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Resumen:

La celulosa es una molécula biologica que abunda en la naturaleza, obtenida de diversas fuentes,
como plantas, hongos, bacterias y animales. Dentro de las bacterias Gram-Negativas, como A.
xylinum, producen celulosa bacteriana, que se distingue por su pureza y propiedades
biocompatibles, hipo-alergénicas y biodegradables, la celulosa bacteriana se ha utilizado en
variadas aplicaciones, incluyendo el tratamiento de aguas residuales, purificacion del aire y la
creacion de membranas selectivas. A pesar de estas propiedades, no se ha explorado su potencial
en la obtencion de estructuras y particulas nanométricas de origen bacteriano, las cuales pueden
ser de gran interés biotecnoldgico y farmacéutico. Por eso, el presente trabajo tuvo como
proposito la obtencion y evaluacion de una membrana de celulosa bacteriana con propiedades de
filtracion con el fin de aislar nanoparticulas en una matriz que simula las condiciones de los
cultivos bacterianos de donde se obtienen dichas moléculas; ademas, de proponer un protocolo
que incluyé los tres pasos determinantes para la obtencion de moléculas de este tipo:
pretratamiento, aislamiento y recuperacion, dando resultados significativos para la aplicacion en
matrices reales, lo que podria ser indicador de disminucion en costos de produccion y posible

escalamiento.
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Palabras claves: Celulosa bacteriana, membranas, filtracion por membranas, microfiltracion,

nanofiltracion.
Abstract:

Cellulose is a biological molecule that is abundant in nature, obtained from various sources such as plants,
fungi, bacteria, and animals. Within Gram-Negative bacteria, such as A. xylinum, bacterial cellulose is
produced, which is distinguished by its purity and biocompatible, hypoallergenic, and biodegradable
properties. Bacterial cellulose has been used in various applications, including wastewater treatment, air
purification, and the creation of selective membranes. Despite these properties, its potential in obtaining
nanometric structures and particles of bacterial origin has not been explored, which could be of great
biotechnological and pharmaceutical interest. Therefore, the present work aimed to obtain and evaluate a
bacterial cellulose membrane with filtration properties to isolate nanoparticles in a matrix that simulates
the conditions of bacterial cultures from which such molecules are obtained. In addition, it proposed a
protocol that included the three crucial steps for obtaining molecules of this type: pretreatment, isolation,
and recovery, yielding significant results for application in real matrices, which could be an indicator of

reduced production costs and potential scaling up.

Key words: Bacterial cellulose, membranes, membrane filtration, microfiltration, nanofiltration.
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INTRODUCCION

La celulosa es la molécula biologica mas abundante y constituye el mayor porcentaje de los
biopolimeros en la tierra, siendo inclusive mayor que el de todos los biopolimeros juntos
(Vandamme et al., 1998). Su estructura es lineal y esta formada por la union -(1,4) de multiples
glucosas en cadenas no ramificadas, unidas entre si con enlaces tipo puente de hidrogeno (Lima
et al., 2015). La celulosa tiene una gran variedad de aplicaciones en distintas industrias como la
papelera, textil, alimenticia, ademds de ser utilizada en la fabricacion de explosivos, productos
médicos y biotecnoldgicos, asi como que en la fabricaciéon de membranas usadas como agentes

de separacion (Carrefio Pineda et al., 2012).

En la actualidad, la celulosa se puede adquirir de multiples fuentes: 1) vegetales, por medio de la
extraccion de plantas lefiosas (que posee un uso e importancia predominante
industrialmente)(Gutiérrez et al., 2005); 2) de organismos provenientes de los reinos, fungi u
hongo (Dictyostelium), bacteria (Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter) y animal
(Tunicidae); 3) mediante sintesis enzimdtica en entorno controlado (Lee et al., 1994) y 4) a través
de sintesis quimica controlada a partir de derivados bencilicos de glucosa (Nakatsubo et al.,

1996).

Los productores mas eficientes de celulosa de origen bacteriano son las bacterias
Gram-Negativas, Acetobacter xylinum consideradas microorganismos modelo en los estudios
basicos y aplicados sobre la producciéon de celulosa de origen bacteriano. Una de las
caracteristicas mas importantes de la celulosa bacteriana es su pureza, que la distingue de la
celulosa vegetal usualmente asociada a hemicelulosa y lignina (Carrefio Pineda et al., 2012). La
celulosa bacteriana purificada es hipoalergénica, biocompatible, biodegradable y no tiene efectos
toxicos o nocivos (Dubey et al., 2002). Dentro de su estructura, hay una formacion de pelicula,
la cual funciona como mecanismo de flotacion que le permite estar en interfase aire/liquido con
mayor afinidad con el oxigeno (O,). La molécula de celulosa dentro de las bacterias, es una
barrera fisica que la protege de la radiacion UV, aumenta su capacidad de colonizar e interactuar
con sustratos y su caracter altamente higroscopico le permite retener humedad previniendo la

desecacion del sustrato (Williams & Cannon, 1989).
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La celulosa bacteriana (BC) es un material altamente versatil con una estructura microporosa en
3D que consiste en fibras entrecruzadas que forman una red compleja. Estas fibras y la estructura
tridimensional dan lugar a una red de poros y espacios huecos retenidos que pueden variar en
tamafo y distribucion. La celulosa bacteriana tiene la capacidad de presentar modificaciones,
que se ajustan a partir de parametros experimentales desde su cultivo, tales como la fuente de
carbono, tiempo de cultivo y concentracion de inoculo (Gullo et al., 2018). Estas modificaciones
en la estructura de la celulosa bacteriana hacen que sea un material de interés para aplicaciones
de separacion en soluciones acuosas; los poros y espacios huecos retenidos en su estructura
permite adaptarlos en diversas técnicas de separacion, como filtracidon, nanofiltracion, dialisis,

permeacion por vapor y evaporacion.

Actualmente se ha diversificado la investigacion sobre las aplicaciones que las membranas de
BC pueden tener, particularmente el aislamiento de macromoléculas como proteinas (Lehtonen
et al., 2021), separacion de medicamentos (Khan & Colvin, 1961), eliminacion de factores como
parasitos en muestras de sangre (Mkumbaye et al., 2017), entre otras, debido a su
biocompatibilidad que ofrece ventajas en términos de costo, reutilizacion y tratamiento (Ma et
al., 2019). El presente trabajo logréo la obtencion y evaluacion de una membrana de
nanofiltracion de BC que se usoé en el aislamiento de nanoparticulas en una matriz que simula las

condiciones de los cultivos bacterianos donde se producen moléculas de interés biotecnologico.

10 Pagina - Bogotd - 8 de Noviembre de, 2023



ESTADO DEL ARTE

El aumento e interés reciente en la investigacion de biomateriales como la BC se debe a sus
propiedades fisico-mecénicas, la produccion continua y pronta; por estas razones tiene multiples
aplicaciones, como agente microbiano, el tratamiento de aguas residuales, la purificacion del aire
y su aplicacion como membrana para la separacion de moléculas complejas de diferentes

tamanos, entre otras. (M. Ahmad et al., 2015, Sun et al., 2022).

Las caracteristicas fisico-mecanicas de la BC le permiten funcionar en distintos campos,
teniendo modificaciones que van desde las condiciones de cultivo, dias de incubacion, fuente de
carbono y concentracion de inoculo (Gullo et al., 2018). La fuente mas recurrente de carbono
utilizada para la produccion de BC es la dextrosa (glucosa) caracteristica del medio H-S; sin
embargo, el rendimiento analizado de la produccion de celulosa respecto al uso de otros azucares
como la sacarosa, evidencian un aumento considerable de la sintesis de celulosa (Embuscado et
al., 1994), aumentando el espesor y la resistencia de membrana (Betlej et al., 2020). Otra de las
fuentes comunes empleadas para la sintesis de BC es el sorbitol, el cual, es un alcohol de azicar
que a menudo se utiliza como fuente de carbono en el cultivo de bacterias productoras de
celulosa; particularmente, algunas cepas de bacterias mejoran la sintesis de celulosa cuando se
cultivan en medios que contienen sorbitol como fuente de carbono (Z. S. Ahmad & Munaim,

2018).

El uso de la BC como material de filtracion va en ascenso, debido a la interaccion que tiene con
otros elementos, haciéndola selectiva con moléculas especificas de acuerdo a su naturaleza
quimica, como colorantes, metales pesados, soluciones oleosas y grasas en aguas residuales
(Troncoso & Torres, 2020) Algunos estudios han mostrado que la union de BC con 6xido de
grafeno, da como resultad, la formacion de un filtro con alta resistencia mecanica, estable en el
agua y seleccion i6nica alta, demostrando asi que los filtros BC fueron capaces de eliminar el
99% del naranja de metileno de las aguas residuales junto con metales pesados, dando un valor
de eliminacion del 50% de cobre (Urbina et al., 2018). Al incorporar Dioxido de Titanio (TiO,),
la filtracién bacteriana de la membrana nanocompuesta para el tratamiento de aguas residuales

mejora considerablemente respecto a las condiciones previas (Suryanto et al., 2023).
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Otras investigaciones han usado membranas de BC nativas (no tienen ningin de tratamiento o
manipulacion), lo que establecio las 3 condiciones referentes (porcentaje de indculo, dias de
incubacion y fuente de carbono) a la conformacion 3D de la BC indican el aumento o
disminucién de la densidad y/o el tamafo de los poros; procesos de purificacion de soluciones de
suero bovino, indicaron un porcentaje de retencion entre el 67% y el 99% (Krystynowicz et al.,
2000). La separacion de polioles, clarificacion de jugo de frutas (Pandey et al., 2005),
evaporacion de mezclas etanol-agua (Dubey et al., 2002; Tiongson et al., 2002), eliminacion de
componentes aromaticos de frutas (Shibazaki et al., 1993), didlisis (George et al., 2005;
Sokolnicki et al., 2006), permeacion de gases (Clasen et al., 2006; Lima et al., 2015) y la
eliminacion de microplésticos de aguas residuales (Betlej et al., 2020) son ejemplos de los usos

de la BC.

Las caracteristicas fisico-mecanicas que presenta la BC, como son su pronta y rapida obtencion,
la hacen rentable para su implementacion y reutilizacioén; ain no se ha documentado su uso en el
aislamiento y purificacion de nanoparticulas de origen bacteriano con interés biotecnologico y
farmacéutico que optimice los procesos, disminuyendo costos y su posible escalamiento. El
presente trabajo logro la obtencion y evaluacion de una membrana de nanofiltracion de BC que
se uso en el aislamiento de nanoparticulas en una matriz que simula las condiciones de los

cultivos bacterianos donde se producen moléculas de interés biotecnologico.
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MARCO TEORICO

CELULOSA

La celulosa, el polimero de mayor incidencia en la naturaleza y un componente fundamental de
la biomasa de plantas (Zakaria & Nazeri, 2012), es un componente estructural intrinseco (en
forma de microfibrillas de 2 a 20 nm de didmetro y de 100 a 40,000 nm de largo) que forma una
red siendo el mayor componente de la pared celular de las plantas. (Ortiz & Hernandez, 2004).
Su estructura quimica estd conformada por un polimero lineal compuesto por unidades
repetitivas de glucosa, unidos mediante enlaces B(1—4)- D- glucopiranosa, estos enlaces se
forman por la union entre el radical -OH del carbono hemiacetalico (carbono que porta el grupo
aldehido o el cetonico en la formula lineal del monosacéarido) y el grupo alcohol de otro

monosacarido, con pérdida de una molécula de agua (Campbell et al., 2004).

La celulosa ha sido utilizada industrial y comercialmente en la fabricacion de papel, textiles,
materiales de construccion, explosivos (como nitrocelulosa), peliculas (en forma de acetato de
celulosa), los alimentos y azucares fermentables; dando apertura a aplicaciones en medicina,

estudio de tejidos y biotecnologia (Czaja et al., 2006; Carrefio Pineda et al., 2012).

