.

Figura 18: Cultivo joven de la cepa hal6fila CH1 (24 h) utilizado para el analisis de la
cinética de crecimiento y produccion de PHB
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Figura 19: Ajuste de pH del medio de cultivo utilizado en la cinética de crecimiento
y produccion de PHB

Figura 20: Servido del medio de cultivo utilizado en la cinética de
crecimiento y produccién de PHB
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Figura 21: Incubacion en shaker orbital de matraces.

Apéndice N° 6: Produccion de PHB en Biorreactor.

Figura 22: Biorreactor de la marca Applikon Biotechnology utilizado para la

produccion de PHB
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Figura 23: Componentes internos del tanque de fermentacion del Biorreactor

Applikon Biotechnology

1]

Figura 24: Instalacion de las conexiones, componentes Y filtros del biorreactor para la

produccion de PHB
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Figura 26: Biomasa bacteriana obtenida de la produccion en Biorreactor
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Figura 27: Extraccion de PHB con hipoclorito

Figura 28: PHB centrifugado posterior a la extraccion
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Figura 29: PHB producido en biorreactor

Apéndice N° 7: Caracterizacién de PHB obtenido por HPLC.

Figura 30: Sistema de cromatografia Figura 31: Estandar de Acido-3-
liquida HPLC-UV con un equipo UHPLC Polihidroxibutirico utilizado para la
Thermo Scientific Ultimate 3000 Rapid construccion de la curva de calibracién
Separation para el analisis HPLC
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Figura 32: Filtrado de muestras Figura 33: Sistema de filtracion al
para analisis HPLC vacio para fase movil
Apéndice N° 8: Caracterizacion de PHB obtenido por FT -IR.

Figura 34: Equipo FT-IR Thermo Scientific Nicolet IS50 en modo de Reflectancia
Total Atenuada (ATR)
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Apéndice N° 9: Sintesis de Nanoandamios.

Figura 35: Precursores utilizados en la sintesis de nanoandamios PHB y BG 45S5

respectivamente

Figura 36: Sistema de sintesis de nanoandamios poliméricos acoplado a un

intercambiador de calor
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Figura 37: Nanoandamio

Apéndice N° 10: Caracterizacion estructural SEM y EDS:

Figura 38: Microscopio electronico de barrido (SEM) TESCAN VEGA3
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Apéndice N° 11: Caracterizacion estructural XRD.

-

Figura 39: Difractometro de Rayos X
BRUKER modelo D8 Eco - ADVANCE
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ANEXOS:

Anexo N° 1: Certificado de calidad Bioglass 45S5 MO-SCI ONLINE

10/1/2019

Quality Certification
Part Number Description
OL-GL0160P/-10 45S5 Bioactive Glass Powder, -10 pm
Date Lot Number

269-10-1-17240

Quantity Being Certified

Specifications Met:

% In Range: 80 %
% Spherical: N/A
Size Range: -10 micron

10 g

% Mm . QA Inspector Date/O / a7 / A / ?

S pn Ap;U ed By

Title Date
QA Reviewer / Cl/ 0/ /}7 O/ (?

. { L‘(ﬂ,@b(, ‘LP’LL{/\-

MOescCi
ONLINE

MO-SCI ONLINE
4040 Hypoint North
Rolla, M0.65401 USA
Phone: (573)364-2338 Fax: (573)364-9589

Rev Date 09/03/2014
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Anexo N° 2: Reporte de curva de calibracion PHB para analisis HPLC

450

Calibration
Calibration Details PHB
Calibration Type Lin Offset (C0) 0.0000
Evaluation Type Area Slope (C1) 0.0787
Number of Calibration Points 13 Curve (C2) 0.0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0.9999
Calibration Plot PHB
PHB External UV_VIS_1

400+

350

300
250
g
<
200
150
100
50
[
0 1000 2000 3000 4000 5000 5500
Amount
Calibration Results PHB
No. [Injection Name Calibration X Value Y Value Y Value Area Height
Level mAU*min mAU
UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1 UV_VIS_1
PHB PHB PHB PHB PHB
79 PHB15 1 0.5981 n.a. n.a. n.a. n.a.
80 PHB14 2 1.1963 0.0667 0.0667 0.067 0.217
81 PHB13 3 2.3926 0.1965 0.1965 0.196 0.425
82 PHB12 4 4.7852 0.4042 0.4042 0.404 0.869
83 PHB11 5 9.5703 0.8005 0.8005 0.801 1.686
84 PHB10 6 19.1406 1.5819 1.5819 1.582 3.347
85 PHB9 7 38.2813 3.0900 3.0900 3.090 6.531
86 PHB8 8 76.5625 6.2687 6.2687 6.269 13.300
87 PHB7 9 153.1250 12.2591 12.2591 12.259 26.029
88 PHB6 10 306.2500 24.6379 24.6379 24.638 52.267
89 PHB5 i 612.5000 49.6188 49.6188 49.619 105.020
90 PHB4 12 1225.0000 95.8096 95.8096 95.810 201.704
91 PHB3 13 2450.0000 195.1932 195.1932 195.193 404.662
92 PHB2 14 4900.0000 384.5277 384.5277 384.528 774.687
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Anexo N° 3: Reporte de andlisis HPLC de muestras de PHB producido en

Biorreactor

Chromatogram and Results

Injection Details

Injection Name: MPHB1 Run Time (min):  25.00

Vial Number: BE7 Injection Volume: 10.00
Injection Type: Unknown Channel: Uv_Vis_1
Calibration Level: Wavelength: 210
Instrument Method: POLIHIDROXIALCANOATOS Bandwidth: 1
Processing Method: PHB Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 13/0ct/21 15:02 Sample Weight:  1.0000

IChromatogram

160 -

7 PHB Halofilas #675 MPHB1 UV_VIS_1 WVL:210 nm

11-PHB-17.857

140 4

120

100 4

[~
o
L

fozd
o
n

Absorbance [mAU]

S
o
I

n
o
I

o Pt

20-

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225
Time [min]

Integration Results

No. |Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height
min mAU*min mAU % %

Amount
ng

1 PHB 17.857 85.512 149.747 100.00 100.00

1086.2202

Total: 85.512 149.747 100.00 100.00

Anexo N° 4: Software OMNIC FTIR (Thermo Scientific) utilizado para la

recogida y analisis de los espectros FT- IR
A OMNIC - [Buscar Picos]
&) Archive Editar Recoger Mostrar Procesar Analizar Informe Ventana Ayuda

- X
_ & x

Experimento | Default - Transmission (default exp) | & Estado de la sistema

R = B R W kN - O 7 e BRSNS I

ExptSet ColBka ColSmp Abir  Guardar Imprimic ApiarEspe FulScl CnScl AutBsh AdvATR Sustaer FindPks SelctAl  Bomar Buscar  LibMar PrevFpt AddNB View NB

(Emapapemi |Reemplazar especiro original

Ayuaa PHB1

e

=) VV“Y
e

Sensibilidad:

«|100

287617

2976.73

0 ®
& <
@ =
2 =
= o

1261.00
1099.898
1054 .40

979.08

- ©
Umbral:
108471 S S S T
v/ Anotar 3500 3000 2500 2000 1600 1000
results Nimero de Ondas (cm-1)
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953.72




Anexo N° 5: Micrografias SEM de los nanoandamios producidos con la proporcién

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm | VEGA3 TESCAN
View field: 2.08 mm Det: SE 500 pm View field: 2,08 mm Det: SE 500 pm
SEM MAG: 100 x | Date(m/dly): 01/19/22 SEM MAG: 100 x  Date(m/dly): 04/22/22

-

<IN,

i ; s
" » i '
SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm [ | VEGA3 TESCAN
View field: 1.04 mm Det: SE 200 pm View field: 415 pm Det: SE 100 pm
SEM MAG: 200 x  Date(m/dly): 01/19/22 SEM MAG: 500 x |Date(m/dly): 01/19/22

SEM HV: 5.0 kv WD: 10.00 mm | {11
View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 01/19/22

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm (LI VEGA3 TESCAN
View field: 104 ym Det: SE 20 pm
SEM MAG: 2.00 kx Date(m/dly): 01/19/22




Anexo N° 6: Micrografias SEM de los nanoandamios producidos con la proporcién

N° 2

SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm (N VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm

View field: 2,08 mm Det: SE 500 pm View field: 2.08 mm Det: SE 500 pm
SEM MAG: 100 x  |Date(m/dly): 01/19/22 SEM MAG: 100 x  Date(m/dly): 04/22/22

SEM HV: 5.0 kV wp: 1000mm | | VEGA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kv wp:1000mm | || ||