En la actualidad, la obtencién de celulosa se ha diversificado, permitiendo acceder a este
polimero desde multiples fuentes; su fuente primaria es la celulosa vegetal, la cual es extraida de
plantas lefiosas, destacada por su amplio uso e importancia industrial (Gutiérrez et al., 2005). Sin
embargo, se ha identificado en organismos de los diferentes reinos, como hongos
(Dictyostelium), bacterias (Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter) y animales
(Tunicidae). Ademas, se puede sintetizar a partir de actividad enzimatica en un entorno
controlado (Lee et al., 1994) o, a través de sintesis quimica controlada de derivados bencilicos de
glucosa (Nakatsubo et al., 1996). La variedad de fuentes, ofrecen alternativas en la adquisicion

de celulosa y son oportunidades para ampliar las aplicaciones en los diferentes sectores.

CELULOSA BACTERIANA

La celulosa bacteriana es un polimero extracelular sintetizado por bacterias en mayor proporcion
del género Acetobacter. La celulosa producida desde cualquier fuente, incluyendo la BC, es un

polimero de residuos de glucosa unidos por enlace covalente entre el carbono 1 y el 4 (B1-4)
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formando una cadena lineal que se asocian por puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals,
dificiles de hidrolizar en solventes organicos, acidos concentrados como (el acido fosforico 85%
v/v, acido sulfurico 72%v/v, acido clorhidrico 40% v/v y sales inorganicas (sales de cadmio y
etilendiamino) (H.-I. Jung et al., 2010). La formacion de cadenas, forman estructuras
denominadas “microfibrillas” de celulosa, que se caracterizan por contar con una polaridad

unidireccional y un grosor variable (Chavez-Pacheco & Martinez-Yee, 2004).

Los productores mas eficientes de celulosa son las bacterias Gram-Negativas del género
Acetobacter, Acetobacter xylinum (reclasificadas como Gluconoacetobacter xylinus), las cuales
son usadas como microorganismos referentes o modelos en los estudios detallados sobre la BC.
Diferentes investigaciones muestran que su composicion quimica es idéntica a la de la celulosa
de origen vegetal, aunque presenta cambios significativos respecto a su conformacion estructural
y propiedades fisicas (J. Y. Jung et al., 2005; Keshk, 2006). Una de las caracteristicas de la BC es
su pureza, que la distingue de la celulosa vegetal usualmente asociada a hemicelulosa y lignina,
otra de sus propiedades. es grado alto de cristalinidad (mayor a 60 %); cristales compuestos de
celulosa tipo Ia y If, la relacion entre las dos formas cristalinas depende del microorganismo y
de las condiciones de cultivo (fuente de carbono, suplementos, temperatura) (Campbell et al.,
2004). La celulosa bacteriana tratada y purificada, no genera alergia y toxicidad, convirtiéndose

en alergénica, bio-compatible y biodegradable (Dubey et al., 2002).

El mecanismo de cristalizacion de las microfibrillas en Khomagaither xylinus tiene origen en dos
aloformas de celulosa: 1) si las microfibrillas se orientan en forma paralela, se sintetiza celulosa
I; mientras que si 2) el arreglo es antiparalelo se obtiene celulosa II. La aloforma predominante
en la naturaleza es la celulosa I,; no obstante, bajo ciertas condiciones se sintetiza celulosa II; la
celulosa, producida industrialmente se caracteriza por dar lugar a otras formas aloformas

denominadas celulosa III y IV, diferenciadas por su estructura cristalina (H.-I. Jung et al., 2010).

La microestructura de la BC es formada por microfibrillas con un didmetro de 4 a 7 nm y un
grado de polimerizacion de 2,000 hasta 14,000 moléculas de glucosa; las microfibrillas a su vez
cristalizan en paquetes y cintas, las cuales alcanzan un grosor de 1 a 9 um y dar origen a una
extensa estructura reticulada estabilizada por puentes de hidrogeno; la condensacion de las cintas

da como resultado la estructura tridimensional BC (Zeng et al., 2011).Macroscopicamente, la
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celulosa bacteriana estd ligada a las condiciones de cultivo, dichas condiciones, cuando son
estaticas, da origen a una capa o estructura superficial que se asemeja a una "pelicula" o "nata"
en la interfase aire-liquido, la bacteria libera microfibrillas de forma continua, las cuales
cristalizan en cintas y se superponen formando planos paralelos (Ha & Park, 2012). En cambio,
un cultivo con agitacidon, se obtiene un menor grado de agrupamiento, una disminucion en la
cantidad de planos paralelos y se forman granulos de BC irregulares, asi como cadenas fibrosas o

ramificadas (Chavez-Pacheco & Martinez-Yee, 2004).

Sintesis de celulosa bacteriana

La sintesis de celulosa se lleva a cabo en dos fases. La primera, la fuente de carbono es
convertida en uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa), que actia como sustrato esencial en la
produccion de celulosa y la segunda, la formacion de celulosa y su posterior liberacion en el
medio de cultivo (Czaja et al., 2006; Carreno Pineda et al., 2012).La primera fase, ingresa el
sustrato a la célula, el cual es convertido a glucosa-6-fosfato por la enzima glucoquinasa;
posteriormente, la glucosa-6-fosfato pasa a glucosa-1-fosfato por la acciéon de la enzima
fosfoglucomutasa. El siguiente paso, la glucosa-1-fosfato se convierte en UDP-glucosa en
presencia de la enzima UDPG-pirofosforilasa; finalmente, por la accion de la enzima
celulosa-sintasa, polimeriza la glucosa, dando origen a la celulosa (Ross et al., 1991; Han &

Robyt, 1998).

La segunda etapa es la polimerizacion de la glucosa y excrecion de celulosa al medio de
cultivo, la K. xylinus posee una serie de poros de 3.5 nm alineados sobre el didmetro de la
membrana celular, en la cara interna de la membrana se encuentra el complejo enzimatico
celulosa-sintasa rodeando cada uno de los poros; la celulosa es secretada al medio como una
subfibrilla elemental de 1.5 nm de didmetro; al agrupar las subfibrillas se forma una microfibrilla

que se empaqueta produciendo las fibras y cintas de celulosa (Marx-Figini & Pion, 1974).
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Figura 1. Vias Metabolicas del A. xylinum. CS:celulosa sintasa; FBP: fructosa bifosfatasa;FC:fructocinasa;F1FC:
frustosa-1-p cinasa; FGI: fosfoglucoisomerasa; FGM:fosfoglucomutasa; FTS:fosfofructotransferasa; GC:
glucocinasa; GP:glucosa permeasa; GO6P-DH: glucosa-6-P  deshidrogenasa; UGP: wuridin difosfato
glucopirofosforilasa.
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La velocidad de crecimiento de las fibrillas se ve afectada por factores, como la escasez de
nutrientes y la disminucion de la actividad enzimatica, debido al envejecimiento celular (Hwang
et al., 1999). Finalmente, por cada tres moléculas de glucosa, se oxida una completamente,
mientras que los dos restantes se convierten en celulosa (Ortiz & Herndndez, 2004). El complejo
celulosa-sintasa presente en A. xylinum estd integrado por cuatro subunidades de distintos pesos
moleculares, y su informacién genética se encuentra codificada en el operon bes (Hestrin &

Schramm, 1954).

Acetobacter xylinum

A. xylinum, también conocido como G. xylinus, es un microorganismo gramnegativo con forma
de baston. Presenta una longitud en el rango de 2 a 10 um y un ancho de 0,5 a 1 pm. Requiere
oxigeno para su supervivencia y puede producir acido a partir de glucosa, alcohol etilico y
alcohol propilico en lugar de oxidar acidos en presencia de oxigeno. Destaca por su habilidad
para polimerizar glucosa en celulosa en un solo proceso de sintesis. Estas bacterias, conocidas
como bacterias del acido acético, normalmente se presentan en cadenas cortas de 6 a 8 células. A.

xylinum muestra resistencia a cambios abruptos en la composicion del medio, disminucion de
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agua, variaciones de pH, presencia de sustancias toxicas y patdégenos. A pesar de condiciones
climaticas adversas, puede crecer y producir celulosa. Tras el tratamiento con radiacion UV, el
23% de las células recubiertas de celulosa sobreviven. La eliminacion de la celulosa protectora

reduce drasticamente la supervivencia bacteriana al 3% (Vandamme et al., 1998).

MEDIOS DE CULTIVO

Comercialmente hay disponible una variedad de medios para la produccion de BC, es importante
identificar las condiciones Optimas que permitan lograr una productividad alta en la
fermentacion, A. xylinum, el microorganismo modelo de este proceso, requiere un suministro
regulado de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y otros elementos para llevar a cabo la
biosintesis de celulosa (Desai et al., 2006). Los medios de fermentacion para la biosintesis de BC
se clasifican en dos categorias: medios sintéticos o quimicamente definidos, y medios complejos
o indefinidos; los medios quimicamente definidos contienen sustancias quimicas en (Hussain et
al., 2019) concentraciones conocidas, mientras que los no definidos tienen componentes de
fuentes naturales en concentraciones desconocidas (J. Zhang & Greasham, 1999). El medio H-S
es el medio quimicamente definido mas utilizado para la produccion de BC, ya que su
produccidon y costo son determinantes en la industria. Los reportes sobre produccion se han
llevado a cabo en medios que contienen sustancias quimicas como fuentes de carbono (glucosa,
sacarosa, fructosa, manitol y arabitol), nitrogeno complejo y fuentes de vitaminas como extracto

de levadura y polipeptona (Phulara et al., 2019).

Varios medios han sido usados para la produccion de BC, ejemplos de ellos son, medio HS-4cido
ascorbico (HSA), medio Hassid-Barker (HB), medio Yamanaka, medio Zhou, medio Son, medio
Park, medio M1AO5P5, caldo super oOptimo con represion de catabolitos (SOC), medio
CSL-fructosa  (CSL-Fru), medio de fermentacion (FM), medio extracto de
levadura-peptona-dextrosa (YPD), medio tamponado con acetato (AB), medio HS modificado
(MHS), medio Joseph, medio fructosa-medio de solucion sélida macerada de maiz (fru-CSS) y
medio HS alterado (AHS). Se ha informado que el medio de licor macerado de melaza y maiz es
un medio complejo adecuado para la produccion rentable de BC sin la necesidad de costosas

suplementaciones con fuentes de nutrientes (Sperotto et al., 2021).
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TECNICAS DE FERMENTACION

La produccion de BC es posible por medio de tres métodos tradicionales que incluyen cultivos
estaticos, agitados/agitados y dentro de biorreactores; la morfologia macroscopica, la
microestructura y las propiedades resultantes del BC cambian (Wang et al., 2019). El método de
cultivo estatico da como resultado la acumulacion de una membrana gelatinosa de celulosa en la
superficie de la solucion nutritiva (Rani & Appaiah, 2011), mientras que el cultivo
agitado/agitado produce resultados en forma de asterisco, esfera, granulos o masas irregulares
(Watanabe et al., 1998). La seleccion del método se establece a partir de las aplicaciones finales
del BC, asi como de las caracteristicas fisicas, morfoldgicas y mecanicas requeridas (Wang et al.,

2019).

Cultivo estatico

El método de cultivo estatico es tradicional para la produccion de BC y ha sido usado como
referencia. En este método, los recipientes se llenan con una solucion nutritiva fresca y se
incuban durante 1 a 14 dias a una temperatura y un pH adecuados, de 28 a 30 °Cy 4 <pH < 7. El
BC producido mediante el método de cultivo estatico es una lamina de hidrogel con estructura y
propiedades aprovechables (Lahiri et al., 2021). En los primeros estadios, segliin los estudios
realizados, el microorganismo experimenta un aumento en su poblacion, gracias al consumo de
oxigeno disuelto presente en el medio de cultivo. Durante esta fase inicial, el microorganismo
sintetiza una determinada cantidad de celulosa dentro del medio liquido. Es importante destacar
que solo las bacterias que se encuentran cerca de la interface aire/medio de cultivo y tienen
acceso al oxigeno pueden mantener su actividad y producir celulosa en forma de capas

superpuestas (Carrefio Pineda, 2011).

El espesor de la membrana BC es directamente proporcional al tiempo de cultivo, ya que la
membrana se forma en la superficie de la solucion nutritiva, la producciéon de BC estd
relacionada con el area de superficie de la interfaz aire-liquido. Las subfibrillas de celulosa se
extruyen continuamente en poros continuos linealmente en la superficie de 4. xylinum y
cristalizan en microfibrillas, formando planos paralelos aleatorios; posterior a ello, la celulosa se
ensambla formando una membrana espesa en la superficie del medio, generando redes 3D porosa

(Krystynowicz et al., 2002).
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Cultivo agitacion

Durante las fermentaciones en cultivo agitado, es posible obtener pellets de celulosa o
aglomeraciones amorfas de fibras, cuya formacion esta definida por el disefio del reactor y las
condiciones operativas utilizadas; estos cultivos pueden llevarse a cabo en lotes o de manera
continua, utilizando reactores de tanque agitado o airlift (Chéavez-Pacheco & Martinez-Yee,
2004). La disponibilidad de oxigeno esta directa con la produccion de BC y representa un desafio
significativo en el método de cultivo estatico. No obstante, se ha comprobado que un exceso en
el suministro de oxigeno conlleva una disminucién en la formacion de BC. El concepto
fundamental que dio las condiciones del cultivo agitado fue la mejora u optimizacion en la
entrega de oxigeno a las bacterias durante el cultivo (Wang et al., 2019). Sin embargo, se observo
que incrementar la tasa de suministro de oxigeno a los medios de cultivo, tanto la
agitacion/sacudida como el cultivo estatico resultaron en una produccion similar de BC durante
un lapso equivalente. Adicionalmente, la literatura ha reportado una menor produccién de BC
utilizando el método de cultivo agitado/sacudida en comparacion con el cultivo estatico (Czaja et

al., 2004).

El tamafio y la forma del BC estan influenciados de manera directa por la velocidad de rotacion,
la duracion del cultivo y los aditivos presentes en el medio de cultivo (Watanabe et al., 1998). La
agitacion rotacional y la fuerza de corte constante durante el cultivo agitado son los principales
factores que contribuyen a la formacion de una estructura esférica. Ademas, se ha descubierto
que la concentracion de bacterias puede incidir en el tamafio y la cantidad de BC con forma
esférica; una concentracion bacteriana mas alta puede llevar a la produccién de un mayor nimero
de esferas de BC (Hu et al., 2013). Otra de las fallas de esta técnica, es la posible aparicion de un
mutante no productor de celulosa por la inestabilidad genética de las bacterias en condiciones de

agitacion, lo que puede reducir la productividad de BC (Huang et al., 2014).

En general, el método de agitacion presenta ciertas dificultades, como la inestabilidad celular, el
comportamiento no newtoniano durante la mezcla del BC y la aplicacion de altas fuerzas de
corte, por lo que el BC obtenido a través del cultivo agitado muestra cambios en su
microestructura y propiedades, incluyendo un menor grado de polimerizacion, una cristalinidad

reducida y propiedades mecéanicas menos Optimas, la microestructura del BC con forma esférica,
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difiere de la producida por otros métodos de cultivo debido a la influencia de la agitacion en el

proceso de formacion de BC (Kouda et al., 1996; Kouda et al., 1998).

Las geometrias de BC con forma de esfera varian sustancialmente entre los cultivos estaticos y
los agitados/sacudidos. En el cultivo estatico, hay una membrana de BC en la interfaz
aire-liquido del nutriente, mientras que en el cultivo agitado/agitado, el BC se produce desde el
centro de la particula y se expande hacia el exterior, dando lugar a una estructura en capas en su
microestructura. La region interior del BC con forma de esfera se encuentra hueca, con fibras de
BC mas densas detectadas dentro de estas capas, las cuales también contienen cepas bacterianas
(Yang Hu & Jeffrey M Catchmark, 2010). Estos desafios, y algunas publicaciones han indicado
que el cultivo agitado podria ser la técnica mas adecuada para la produccidn a gran escala desde

una perspectiva econdémica (Hu et al., 2013).

Cultivo biorreactores

Para superar los desafios inherentes a la produccion a gran escala y expandir las aplicaciones del
BC, era crucial establecer un proceso de produccion rentable con altos niveles de productividad,
bajos costos y tiempos de cultivo reducidos. Una estrategia efectiva para aumentar la produccion
de BC es emplear cultivos continuos con una alta tasa de transferencia de solucion nutritiva u
oxigeno. Se ha documentado que ciertos cultivos en biorreactores logran elevadas tasas de
produccion de BC. Estudios recientes sobre el proceso de fermentacion y la tecnologia de
preparacion de BC, han presentado diversos enfoques utilizando biorreactores, dichos
biorreactores pueden ser caracterizados por su modo de operacion, tales como la produccion de
BC con aire enriquecido en oxigeno con el uso de discos giratorios o a través del soporte de

biopelicula (Campano et al., 2016; Huang et al., 2014).

Con el fin de aumentar el suministro de oxigeno, se usaron dos tipos de biorreactores: los de
tanque agitado, con la desventaja de un elevado consumo energético, y los de transporte aéreo,
conocidos por su mayor eficiencia energética y reduccion de la tension de corte en comparacion
con los primeros. No obstante, la BC producida en estos biorreactores aéreos suele exhibir
propiedades mecanicas, cristalinidad y grado de polimerizacion bajos. (Chao et al., 1997). Otra
alternativa es reactores de columna de burbujas de tipo puente aéreo modificado, que ha

demostrado una alta productividad en la produccion de BC. No obstante, la BC resultante suele
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tener propiedades mecanicas y caracteristicas de polimerizacién menos optimas (Blanco Parte et

al., 2020).

En 2002 se introdujo la preparacion de BC mediante un biorreactor de disco giratorio, en la
busqueda de obtener una estructura de BC homogénea; en este tipo de biorreactor, los discos
circulares giran mientras sus superficies interactuan alternativamente con aire y medios liquidos.
Aunque el rendimiento no superd significativamente al del cultivo estatico, se observo que la
adicion de compuestos plasticos al biorreactor incrementd la productividad, permitiendo una
produccion semicontinua de BC, mostrando el posible potencial para su aplicacion comercial y
su escalamiento (Mormino & Bungay, 2003). Otro tipo de biorreactor implementado es el de
lecho percolador acoplado con una capacidad de transferencia de oxigeno enriquecida para
fomentar la formaciéon de BC durante la fermentacion. Comparado con los métodos de cultivo
como el estatico y agitado, el reactor de lecho percolador proporciona una alta concentracion de
oxigeno y una baja fuerza de corte, generando BC con excelentes propiedades, como alto grado
de asociacion —OH, alta polimerizacion, pureza, capacidad de retencion de agua, porosidad y

estabilidad térmica (Lu & Jiang, 2014).

APLICACION DE LA CELULOSA BACTERIANA EN DISTINTOS CAMPOS.

La BC es utilizada en diversos ambitos como medicina, alimentos y tecnologia debido a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, absorcion de agua y porosidad. A nivel comercial, se
utiliza en productos como Biofill para cubrir heridas y Gengiflex para implantes dentales. En
Filipinas, se emplea para producir "nata de coco". También se utiliza en transductores acusticos
debido a su alta resistencia mecanica tras un tratamiento quimico. En el ambito médico, se
investiga su uso como sustituto temporal de piel para tratar heridas, quemaduras y ulceras; el uso
de BC modificadas con nanoparticulas de plata con propiedades antimicrobianas eficaces para la

proteccion de heridas.

Diversas investigaciones han examinado el uso de membranas de BC en procesos de filtracion.
Por ejemplo, se han evaluado estas membranas para la permeacion de soluciones de suero
bovino, encontrando un porcentaje de retencion entre el 67% y el 99% (Krystynowicz et al.,
2000). Estas membranas también se han aplicado en la separacion de polioles, clarificacion de

jugo de frutas (Pandey et al., 2005), pervaporacion de mezclas etanol-agua (Dubey et al., 2002;
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Tiongson et al., 2002), pervaporacion de componentes aromdticos de frutas (Shibazaki et al.,
1993), didlisis (George et al., 2005; Sokolnicki et al., 2006), y permeacion de gases (Clasen et
al., 2006; Lima et al., 2015). En todos estos casos, las membranas demostraron selectividad para
los componentes estudiados. No obstante, uno de los desafios principales radica en que, en la

mayoria de los procesos de separacion, el flujo de permeado suele ser bastante bajo.

FILTRACION

La filtracion es el proceso mediante que genera la retencion de particulas presentes en liquidos
utilizando objetos o estructuras filtrantes que capturan los sélidos, ya sea en su superficie o en su
interior (Barraque et al., 1979). Existen dos tipos principales de filtracion: la filtracion en medio
granular y la filtracién superficial. La filtraciéon en medio granular implica que los solidos o
particulas se retienen dentro del material filtrante o pueden eliminarse en la superficie. Por otro
lado, la filtracion superficial se lleva a cabo utilizando materiales porosos, como las membranas

(Suérez Diez, 2014).

FILTRACION POR MEMBRANAS

La filtracion por membrana es un método de separacion fisica basado en diferencias de tamafio y
caracteristicas moleculares. Utiliza membranas con diferentes tamafios de poros como barrera
fisica, y la fuerza impulsora es debida a la diferencia de presion a través de la membrana
(Le-Clech et al., 2006). Una membrana se define como una pelicula ligera que actiia como una
barrera selectiva, dividiendo dos fases, y desempeia un papel crucial en el proceso de separacion
de componentes (Ciardelli et al., 2001). La finalidad es facilitar el paso de uno de los
componentes de la mezcla mientras se bloquea la permeacion de otros compuestos (Nunes &
Peinemann, 2001). Las membranas pueden clasificarse principalmente segun su tamafio de poro
y su capacidad para retener o permitir el paso de ciertas sustancias. Sin embargo, también se

puede clasificar seglin su naturaleza, su composicion quimica y estructura.

Clasificacion de membranas segin tamaiio de poro

Segun el tamafio del poro, las membranas se pueden clasificar en: osmosis inversa,
nanofiltracion, ultrafiltracion, electrodidlisis y microfiltracion. Las membranas de microfiltracion

separan particulas con un tamano comprendido entre 0,05 y 10 um, usualmente, se usa para
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retener solidos en suspension, empleandose en etapas de limpieza, de concentracidon o como
pretratamiento para la nanofiltracion o la 6smosis inversa (Ibafiez Lorente, 2007). La membrana
de ultrafiltracién concentra grandes moléculas y macromoléculas de peso molecular entre 1000 y
200,000 Da; se estima que tiene un diametro aproximado de poro de 0,01 pum (Rosenberg, 1995).
La membrana de osmosis inversa concentra soluciones por eliminacion de agua; el tamafio del
poro se encuentra entre 5 - 15 A permitiendo obtener retenidos con un contenido maximo de
solidos del 30 % (Villalobos, 2006). Las membranas de nanofiltracion son capaces de separar
particulas con didmetro de poro inferior a 0,001um (Inm), retiene lactosa y otros componentes
de gran tamafo, permitiendo permear solo iones minerales monovalentes y agua (dos Reis
Coimbra & Teixeira, 2016). Por ultimo, las membranas de Electrodialisis son capaces de separar
iones cargados eléctricamente, mediante la aplicacion de un campo eléctrico (dos Reis Coimbra

& Teixeira, 2016).

Clasificacion estructural de membranas

Las membranas se pueden categorizar segun su estructura interna en dos tipos principales:
porosas y densas, y segn su configuracion en simétricas y asimétricas. Las membranas densas
no muestran poros observables mediante técnicas de microscopia electronica, aunque se presume
que pueden tener agujeros con didmetros estimados entre 10 y 20 A. Ejemplos de este tipo de
estructuras son las encontradas en las membranas de dsmosis inversa y nanofiltracion. Por otro
lado, las membranas porosas presentan aberturas con didmetros superiores a 20 A caracteristicas
de las membranas microfiltracion y ultrafiltracion, estas membranas a su vez se subdividen en
homoporosas cuando sus poros tienen un tamafo uniforme, o heteroporosas cuando tienen
distintos diametros. Las membranas porosas tienen configuracion simétrica cuando su matriz es
solida y homogénea. Por otro lado, son asimétricas cuando presentan dos componentes: una capa
selectiva y un sustrato poroso que actia como soporte. La asimetria puede ser homogénea si la
membrana tiene un mismo material en toda su estructura o no homogénea cuando el soporte

poroso y la capa selectiva son de naturaleza diferente (Ortiz & Hernandez, 2004).