View field: 1.04 mm Det: SE 200 pm View field: 415 ym Det: SE 100 pm
SEM MAG: 200 x | Date(m/dly): 01/19/22 SEM MAG: 500 x | Date(m/dly): 01/19/22

SEMHV:50kV |  WD: 10.00 mm L1 VEGA3 TESCAN SEMHV: 5.0 kV WD: 10.00 mm

View field: 208 pm Det: SE 50 pm View fiel Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 01/19/22 SEM MAG: 1. Date(m/dly): 01/19/22




Anexo N° 7: Micrografias SEM de los nanoandamios producidos con la proporcién

X % 9
o, N
o '%i SANT : :
SEM HV: 5.0 kV WD: 15.00 mm ||| VEGA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm [ VEGA3 TESCAN
View field: 2,08 mm Det: SE 500 pm View field: 2,08 mm Det: SE 500 pm
SEM MAG: 100 x  |Date(m/dly): 04/22/22 LABINM-UPAO SEM MAG: 100 x  |Date(m/dly): 12/27/21

¥
e < S “ ‘s
SEM HV: 5.0 kV WD: 10.00 mm
1 WD: 10.00 mm [
View field: 1.04 mm Det: SE 200 pm
Det: SE 100 pm
SEM MAG: 500 x |Date(m/dly): 12/27/21

SEM MAG: 200 x | Date(m/dly): 12/27/21

-
>

TSR -
WD: 10.00 mm | | VEGA3 TESCAN SEMHV:50kV |  WD: 15.00 mm EO VEGA3 TESCAN
View field: 208 ym Det: SE 50 pm View field: 208 pm | Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx | Date(m/dly): 12/27/21 SEM MAG: 1.00 kx | Date(m/dly): 04/22/22 LABINM-UPAO
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Anexo N° 8: Analisis EDS de los nanoandamios producidos con la proporciéon N° 1

_cps/eV
40-
35
30
25
20
15
1o
10—_
5 -
1 Na ¢l
7 ci Ca
0 ,,“,,
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
keV
Elemento Series unn. C norm. C Atom. Error (3 Sigma)
[wt.%%0] [wt.%] C[wt.%)]
Oxigeno (O) K-series 17,36 69,67 80,51 6,33
Sodio (Na) K-series 2,35 9,44 7,59 0,57
Silicio (Si) K-series 2,33 9,34 6,15 0,39
Cloro (CI) K-series 1,72 6,91 3,61 0,26
Calcio (Ca) K-series 1,16 4,64 2,14 0,18
Total: 24,91 100,00 100,00
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Anexo N° 9: Analisis EDS de los nanoandamios producidos con la proporcién N° 2

; cps/eV
40-
35
30
25
20
15
] cl
10—_ o
] N si
5—: 3 Ca
1 P &l Ca
0_ T T T T | T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
keV
Elemento Series unn.C norm. C Atom. Error (3 Sigma)
[wt.%%0] [wt.%] Clwt.%]

Oxigeno (O) K-series 24,11 59,48 73,20 8,52
Sodio (Na) K-series 4,99 12,30 10,53 1,10
Silicio (Si) K-series 2,70 6,66 4,67 0,44
Fésforo (P) K-series 0,26 0,63 0,40 0,11
Cloro (CI) K-series 5,79 14,29 7,94 0,68
Calcio (Ca) K-series 2,69 6,64 3,26 0,32

Total: 40,54 100,00 100,00
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Anexo N° 10: Andlisis EDS de los nanoandamios producidos con la proporcion N°3

_cps/eV

50

40-

30—-

20
1 Cl
1o s
| A p Cl Ca s

O—I_—|_l T T T '|_|' T T T T T 'l_l_l_|_|_|_l_l_|_|_|_|_| T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
keV
Elemento Series unn.C norm. C Atom. Error (3 Sigma)
[wt.%%0] [wt.%] C[wt.%0]
Oxigeno (O) K-series 21,33 36,03 51,00 8,71
Sodio (Na) K-series 12,52 21,14 20,83 2,65
Silicio (Si) K-series 3,47 5,85 4,72 0,55
Faésforo (P) K-series 0,48 0,82 0,60 0,14
Cloro (CI) K-series 19,43 32,82 20,97 2,09
Calcio (Ca) K-series 1,98 3,34 1,89 0,26
Total: 59,21 100,00 100,00
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