Clasificacion de membranas segin su constitucion

Las membranas también se clasifican segiin su composiciéon en dos categorias principales:
Membranas inorganicas, como las de ceramica, las cuales exhiben una mayor estabilidad

quimica, térmica y mecanica, aunque suelen tener un costo elevado y membranas organicas,
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estdn compuestas principalmente por polimeros, como la celulosa y sus derivados; estas
membranas suelen ser hidrofilicas de costos accesibles. Dentro de los polimeros se encuentran
las poliamidas, las cuales son quimicamente estables, aunque presentan la desventaja de no
tolerar exposiciones prolongadas y experimentar degradacion rapida, también se utilizan
polisulfonas y poliéstersulfonas, que son membranas hidrofilicas, principalmente en procesos de

ultrafiltracion y como soporte para otras membranas (Soriano Bartolo, 2001).
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OBJETIVOS

GENERAL

Generar y evaluar membranas de nanofiltracion a partir de celulosa bacteriana para el
aislamiento de nanoparticulas de una matriz que simula las condiciones de los cultivos

bacterianos generadores de moléculas de interés biotecnologico.

ESPECIFICOS

1. Establecer las condiciones Optimas de cultivo para la obtenciéon de membranas
nanofiltracion.

2. Caracterizar membranas nanofiltracion derivadas de celulosa bacteriana obtenidas en
relacidon con sus propiedades fisico-mecanicas.

3. Evaluar las membranas obtenidas para el aislamiento de nanoparticulas de un medio

que simula la matriz de un cultivo para obtencidn de particulas de origen bacteriano.
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METODOLOGIA

1. Establecer las condiciones optimas de cultivo para la obtencion de
membranas ultrafiltracion.

Mantenimiento de la cepa de Komagataeibacter xylinus

Se inocularon colonias de G. xylinum en 250 ml de medio H-S en un Erlenmeyer, encubadas a 30
°C durante 24 h. La fermentacion se llevé a cabo inoculando 1% de caldo de cultivo en medios

estandar (H-S). El cual era renovado cada 20 dias para la obtencidén de inoculd activo fresco

(Khattak et al., 2015).

Evaluacion de condiciones de cultivo.
Dia de incubacion

La produccion de BC se evalud con diferentes tiempos de incubacion. Aqui, se midieron tres
diferentes tiempos de incubacion del dia 3 al dia 5. Se inocularon colonias de A. xylinum en 50
ml de medio H-S en un matraz Erlenmeyer de 250 y encubadas a 30 C durante 24 h. La
fermentacion se llevo a cabo inoculando 1 % de caldo de cultivo en medio estandar (H-S). En un
erlenmeyer de 250 ml, se mezclaron homogéneamente y se esterilizaron a 121 °C durante 30
min. Posteriormente, el matraz se enfrio a temperatura ambiente y se inocul6 con la suspension

de estera de celulosa (aproximadamente 1%) y los matraces se incubaron a 30 °C.

Fuente de carbono

La produccién de CB se evalud con diferentes sustratos. Aqui, la glucosa fue reemplazada por
sacarosa 20 g/L y sorbitol 20 g/L y una modificacién del H-S de la concentracion de dextrosa 10
g/mL. Se utiliz6 medio H-S como control para la produccion de BC. estos medios se mezclaron
homogéneamente y se dividieron en vasos precipitados 250 ml en un volumen final de 150 ml de
medio, se esterilizaron a 121 °C durante 30 min. Posteriormente, se enfriaron a temperatura
ambiente, se inocularon con la suspension de estera de celulosa (aproximadamente 1%) y se

incubaron a 30 °C durante 4 dias en condiciones estaticas.
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Concentracion de inoculo

La produccion de CB se evaluo con diferentes condiciones de indculos. Se preparo el medio H-S
tradicional, se mezclaron todos los componentes homogéneamente y se dividieron en vasos
precipitados 250 ml en un volumen final de 150 ml de medio, se esterilizaron a 121 °C durante
30 min. Posteriormente, se enfriaron a temperatura ambiente y se inocularon con la suspension
de estera de celulosa en concentraciones de inoculo de: 0.4%, 0.6%, 0.8% y 1% los matraces se

incubaron a 30 °C durante 4 dias en condiciones estaticas.

Desinfeccion y purificacion de las membranas de celulosa bacteriana.

Una vez retiradas las membranas de celulosa de los respectivos medios, se lavaron con
abundante agua destilada y luego un lavado con una solucion de etanol al 70% y se dejaron

reposar durante 24h; esto con el fin de eliminar impurezas y residuos provenientes del medio de

cultivo (Gea et al., 2011).

Produccion de celulosa.

Para establecer el peso fresco y peso seco de las membranas de BC obtenidas para los diferentes
estimulos, una vez removieron las membranas del medio de fermentacion se realizo el
correspondiente proceso de purificacion de las membranas. Seguido de eso, las membranas de
CB se lavaron con agua destilada dos veces y se secO suavemente con papel absorbente para
retirar el exceso de humedad antes de ser medido su peso humedo. Posteriormente, la celulosa se

seco a 60+10°C hasta que el peso alcanzara un valor constante (Moosavi-Nasab & Yousefi, 2010)

Pruebas de microfiltracion y nanofiltracion

Se inocul6 un caldo LB con E.coli JC8031 a 37 °C por 18h en agitacion constante, pasado el
tiempo de incubacion se centrifugaron a 4500 RPM y durante 10 minutos, se paso a realizar la
prueba de filtracion con cada una de las membranas obtenidas de los diferentes tratamientos,
observando el cambio en la turbidez del medio, se midid la densidad optica antes y después del
filtrado y se sembrd en placa con agar nutritivo para garantizar eficacia del proceso de
microfiltracion filtracion. Para los ensayos de nanofiltracion se realizard una soluciéon de
nanoparticulas de hierro (Fe") de 5mg/l las cuales fueron donadas y caracterizadas por el

laboratorio de Nanomateriales de la universidad Antonio Nariio ANEXO 1 y ANEXO 2. se hizo
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pasar por el filtro ayudado de vacio y se midi6 el cambio en la concentracion de Fe™ luego del
filtrado, mediante método colorimétrico usando el kit de prueba para hierro HI3834 de la marca

Hanna, curva de calibracion ANEXO 3.

2. Determinacion de parametros fisico-mecanicos de las membranas
ultrafiltracion derivadas de celulosa bacteriana obtenidas.

Determinacion de la comprensibilidad de la pelicula de celulosa.

Para la determinacion de la compresibilidad se utilizé el método de Budhiono, que consta de la
aplicacion de un peso de 2000 g sobre las peliculas recientemente lavadas y secadas durante un

espacio de 30 segundos, posteriormente se calcula su compresion con la siguiente ecuacion:
_ _PD 1«
v=1[-—r]%*100 1]

Determinacion la capacidad de hinchamiento.

Se tomaron membranas de celulosa secas y se procedio a cortarlas en fragmentos de 1 cm?, se
midieron sus respectivos pesos y luego fueron sumergidas en agua destilada a 30° C durante 24
horas. Posterior a ello se secaron con papel absorbente y se tomd su masa nuevamente. El grado

de hinchamiento Q, se calculé como:

Q == * 100 2]

SEM.

La morfologia de la celulosa bacteriana se estudié mediante microscopia electronica de barrido
(SEM). La preparacion de las muestras consiste en dejar secar las membranas en una superficie
de vidrio de 1 cm?, las cuales debian estar completamente secas. Se recubrieron capas delgadas
de muestras de BC con oro usando un recubierto de pulverizacion idnica, se empled un
microscopio electronico de barrido (SEM) de la marca Teascan modelo Lyra 3 con un
espectrometro de energia dispersa (EDS) con energias de excitacion desde 0,1 kV hasta 30 kV

que produce imagenes de gran aumento con alta resolucion (de hasta 3 nm).
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Eficiencia de retencion.

La eficiencia de retencion se calcula comparando la cantidad de particulas retenidas en el
proceso de filtracion con la cantidad inicial de particulas en la corriente de alimentacion.
Empleando la siguiente ecuacion.

ER% =iﬂ[:1]ﬂ* 100 3]

Consumo de sustrato

Para evaluar el consumo del sustrato, se realizd de manera indirecta utilizando DQO, desde el dia
1 hasta el dia 5 de incubacion de las dos membranas seleccionadas, cada dia se tomo una alicuota
del medio, se pas6 por un filtro de perinola de 0.47 um para retirar la carga bacteriana de la
muestra y luego fue nuevamente filtrada mediante un filtro de 0.2 pm para intentar remover las
fibras de celulosa que atin se encuentran inmersas en el medio, para la medicion del DQO se
utilizé el Kit de Hanna 93754A-25 y se calcul6 la relacion con el consumo aproximado de la

fuente de carbono a partir del DQO.

3. Implementar las membranas obtenidas para el aislamiento de nanoparticulas
de un medio que simula la matriz de obtencion de particulas de origen
bacteriano.

Preparacion del medio de simulacion para nanoparticulas provenientes de origen
bacteriano.

Para realizacion de la matriz de simulacion, Se inoculd un caldo LB con E.coli JC8031 a 37 °C
por 18h en agitacion constante, pasado el tiempo de incubacion se centrifugaron a 4500 RPM y
durante 10 minutos, se agregd una suspension de nanoparticulas de Fe™ 5 mg/L las cuales son

biocompatibles y no presentan caracteristicas anti-microbianas.

Pretratamiento

Para el pretratamiento para el aislamiento de nanoparticulas del medio simulado requiere
eliminar efectivamente la carga bacteriana como proceso inicial, con el fin de hacer el sistema
mas rentable, se utiliz6 un cono de ceramica microporoso soportado sobre un recipiente para la

recuperacion de muestra. El cono cerdmico microporoso es un dispositivo de riego automatico

29 Pagina - Bogotd — 8 de Noviembre de, 2023



para plantas comercial y facil acceso econdmico y reutilizable ANEXO 4. El cual es esterilizado
antes de cada pretratamiento en autoclave a 121 °C durante 30 min y aislado en un recipiente
hermético para garantizar la esterilidad del procedimiento. En este cono se vierte el medio
simulado, y se deja filtrar por gravedad, para verificar que la eliminacion de la carga bacteriana
se realizd de manera correcta, se medid la densidad oOptica antes y después de cultivo y se hizo un

sembrado en placa en agar nutritivo.

Aplicacion de membranas de ultrafiltracion obtenidas en el aislamiento de nanoparticulas
implementando filtracion al vacio.

Una vez realizado el pretratamiento se pasa al aislamiento de las nanoparticulas, esto se realizd
mediante la filtracién al vacio. Se colocaron las membranas obtenidas a la placa interior de un
embudo Biichner previamente esterilizado, como filtro, el cual se encontraba unido a un matraz
Kitasato a través de un cono de goma. El tubo lateral del matraz Kitasato se conect6 a una bomba
de vacio. Con el fin de evaluar la capacidad de aislamiento y retencion de las nanoparticulas en
la pelicula de ultrafiltracién obtenidas, se realizé un lavado de la membrana con agua destila, se
centrifugd 30 minutos a 4500 rpm, eliminado el sobrenadante y diluyendo las particulas en 10 ml

de agua para evaluar la concentracion de las Nanoparticulas recogidas.
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RESULTADOS Y ANALISIS

1. Establecer las condiciones optimas de cultivo para la obtencion de
membranas ultrafiltracion.
Para el establecimiento de las condiciones Optimas para la obtencion de una membrana de
nanofiltracion derivadas de BC capaces de aislar distintos tipos de nanoparticulas, en especial las
de origen bacteriano, se tomaron en cuenta las condiciones que principalmente modifican la
estructura de BC y definen el grosor y el tamafio de poro como es el tiempo de cultivo, la fuente

de carbono y la concentracion de inocul6 (Gullo et al., 2018).

La evaluacion de las membranas obtenidas se llevd a cabo mediante un enfoque escalonado. En
primera instancia, se realizaron pruebas de microfiltracion como un pardmetro inicial de
evaluacion. Las membranas que demostraron la capacidad de retener eficazmente la carga
bacteriana en estas pruebas se seleccionaron para la siguiente etapa. En la etapa siguiente, se
llevaron a cabo pruebas de nanofiltracion utilizando una solucion de nanoparticulas de hierro.
Este paso se realizd para evaluar la capacidad de las membranas seleccionadas para retener

particulas a una escala nanométricas de manera eficiente.

[

[*]

Resultado

—+ Peso Humedo

Peso

—* Peso Seco

Figura 2. Produccion de celulosa Himeda (g). Peso seco y peso himedo de las membranas a diferentes tiempos
de incubacion.
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La formacion de la BC esta altamente influenciada por el periodo de incubacion del cultivo. En
el dia 0 ocurre la fase de adaptacion, en esta fase las bacterias se adaptan al medio de cultivo e
inician su multiplicacion, por lo que la produccion de celulosa es minima y no se observa
formacion membrana (Nugroho et al., 2022). Del dia 1 al dia 3 ocurre la fase de logaritmo
exponencial en donde las bacterias entran en su fase de crecimiento exponencial, lo que implica
una rapida multiplicacion, durante esta etapa, la produccion de celulosa aumenta de manera
significativa como se muestra en la figura 1, a partir del dia 3 ya se obtienen membranas lo
suficientemente consistentes para ser manipuladas (Singh et al., 2022). Posteriormente, una vez
alcanzado el méximo nivel de produccion de celulosa, el crecimiento bacteriano se desacelera, y
las bacterias ingresan en la fase estacionaria, esta fase se da desde el dia 4 hasta el dia 7; en esta
fase, la produccion de celulosa continda, aunque a un ritmo mas pausado (Yanti et al., 2018). Si
el cultivo se prolonga durante mas de 7 dias, se da la fase de declinacion, durante esta etapa, la
produccion de celulosa disminuye ain mas, y las bacterias entran en una fase de declinacion que

se asocia con el agotamiento de nutrientes y la acumulacion de productos de desecho (Yassine et
al., 2016).

a0 -
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Figura 3. Porcentaje de humedad. Variacion del % de humedad a diferentes tiempos de incubacion.

El porcentaje de humedad en la celulosa bacteriana varia en funcion del tiempo de incubacion, en

las fases iniciales del cultivo, la humedad es relativamente alta, como se observa en la figura 3,
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ya que las membranas tienen densidades y tamafios de poro altos lo que le permite retener mayor
cantidad de agua, aumentando el porcentaje de humedad (Pynirtzi et al., 2023). A medida que el
cultivo avanza hacia las fases estacionarias y de declinacion, la celulosa pierde humedad, como

se muestra en la figura 3, lo que da como resultado una disminucion del porcentaje de humedad.

Tabla 1. Pruebas de microfiltrado dias de incubacion

Dias D.O (I) D.O (F)
3 0,806 0,0313 + 0,003
4 1,032 0,0186 + 0,0025
5 1,225 0,0133 + 0,003

A partir del tercer dia, al llevar a cabo las pruebas de filtrado, se puede observar una
notable reduccion en la presencia de bacterias en el medio, como se ilustra en la Figura
4A. Esto se correlaciona con una disminucion de la densidad 6ptica, mostrada en la
Tabla 1. Sin embargo, al realizar las pruebas de siembra en placa utilizando el filtrado
obtenido, se observa crecimiento bacteriano, lo que sugiere que el periodo de tiempo
transcurrido hasta el tercer dia no es suficiente. A partir del cuarto dia, las membranas
ya han adquirido la capacidad necesaria para la remocién efectiva de la carga

bacteriana, como se demuestra en las Figuras 4B y 4C.

Figura 4. Pruebas de microfiltracion. A. diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado dia 3; B.
diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado dia 4; C. diferencia en la turbidez y siembra en placa del
filtrado dia 5.

33 Pagina - Bogotd - 8 de Noviembre de, 2023



Tabla 2. Pruebas de nanofiltracion tiempo incubacion.

Dia [Fel]i mg/L [Fe]f mg/L
4 25 0,73 £0,19
5 0,24 + 0,038

A partir del cuarto dia de incubacion, las membranas obtenidas mostraron su capacidad para el
aislamiento de nanoparticulas, como se evidencid en las pruebas de nanofiltracion. Esta
capacidad quedé confirmada a través de una importante disminucién de la concentracion de
hierro en las muestras después de su paso a través de las membranas de BC, como se muestra en
la tabla 2. Este resultado muestra la capacidad de las membranas en la retencion y filtracion de
nanoparticulas a partir del cuarto dia de incubacién. De acuerdo con los resultados obtenidos, se

establece que el tiempo de incubacion para la obtencidon de membranas BC para nanofiltracion es

de 4 dias.

Peso Fresco
Peso Humedo

2,04

1,8

1,64

1,4
1,24

1,0 5

Peso (g)

0.8 1
0.6+

0.4 +

0,2
0,0 7 . T T .
Dextrosa 20g/l Sacarosa 20g/l Dextrosa 10g/l Sorbitol 10g/l
Fuente carbono

Figura 5. Produccion de celulosa Himeda (g). Peso seco y peso himedo de las membranas a diferentes fuentes de
carbono
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La capacidad de filtracion de las membranas de BC dependen del tamafio, distribucion, densidad
y conectividad de los poros, estas caracteristicas se afectan directamente por la fuente de
carbono que se utilice (Garcia et al., 2018). Los cambios en la concentracion en las fuentes de
carbono también pueden varias estos parametros, ya que a medida que aumenta la concentracioén
de carbono aumenta la densidad y conectividad de los poros, lo que dificultando el flujo a través

de la membrana, como se muestra en la figura 7A y 7C.

La utilizacion de sacarosa como fuente de carbono, dio como resultado una disminucion en la
produccion de celulosa, como se ve en la figura 6, con respecto al control con dextrosa 20 g/L,
esto puede ser debido a que la sacarosa es un disacarido compuesto por dos azlcares simples,
glucosa y fructosa, unidos por una unidon o-glucosidica, las bacterias deben separar esta union y
descomponer la sacarosa en dextrosa y fructosa, lo que requiere gasto energético adicional(K.
Zhang et al., 2022). Por otra parte, la eficiencia del sorbitol en la produccion de BC se vio
disminuida en el caso de G. xylinum, esta disminucion de eficiencia podria estar relacionada con
el hecho de que el sorbitol, siendo un poliol o alcohol de azucar, podria influir negativamente en
las tasas de crecimiento bacteriano, lo que resulta en un proceso mas lento. Esto, a su vez, llevo a
que, al final del periodo de incubacion elegido, se formara una pelicula de celulosa
extremadamente delgada y fragil que no fue posible manipular para llevar a cabo las pruebas de

microfiltrado.
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Figura 6. Porcentaje de humedad. Variacion del % de humedad a diferentes fuentes de carbono.

El porcentaje de humedad en la BC puede variar segun la fuente de carbono, como se muestra en
la figura 6, la sacarosa se caracteriza por presentar una distribucion menos uniforme, con mayor
tamafio, menor densidad y conectividad de los poros, lo que le permite retener mas agua y tener
un porcentaje de humedad mayor con respecto a la dextrosa, quien tiende a formar poros mas
pequefios y un entrelazado mas uniforme que reduce su capacidad de retencion de agua por lo

que tiene un porcentaje de humedad menor.

Tabla 3. Pruebas de microfiltrado fuentes de carbono.

FC D.O (D) D.O (f)
Dextrosa 20g/1 1,062 0,0163 + 0,0015
Sacarosa 20g/1 0,932 0,0343+ 0,0071
Dextrosa 10g/1 1,252 0,0256+ 0,00007
Sorbitol 20g/1

Todas las fuentes de carbono evaluadas mostraron una notable reduccion en la presencia de

bacterias en el medio, como se ilustra en la Figura 7. Esto se correlaciona con una disminucién
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de la densidad optica, como se muestra en la Tabla 3. Sin embargo, al realizar las pruebas de
siembra en placa utilizando el filtrado obtenido, se observa crecimiento bacteriano en sacarosa al
20g/L y en dextrosa 10g/L, lo que sugiere que para la aplicacion de nanofiltracion con el menor
tiempo de incubacidon se obtendra mejores resultados implementando el medio H-S tradicional

como se muestra en la figura 7A.

Figura 7. Pruebas de microfiltracion. A. diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado dextrosa 20 g/L;
B. diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado Sacarosa 10 g/L; C. diferencia en la turbidez y siembra en

placa del filtrado.
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Figura 8. Produccion de celulosa Humeda (g). Peso seco y peso himedo de las membranas a diferentes

concentraciones de inoculo.

Como se sabe, la concentracion de inoculd afecta directamente las propiedades de porosidad y
produccion de BC. Un inoculo mas concentrado da lugar a una mayor produccién y
disminuyendo la densidad de los poros de BC como se muestra en la figura 8, modificando la
permeabilidad y en la capacidad de filtracion de BC. Ademads, la concentracion de inoculd
también puede afectar el tamafio y la distribucion de los poros en la membrana. Un inoculo mas
concentrado tiende a producir poros mas pequenos y uniformemente distribuidos en la
membrana, dando como resultado una estructura de poros mas homogénea y una mayor

uniformidad de las membranas.

Figura 9. Porcentaje de humedad. Variacion del % de humedad a diferentes concentraciones de inoculo
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Tabla 4. Pruebas de microfiltrado concentraciones de inoculo

(1] D.O (I) D.O (f)
0,40% 0,806 0,058 = 0,009
0,60% 1,032 0,018 + 0,003
0,80% 1,225 0,0126 = 0,002

1% 0,956 0,013 + 0,0007

Al llevar a cabo las pruebas de filtrado, se puede observar que en todas las concentraciones de
inoculo se presenta una reduccion notable de bacterias presentes en el medio, como se ilustra en
la Figura 10. Esto se correlaciona con una disminuciéon de la densidad optica, mostrada en la
Tabla 4. Al realizar las pruebas de siembra en placa utilizando el filtrado obtenido, se observa
crecimiento bacteriano unicamente en la concentracion 0,40% como se muestra en la figura 10A,

el resto de las membranas obtenidas fueron efectivas para la remocion de bacterias.

Figura 10. Pruebas de microfiltracion. A. diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado [i] 0,4%; B.
diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado [i] 0,6%; C. diferencia en la turbidez y siembra en placa del

filtrado [i] 0,8%; D. diferencia en la turbidez y siembra en placa del filtrado.

Tabla 5. Pruebas de nanofiltracion concentracion inoculo.

[1] [Fe+]i mg/L [Fe+]f mg/L
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0,60% 25 1,523 + 0,498

1% 0,603 + 0,603

Como se puede observar en la Tabla 3, no se aprecian diferencias importantes en los resultados
de los ensayos de microfiltracion entre las concentraciones del 0,8% y el 1%. A partir de una
concentracion del 0,6% se evidencia la retencion de nanoparticulas Tabla 5. Por esta razon, se
procedié a evaluar las caracteristicas fisico- mecénicas de membranas de BC obtenidas en un
medio H-S tradicional, con un tiempo de incubacion de 4 dias, empleando concentraciones del

inoculo del 0,6% y el 1%.

2. Determinacion de parametros fisico-mecanicos de las membranas
ultrafiltracion derivadas de BC obtenidas.

Determinacion de la comprensibilidad e hinchamiento de la pelicula de celulosa

Los porcentajes de hinchamiento y compresibilidad son parametros importantes que
proporciona informacion sobre el comportamiento y la eficacia de la membrana de BC para
filtracion y separacion; la capacidad de hinchamiento de CB, esta directamente relacionada con
la densidad y tamano de los poros de la membrana, esto significa que entre mayor sea la
porosidad y el tamafio de los espacios existentes, aumenta el porcentaje de hinchamiento (J.
Zhang et al., 2022). Debido a que la BC es un material altamente poroso y que suele retener
bastante humedad, genera porcentajes de hinchamiento mayor a 100% como se muestra en la

tabla 6.

Tabla 6. Comprensibilidad e hinchamiento membranas BC.

MEMBRANA % DE COMPRESIBILIDAD % DE HINCHAMIENTO
0,60% 38,44 + 1,987 150,85 + 2,207
1% 31,28+ 0,724 131,63 + 5,737

La aplicacion de las membranas de BC nanofiltracion implica que la membrana sea capaz de

mantener su integridad y rendimiento bajo las condiciones de operacion de altas presion y/o
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condiciones de vacio necesarias. Los porcentajes de compresibilidad se encuentran por debajo
del 50%, lo que indica que la membrana es resistente a la deformacion bajo presion y/o vacio,
como se muestra en la tabla 6, asegurando el mantenimiento de la red estructural de la
membrana. Ademas, la baja compresibilidad contribuye a una vida util mas prolongada de la
membrana, una mayor resistencia a la presion y una mayor eficiencia de separacion, lo que

podria permitir la reutilizacion de las membranas.

SEM

La morfologia de la membrana de celulosa se evalu6 mediante microscopia electronica de
barrido (SEM), con esto se observo la distribucion de los poros de las capas mas superficiales y
tamafio aproximado de las membranas obtenidas. Las membranas de CB en forma tridimensional
en la Figura 11A y 12A se pudo observar la que las membranas obtenidas en la concentracion de
inoculo al 0,6% tienen una mayor densidad de poros en la membrana con respecto la

concentracion del 1%.
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Figura 11.SEM. A. SEM 0,6%; B. Distribucion de tamafios de fibra 0,6%.
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El tamafio aproximado de las fibras de celulosa que se encuentran generadas es de 81,965 nm
con una desviacion 27,643 nm para el 0,6% como se muestra en la Figura 11B y de 89.645 nm
con una desviacion 26,723 nm como se muestra en la Figura 12B. Ademds de mostrar que la
composicion atdmica de estas membranas en su mayoria es carbono, segin lo mostrado en el

EDX, lo que confirma la pureza de dichas membranas. ANEXO 5.
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Diametro (nm)

Figura 12. SEM. A. SEM 1%; B. Distribucion de tamafios de fibra 1%.

Capacidad de filtracion

La eficiencia de las membranas en cuanto a la retencion de nanoparticulas es alta, con un
porcentaje de un 99,964 % vy el 99,981 % respectivamente como se muestra en la tabla 7, el
porcentaje de retencion es un indicador de la eficiencia de un proceso de filtracion o separacion,
un porcentaje alto refleja la capacidad del sistema de filtracion para el aislamiento de
nanoparticulas lo que permitira su implementacion en el aislamiento de biomoléculas de origen

bioldgico.
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Tabla 7. Porcentaje de retencion.

Membrana Velocidad [Fet]i [Fe+]f (mg/L) % Retencion
(mL/min*cm?) (mg/L)
0,60% 0,059 + 0,0034 50000 0,655+ 0,0768 99,964 + 0,00427
1% 0,040 + 0,0040 1,777+ 0,2137 99,987+ 0,0405

Consumo de sustrato

El consumo de sustrato se midi6 de forma indirecta utilizando la Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO). La DQO tiene una relacion empirica con la cantidad de gramos de glucosa y se basa en
la cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia organica presente en la muestra. La
relacion tipica entre la DQO y los gramos de glucosa es de aproximadamente 2.67 g de glucosa
por unidad de DQO. En la Grafica 12, se representa el consumo de la dextrosa a medida que
avanza el cultivo. Para llevar a cabo este andlisis se garantiza de que el valor de DQO obtenido
fuera lo mas representativo posible de la dextrosa que se encontraba en el medio. Por esta razon,
se realizaron dos filtraciones, con el propdsito de eliminar la carga bacteriana y algunas fibras de
celulosa que atn no se unen a la membrana y estan inmersas en el medio, los cuales también son

meteria organica y podrian afectar el resultado obtenido.
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Figura 13.Consumo de sustrato. Cuantificacion del sustrato por dia de incubacion de la membrana.

Implementar las membranas obtenidas para el aislamiento de nanoparticulas medio de un

medio que simula la matriz de obtencion de particulas de origen bacteriano.

El procesamiento del medio que simula las condiciones presentes en un cultivo del cual se
pueden obtener estructuras y particulas generadas por bacterias de interés biotecnoldgico con el
fin de obtenerlas y aislarlas, requiere de tres etapas fundamentales, pretratamiento, aislamiento y
recuperacion, en la primera etapa se debe realizar un pretratamiento en el cual se debe asegurar
la eliminacion total de la carga microbiana. Para lograr esto, se implementd un sistema de
filtracion por gravedad, usando conos de ceramica, los cuales son de facil acceso, reutilizables,
autoclavables y de bajo costo utilizando el sistema que se muestra en el ANEXO 7. Este
pretratamiento demostr6 ser altamente prometedor en términos de eliminar la carga bacteriana,
como se ilustra en la Tabla 8. En esta tabla, se puede observar una notable reduccion en la
densidad optica luego de aplicado el pretratamiento. Ademas, al llevar a cabo pruebas de

siembra en placas, no se ha evidenciado crecimiento bacteriano mostrado en el ANEXO 8.

Tabla 8.Pretratamiento.

D.Oi D.Of
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0,731+ 0,152 0,018 = 0,0061

|Una vez se asegura la eliminacion de la carga bacteriana, se procede al aislamiento. Este proceso
se inicia con una concentracion inicial de 5 mg/L de nanoparticulas de Fe'. Para facilitar la etapa
de filtrado, se emplea un sistema de vacio, lo que permite facilitar el paso de medio a través de la
membrana debido a la compleja estructura tridimensional con la que cuenta. Esto, a su vez,
conduce a una notable reduccion en el tiempo requerido para el proceso de filtrado, al tiempo
que se mantiene la esterilidad del sistema en todo momento, como se ilustra en el ANEXO 8. La
Tabla 9 confirma muestra que el aislamiento de las nanoparticulas de Fe" del medio fue bastante

bueno.

Tabla 9. Aislamiento de nanoparticulas.

Membranas [Fe+]i (mg/L) [Fe+]f (mg/L)
0,60% 5 0,78+ 0,13
1% 0,35+0,12

En el contexto de los procesos de filtracion, la etapa de recuperacion se convierte en un punto
critico para la obtencién eficaz de los componentes deseables previamente retenidos en las
membranas, lo que, a su vez, facilita su posterior aprovechamiento o procesamiento. Este aspecto
cobra una importancia en aplicaciones de biotecnologia, donde la eficiencia del proceso de
recuperacion es un importante. En esta area, la recuperacion debe garantizar la obtencion de los

productos con un alto grado de pureza y rendimiento.

Tabla 10. Recuperacion de nanoparticulas.

Membranas [Fe+] mg/L recuperado

0,60% 9,344 £ 0,98
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1% 11,17 £ 1,10

Mediante la combinacidén de técnicas que incluyen el lavado de las membranas, la centrifugacion
y la reconcentracion, se ha logrado una mejora sustancial en la recuperacion de particulas que
retenidas en las membranas. Como se observa en la tabla 10 se logré una mejor recuperacion en
la membrana del 1%, en comparacion con la del 0,06%. Estos resultados sugieren que la
metodologia utilizada tiene un potencial prometedor para su aplicacion en matrices reales, lo que
a su vez podria conllevar una reduccién sustancial de los costos en la produccion y su

modificacion de acuerdo a las moléculas objetivos.

CONCLUSIONES

e La facilidad para modificar el tamafio y densidad de poro con la modificacion de las
condiciones de cultivo hace que se pueda pensar en su utilizacion para sistema de
filtrados de moléculas especificas, ya sean de distintos tamaiios y/o especies quimicas.

e [Las caracteristicas fisco-quimicas Optimas que presentan las membranas obtenidas, le
permiten soportar grandes presiones sobre ellas sin variar mucho su masa, muestran que
pueden ser utilizadas varias veces antes de perder sus propiedades de retencion, ademas
son resistentes deformacion y dafio por rupturas.

e El tratamiento de las membranas mediante lavados con agua destilada y la utilizacion de
etanol al 70% se demostro altamente efectivo para eliminar los residuos bacterianos que
se acumulan durante la sintesis bacteriana de la celulosa. Este enfoque no solo resulta en
una reduccion de los costos de produccion, sino que también es amigable con el medio
ambiente al eliminar la necesidad de utilizar hidroxido de sodio y especies de cloro en el
proceso.

e El proceso de aislamiento y recuperacion de nanoparticulas a través de membranas de BC

ha demostrado ser altamente efectivo, con una eficiencia de retencidon superior al 99%.
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Este enfoque ofrece un gran potencial para su aplicacion en campos tan diversos como la
biotecnologia y la farmacologia.

e FE] sistema de pretratamiento utilizado es una excelente alternativa para hacer mas
econdémico y optimo el aislamiento y purificacion de las particulas de interés, debido a
que es comercial, de facil acceso, reutilizable y de facil esterilizacion.

e La estandarizacion del sistema, que abarca el pretratamiento, aislamiento y recuperacion
para la purificacion y obtencion de estructuras, moléculas o particulas de origen
bacteriano de relevancia en el ambito biotecnoldgico y farmacéutico, podria permitir una
reduccion sustancial de los costos energéticos y de produccién que actualmente

caracterizan la obtencion comercial de estos elementos.

RECOMENDACIONES

e Implementar el sistema de aislamiento en matriz real para la obtencion de estructuras
derivadas de bacterias.

e [Estandarizar cada paso del aislamiento de las estructuras y evaluar su rendimiento
mediante los protocolos tradicionales usados para la obtencion de estas estructuras.

e Evaluar estadisticamente cual de las dos membranas encontradas podria tener resultados
significativos, en cuanto a velocidad de filtrado y recuperacion de membranas.

e Evaluar la produccién de estas membranas con fuentes de carbono complejas como

melaza o desechos orgdnicos complejos que permitan disminuir los costos de produccion.
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ANEXOS.

ANEXO 1. EQUIPO DE PRUEBAS DE MICROFILTRACION.
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ANEXO 2. CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
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ANEXO 3. CURVA DE CALIBRACION CONCENTRACION DE Fe'y FUNDAMENTO
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ANEXO 4. CONOS DE CERAMICA.
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ANEXO 5. EDX
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C 42.07 1.68 72.61
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o) 13.83 0.73 17.92
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ANEXO 6. MONTAJE PARA EL PRETRATAMIENTO.




ANEXO 7. RESULTADOS PRETRATAMIENTO
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ANEXO 8. MONTAJE DE NANOFILTRACION




ANEXO 9. MEMBRANA POSTFILTRACION DE UNA SOLUCION CONCENTRADA

DE NANOPARITUCLAS DE HIERRO.




ANEXO 10. ARTICULO

Aislamiento de nanoparticulas implementando membranas de celulosa
bacteriana en una matriz simulada.
More Osorio, Laura Liliana '; Valderrama Rincon, Juan Daniel 2; Infante Matenzo,
Ricardo Andrés?

" Universidad Antonio Narifio, Colombia, lmore91@uan.edu.co
2 Universidad Antonio Narifio, Colombia, juan.valderrama®uan.edu.co
3 Universidad Antonio Narifio, Colombia, rinfante5@uan.edu.co

68 Pagina - Bogotd - 8 de Noviembre de, 2023



RESUMEN

La celulosa es una molécula biolégica abundante en la naturaleza, obtenida de diversas fuentes, como
plantas, hongos, bacterias y animales. Las bacterias Gram-Negativas, como A. xylinum, producen
celulosa bacteriana, que se distingue por su pureza y propiedades biocompatibles, hipo-alergénicas y
biodegradables. La celulosa bacteriana se ha utilizado en aplicaciones variadas, incluyendo el
tratamiento de aguas residuales, purificacion del aire y la creacion de membranas selectivas. A pesar de
todas estas caracteristicas, no se ha explorado su potencial en la obtencion de estructuras y particulas
nanométricas de origen bacteriano, las cuales pueden ser de gran interés biotecnolégico y farmacéutico;
es por eso que el presente trabajo tuvo como propdsito la obtencion y evaluacién de una membrana de
celulosa bacteriana con propiedades de filtracion con el fin de aislar nanoparticulas en una matriz que
simula las condiciones de los cultivos bacterianos de donde se obtienen dichas moléculas. Ademas, de
proponer un protocolo que incluyé tres pasos para la obtencion de moléculas de este tipo:
pretratamiento, aislamiento y recuperaciéon, dando resultados prometedores para su aplicacién en
matrices reales, lo que podria significar la disminuciéon en los costos de produccion y su posible su
escalamiento.

Palabras clave: Celulosa bacteriana, membranas, filtracion por membranas, microfiltracion,
nanofiltracion.

Isolation of Nanoparticles Using Cellulose Bacterial Membranes in a Simulated

Matrix.

Abstract, Cellulose is an abundant biological molecule in nature, obtained from various sources such as
plants, fungi, bacteria, and animals. Gram-Negative bacteria, like A. xylinum, produce bacterial cellulose,
known for its purity and biocompatible, hypoallergenic, and biodegradable properties. Bacterial cellulose
has been used in various applications, including wastewater treatment, air purification, and the creation of
selective membranes. Despite all these features, its potential in obtaining nano-sized structures and
particles of bacterial origin, which can be of great biotechnological and pharmaceutical interest, has not
been explored. Therefore, the purpose of this work was to obtain and evaluate a bacterial cellulose
membrane with filtration properties to isolate nanoparticles in a matrix that simulates the conditions of the
bacterial cultures from which these molecules are derived. In addition, a protocol was proposed that
included three steps for obtaining molecules of this type: pretreatment, isolation, and recovery, yielding
promising results for their application in real matrices, which could mean a reduction in production costs
and possible scalability.

Keywords: Celulosa bacteriana, membranas, filtracion por membranas, microfiltracion, nanofiltracion.
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1. INTRODUCCION

La celulosa es la molécula bioldgica mas
abundante y constituye el mayor porcentaje de
los biopolimeros en la tierra, siendo inclusive
mayor que el de todos los demas juntos
(Vandamme et al., 1998). Su estructura es lineal
y esta formada por la unién B-(1,4) de multiples
glucosas en cadenas no ramificadas, unidas
entre si con enlaces tipo puente de hidrogeno
(Lima et al., 2015). La celulosa tiene una gran
variedad de aplicaciones en distintas industrias
como la papelera, textil, alimentaria, ademas de
ser ampliamente utilizada en la fabricacion de
explosivos, productos médicos y
biotecnolégicos, asi como que en la fabricacién
de membranas usadas como agentes de
separacion (Carrefio Pineda et al., 2012).

En la actualidad, la celulosa se puede adquirir
de multiples fuentes: 1) vegetales, extraida de
plantas lefiosas (que posee un uso e
importancia predominantes a nivel
industrial)(Gutiérrez et al., 2005); 2) de
organismos que abarcan distintos reinos, como
los hongos (Dictyostelium), bacterias
(Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter)
y animales (Tunicidae); 3) mediante sintesis
enzimatica en entorno controlado (Lee et al.,
1994) y 4) a través de sintesis quimica
controlada a partir de derivados bencilicos de
glucosa (Nakatsubo et al., 1996).

Los productores mas eficientes de celulosa de
origen bacteriano son las  bacterias
Gram-Negativas, Acetobacter xylinum y se
caracteriza por la produccion de BC de alta
pureza y cristalizacion. BC es un material
altamente  versati con una estructura
microporosa en 3D que consiste en fibras
entrecruzadas que forman una red compleja.
Estas fibras que forman Ila estructura
tridimensional dan lugar a una red de poros y
espacios huecos retenidos que pueden variar en
tamano y distribucién. La modificacion de la
estructura de la celulosa bacteriana se da al
ajustar varios parametros al momento del
cultivo, como lo son la fuente de carbono,
tiempo de cultivo y concentracién de inoculd,
dichas modificaciones en la estructura de la
celulosa bacteriana hacen que sea un material
atractivo para aplicaciones de separacion en
soluciones acuosas. Los poros Yy espacios
huecos retenidos en su estructura permiten su
uso en diversas técnicas de separacion, como
filtracién, nandfiltracion, dialisis, premiacion por

vapor y evaporacion, principalmente (Gullo et
al., 2018).

CELULOSA GLUCOSA
" EXTERIOR DE LA CELULA
= GP MEMBRANA PLASMATICA
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Figura 1. Vias Metabolicas del A. xylinum. CS: celulosa
sintasa; FBP: fructosa bifosfatasa; FC:fructocinasa; F1FC:
frustosa-1-p cinasa; FGI: fosfoglucoisomerasa;
FGM:fosfoglucomutasa; FTS:fosfofructotransferasa; GC:
glucocinasa; GP: glucosa permeasa; G6P-DH: glucosa-6-P
deshidrogenasa; UGP: uridin difosfato glucopirofosforilasa.

Tradicionalmente, la fuente de carbono mas
utiizada para la produccion de BC es la
dextrosa (glucosa) caracteristica del medio H-S;
sin embargo, se ha evaluado el rendimiento de
la produccion de celulosa, con el uso de otros
azucares como la sacarosa, la cual demuestro
un aumento considerable de la sintesis de
celulosa (Embuscado et al., 1994), aumentando
el espesor y la resistencia de membrana (Betlej
et al,, 2020). Otra de las fuentes comunes
usadas para la sintesis de BC es el sorbitol, el
cual es un alcohol de azucar que a menudo se
utiliza como fuente de carbono en el cultivo de
bacterias productoras de celulosa; en particular,
algunas cepas de bacterias mejoran la sintesis
de celulosa bacteriana cuando se cultivan en
medios que contienen sorbitol como fuente de
carbono (Z. S. Ahmad & Munaim, 2018).

La utilizacion de BC como material de filtracion
esta en incremento, debido a que permite ser
conjugada con otros elementos, lo que les
confiere selectividad a moléculas especificas de
acuerdo a su naturaleza quimica; como
colorantes, metales pesados, aceites y grasas
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en aguas residuales (Troncoso & Torres, 2020).
Ademas, de algunos otros usos en su forma
nativa, como purificacion de soluciones de
suero bovino, encontrando un porcentaje de
retencién entre el 67% y el 99% (Krystynowicz
et al., 2000), la separacion de polioles,
clarificacion de jugo de frutas (Pandey et al.,
2005), pervaporaciéon de mezclas etanol-agua
(Dubey et al., 2002; Tiongson et al., 2002),
eliminacion de componentes aromaticos de
frutas (Shibazaki et al., 1993), didlisis (George
et al., 2005; Sokolnicki et al., 2006), premiacion
de gases (Clasen et al., 2006; Lima et al., 2015)
y la eliminacion de microplasticos de aguas
residuales (Betlej et al., 2020).

Pese a las caracteristicas fisico-mecanicas muy
favorables que presenta la BC, su rapida y facil
obtencion, lo rentable que puede llegar a ser su
implementacién, ya que puede ser reutilizable,
aun no se explora su utilizacion en el
aislamiento y purificacion de nanoparticulas de
origen bacteriano con interés biotecnolégico y
farmacéutico que pudiera hacer los procesos
mas rentables y con posibilidades de
escalamiento. El presente trabajo se centré en
la obtencion y evaluacion de una membrana de
nanofiltracion de BC con el propésito de aislar
nanoparticulas en una matriz que simula las
condiciones de los cultivos bacterianos de los
cuales se obtienen moléculas de interés
biotecnolégico.

2. MATERIALES Y METODO

Mantenimiento de la cepa de
Komagataeibacter xylinus

Se inocularon colonias de K. xylinum en 250 mi
de medio H-S en un erlenmeyer y encubadas a
30 °C durante 24 h. La fermentacion se llevo a
cabo inoculando 1% de caldo de cultivo en
medios estandar (H-S). El cual era renovado
cada 20 dias para la obtencién de inocul6 activo
fresco (Khattak et al., 2015).

Evaluacién de condiciones de cultivo.

Dia de incubacién

La produccion de BC se evalué con diferentes
tiempos de incubacién. Aqui, se midieron tres
diferentes tiempos de incubacion del dia 3 al dia
5. Se inocularon colonias de K. xylinum en 50 ml
de medio H-S en un matraz Erlenmeyer de 250
y encubadas a 30 C durante 24 h. La
fermentacion se llevd a cabo inoculando 1 % de
caldo de cultivo en medio estandar (H-S). En un
erlenmeyer de 250 ml, se mezclaron

homogéneamente y se esterilizaron a 121 °C
durante 30 min. Posteriormente, el matraz se
enfri6 a temperatura ambiente y se inocul6 con
la suspensién de estera de celulosa
(aproximadamente 1%) y los matraces se
incubaron a 30 °C.

Fuente de carbono

La produccion de CB se evalué con diferentes
sustratos. Aqui, la glucosa fue reemplazada por
sacarosa 20 g/L y sorbitol 20 g/L y una
modificacion del H-S de la concentracion de
dextrosa 10 g/mL. Se utilizé medio H-S como
control para la produccion de BC. estos medios
se mezclaron homogéneamente y se dividieron
en vasos precipitados 250 ml en un volumen
final de 150 ml de medio, se esterilizaron a 121
°C durante 30 min. Posteriormente, se enfriaron
a temperatura ambiente, se inocularon con la
suspension de estera de celulosa
(aproximadamente 1%) y se incubaron a 30 °C
durante 4 dias en condiciones estaticas.
Concentracion de inoculo

La produccion de CB se evalud con diferentes
condiciones de indculos. Se prepard el medio
H-S tradicional, se mezclaron todos los
componentes homogéneamente y se dividieron
en vasos precipitados 250 ml en un volumen
final de 150 ml de medio, se esterilizaron a 121
°C durante 30 min. Posteriormente, se enfriaron
a temperatura ambiente y se inocularon con la
suspensién de estera de celulosa en
concentraciones de inoculo de: 0.4%, 0.6%,
0.8% y 1% los matraces se incubaron a 30 °C
durante 4 dias en condiciones estaticas.

SEM.

La morfologia de la celulosa bacteriana se
estudi® mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). La preparacion de las muestras
consiste en dejar secar las membranas en una
superficie de vidrio de 1 cm2, las cuales debian
estar completamente secas. Se recubrieron
capas delgadas de muestras de BC con oro
usando un recubierto de pulverizacién iénica, se
empled un microscopio electronico de barrido
(SEM) de la marca Teascan modelo Lyra 3 con
un espectrémetro de energia dispersa (EDS)
con energias de excitacién desde 0,1 kV hasta
30 kV que produce imagenes de gran aumento
con alta resolucién (de hasta 3 nm).

Consumo de sustrato

Para evaluar el consumo del sustrato, se realiz6
de manera indirecta utilizando DQO, desde el
dia 1 hasta el dia 5 de incubacién de las dos
membranas seleccionadas, cada dia se tomd
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una alicuota del medio, se paso por un filtro de
perinola de 0.47 pm para retirar la carga
bacteriana de la muestra y luego fue
nuevamente filtrada mediante un filtro de 0.2 ym
para intentar remover las fibras de celulosa que
aun se encuentran inmersas en el medio, para
la medicién del DQO se utilizé el Kit de Hanna
93754A-25 y se calculd la relacion con el
consumo aproximado de la fuente de carbono a
partir del DQO.

Preparacion del medio de simulacion para
nanoparticulas provenientes de origen
bacteriano.

Para realizacion de la matriz de simulacion, Se
inculé un caldo LB con e.coli JC8031 a 37 °C
por 18h en agitacion constante, pasado el
tiempo de incubacion se centrifugaron a 4500
RPM y durante 10 minutos, se agregdé una
suspensioén de nanoparticulas de Fe+ 5 mg/L las
cuales son biocompatibles y no presentan
caracteristicas anti-microbianas.
Pretratamiento

Para el pretratamiento para el aislamiento de
nanoparticulas del medio simulado requiere
eliminar efectivamente la carga bacteriana como
proceso inicial, con el fin de hacer el sistema
mas rentable, se utilizd un cono de ceramica
microporoso soportado sobre un recipiente para
la recuperacién de muestra. El cono ceramico
microporoso es un dispositivo de riego
automatico para plantas comercial y facil acceso
econdémico vy reutilizable. El cual es esterilizado
antes de cada pretratamiento en autoclave a
121 °C durante 30 min y aislado en un
recipiente  hermético para garantizar la
esterilidad del procedimiento. En este cono se
vierte el medio simulado, y se deja filtrar por
gravedad, para verificar que la eliminacion de la
carga bacteriana se realizé de manera correcta,
se medio la densidad éptica antes y después de
cultivo y se hizo un sembrado en placa en agar
nutritivo.

Aplicacion de membranas de ultrafiltracién
obtenidas en el aislamiento de
nanoparticulas implementando filtraciéon al
vacio.

Una vez realizado el pretratamiento se pasa al
aislamiento de las nanoparticulas, esto se
realizd mediante la filtracion al vacio. Se
colocaron las membranas obtenidas a la placa
interior de un embudo Bichner previamente
esterilizado, como filtro, el cual se encontraba
unido a un matraz Kitasato a través de un cono
de goma. El tubo lateral del matraz Kitasato se
conectdé a una bomba de vacio. Con el fin de
evaluar la capacidad de aislamiento y retencién

de las nanoparticulas en la pelicula de
ultrafiltracién obtenidas, se realizé un lavado de
la membrana con agua destila, se centrifugdé 30
minutos a 4500 rpm, eliminado el sobrenadante
y diluyendo las particulas en 10 ml de agua para
evaluar la concentracién de las Nanoparticulas
recogidas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el establecimiento de las condiciones
6ptimas para la obtencién de una membrana de
nanofiltracién derivadas de BC capaces de
aislar distintos tipos de nanoparticulas, en
especial las de origen bacteriano, se tomaron en
cuenta las condiciones que principalmente
modifican la estructura de BC y definen el
grosor y el tamafio de poro como es el tiempo
de cultivo, la fuente de carbono y la
concentracion de inoculé (Gullo et al., 2018).

La evaluacion de las membranas obtenidas se
llevé a cabo mediante un enfoque escalonado.
En primera instancia, se realizaron pruebas de
microfiltracion como un parametro inicial de
evaluacién. Las membranas que demostraron la
capacidad de retener eficazmente la carga
bacteriana en estas pruebas se seleccionaron
para la siguiente etapa. En la etapa siguiente,
se llevaron a cabo pruebas de nandfiltracion
utilizando una solucién de nanoparticulas de
hierro. Este paso se realizd para evaluar la
capacidad de las membranas seleccionadas
para retener particulas a una escala
manométricas de manera eficiente.

[}

Resultado

Peso
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Figura 2. Produccion de celulosa (g). Peso seco y peso
huimedo de las membranas a diferentes tiempos de
incubacion.

La formaciéon de la BC estd altamente
influenciada por el periodo de incubaciéon del
cultivo. En el dia 0 ocurre la fase de adaptacion,
en esta fase las bacterias se adaptan al medio
de cultivo e inician su multiplicacién, por lo que
la produccién de celulosa es minima y no se
observa formacién membrana (Nugroho et al.,
2022). Del dia 1 al dia 3 ocurre la fase de
logaritmo exponencial en donde las bacterias
entran en su fase de crecimiento exponencial, lo
que implica una rapida multiplicacién, durante
esta etapa, la produccién de celulosa aumenta
de manera significativa como se muestra en la
figura 2, a partir del dia 3 ya se obtienen
membranas lo suficientemente consistentes
para ser manipuladas (Singh et al.,, 2022).
Posteriormente, una vez alcanzado el maximo
nivel de produccion de celulosa, el crecimiento
bacteriano se desacelera, y las bacterias
ingresan en la fase estacionaria, esta fase se da
desde el dia 4 hasta el dia 7; en esta fase, la
produccion de celulosa continla, aunque a un
ritmo mas pausado (Yanti et al.,, 2018). Si el
cultivo se prolonga durante mas de 7 dias, se da
la fase de declinacién, durante esta etapa, la
produccion de celulosa disminuye aun mas, y
las bacterias entran en una fase de declinacion
que se asocia con el agotamiento de nutrientes
y la acumulacién de productos de desecho
(Yassine et al., 2016).

90-

Y%Hurmedad

T0-

w
.
n
@

Figure 3. Porcentaje de humedad. Variacion del % de
humedad a diferentes tiempos de incubacién.

El porcentaje de humedad en la celulosa
bacteriana varia en funcion del tiempo de
incubacion, en las fases iniciales del cultivo, la
humedad es relativamente alta, como se
observa en la figura 3, ya que las membranas
tienen densidades y tamanos de poro altos lo
que le permite retener mayor cantidad de agua,
aumentando el porcentaje de humedad (Pynirtzi
et al., 2023). A medida que el cultivo avanza
hacia las fases estacionarias y de declinacion, la
celulosa pierde humedad, como se muestra en
la figura 3, lo que da como resultado una
disminucion del porcentaje de humedad.

Tabla 1. Pruebas de microfiltrado dias de incubacion.

Dias D.O () D.O (F)
3 0,806 0,0313 + 0,003
4 1,032 0,0186 + 0,0025
5 1,225 0,0133 + 0,003

A partir del tercer dia, al llevar a cabo las
pruebas de filtrado, evaluando la disminucién de
la densidad o6ptica, como se muestra en la Tabla
1. Sin embargo, al realizar las pruebas de
siembra en placa utilizando el filtrado obtenido,
se observa crecimiento bacteriano, lo que
sugiere que el periodo de tiempo transcurrido
hasta el tercer dia no es suficiente. A partir del
cuarto dia, las membranas ya han adquirido la
capacidad necesaria para la remocion efectiva
de la carga bacteriana.

Tabla 2. Pruebas de nandfiltracién tiempos
incubacion.

A partir del cuarto dia de incubacién, las
membranas obtenidas mostraron su capacidad
para el aislamiento de nanoparticulas, como se
evidencié en las pruebas de nanofiltracién. Esta
capacidad quedé confirmada a través de una
importante disminucién de la concentracion de
hierro en las muestras después de su paso a
través de las membranas de BC, como se
muestra en la tabla 2. Este resultado muestra la
capacidad de las membranas en la retencién y
filtracién de nanoparticulas a partir del cuarto
dia de incubaciéon. De acuerdo con los
resultados obtenidos, se establece que el
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tiempo de incubacién para la obtenciéon de
membranas BC para nanofiltracién es de 4 dias.

[CIPeso Fresco
[ ]Peso Humedo
2.0 : '
18 4
15
144 —
o 1.2
2 104
o
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0 - -

Dextrosa 20g1 Sacarosa 20p0 Dextrosa 10g0  Sorbkol 10g0
Fuente carbono

Figura 4. Produccion de celulosa (g). Peso seco y peso
humedo de las membranas a diferentes fuentes de carbono.

La capacidad de filtracion de las membranas de
BC dependen del tamafio, distribucion, densidad
y conectividad de los poros, estas
caracteristicas se afectan directamente por la
fuente de carbono que se utilice (Garcia et al.,
2018). Los cambios en la concentracion en las
fuentes de carbono también pueden varias
estos parametros, ya que a medida que
aumenta la concentracién de carbono aumenta
la densidad y conectividad de los poros, lo que
dificultando el flujo a través de la membrana.

La utilizacion de sacarosa como fuente de
carbono, dio como resultado una disminucion en
la produccion de celulosa, como se ve en la
figura 4, con respecto al control con dextrosa 20
g/L, esto puede ser debido a que la sacarosa es
un disacarido compuesto por dos azucares
simples, glucosa y fructosa, unidos por una
union o-glucosidica, las bacterias deben separar
esta unidon y descomponer la sacarosa en
dextrosa y fructosa, lo que requiere gasto
energeético adicional (K. Zhang et al., 2022). Por
otra parte, la eficiencia del sorbitol en la
produccion de BC se vio disminuida en el caso
de G. xylinum, esta disminucién de eficiencia
podria estar relacionada con el hecho de que el
sorbitol, siendo un poliol o alcohol de azicar,
podria influir negativamente en las tasas de
crecimiento bacteriano, lo que resulta en un
proceso mas lento. Esto, a su vez, llevd a que,
al final del periodo de incubacién elegido, se
formara una pelicula de celulosa
extremadamente delgada y fragil que no fue

posible manipular para llevar a cabo las pruebas
de microfiltrado.
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Figura 5. Porcentaje de humedad. Variacion del %
de humedad a diferentes concentraciones de
inoculo.

El porcentaje de humedad en la BC puede
variar segun la fuente de carbono, como se
muestra en la figura 5, la sacarosa se
caracteriza por presentar una distribucién
menos uniforme, con mayor tamafio, menor
densidad y conectividad de los poros, lo que le
permite retener mas agua y tener un porcentaje
de humedad mayor con respecto a la dextrosa,
quien tiende a formar poros mas pequefios y un
entrelazado mas uniforme que reduce su
capacidad de retencion de agua por lo que tiene
un porcentaje de humedad menor.

Tabla 3. Pruebas de microfiltrado fuentes de carbono.

FC D.O () D.O ()

Dextrosa20g/ 1,062
1

0,0163 £ 0,0015

Sacarosa20g/ 0,932
1

0,0343+ 0,0071

Dextrosal0g/ 1,252
1

0,0256+ 0,00007

Sorbitol 20g/1

Todas las fuentes de carbono evaluadas
mostraron una notable reduccion en la
presencia de bacterias en el medio. Esto se
correlaciona con una disminucion de la
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densidad 6ptica, como se muestra en la Tabla 3.
Sin embargo, al realizar las pruebas de siembra
en placa utilizando el filtrado obtenido, se
observa crecimiento bacteriano en sacarosa al
20g/L y en dextrosa 10g/L, lo que sugiere que
para la aplicacién de nanofiltracién con el menor
tiempo de incubacidon se obtendra mejores
resultados implementando el medio H-S
tradicional.

Peso (g)

0.09

0.0

Figure 6. Produccién de celulosa (g). Peso seco y peso
humedo de las membranas a diferentes concentraciones de
inoculo.

Como se sabe, la concentracion de inoculd
afecta directamente las propiedades de
porosidad y producciéon de BC. Un inoculo mas
concentrado da lugar a una mayor produccién y
disminuyendo la densidad de los poros de BC
como se muestra en la figura 6, modificando la
permeabilidad y en la capacidad de filtracién de
BC. Ademas, la concentracion de inoculd
también puede afectar el tamafo y Ia
distribucién de los poros en la membrana. Un
inoculo mas concentrado tiende a producir
poros mas pequefios y uniformemente
distribuidos en la membrana, dando como
resultado una estructura de poros mas
homogénea y una mayor uniformidad de las
membranas.

Resultado
- PesoHr

—* Peso 3ec

— 92/53

%Humedad

86115
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050 075 1.00
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Figure 7. Porcentaje de humedad. Variacion del % de
humedad a diferentes concentraciones de inoculo

Tabla 4. Pruebas de microfiltrado concentracion
inoculo.

[ D.O () D.O (f)
0,40% 0,806 0,058 + 0,009
0,60% 1,032 0,018+ 0,003
0,80% 1,225 0,0126 0,002

1% 0,956 0,013 + 0,0007

Al llevar a cabo las pruebas de filtrado, se
puede observar que en todas las
concentraciones de inoculo se presenta una
reduccion notable de bacterias presentes en el
medio. Esto se correlaciona con una
disminucion de la densidad oOptica, mostrada en
la Tabla 4. Al realizar las pruebas de siembra en
placa utilizando el filtrado obtenido, se observa
crecimiento  bacteriano Unicamente en la
concentracion  0,40%, el resto de las
membranas obtenidas fueron efectivas para la
remocion de bacterias.
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Tabla 5. Pruebas de nanofiltracion concentracion
inoculo.

[ [Fe+]i mg/L [Fe+]f mg/L
0,60% 25 1,523 + 0,498
1% 0,603 + 0,603

Como se puede observar en la Tabla 3, no se
aprecian diferencias importantes en los
resultados de los ensayos de microfiltracidon
entre las concentraciones del 0,8% y el 1%. A
partir de una concentracion del 0,6% se
evidencia la retencidon de nanoparticulas Tabla
5. Por esta razdon, se procedié a evaluar las
caracteristicas fisico- mecanicas de membranas
de BC obtenidas en un medio H-S tradicional,
con un tiempo de incubacién de 4 dias,
empleando concentraciones del inoculo del
0,6% vy el 1%.

Los porcentajes de hinchamiento y
compresibilidad son parametros importantes
que proporciona informacién  sobre el
comportamiento y la eficacia de la membrana de
BC para filtraciéon y separacion; la capacidad de
hinchamiento de CB, estd directamente
relacionada con la densidad y tamafo de los
poros de la membrana, esto significa que entre
mayor sea la porosidad y el tamafio de los
espacios existentes, aumenta el porcentaje de
hinchamiento (J. Zhang et al., 2022). Debido a
que la BC es un material altamente poroso y
que suele retener bastante humedad, genera
porcentajes de hinchamiento mayor a 100%
como se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Comprensibilidad e hinchamiento
membranas BC.

MEMBRAN % DE % DE
A COMPRESIBILIDAD HINCHAMIENT(
0,60% 38,44 + 1,987 150,85 + 2,207
1% 31,28 £ 0,724 131,63 £ 5,737

La aplicacion de las membranas de BC
nanofiltracion implica que la membrana sea
capaz de mantener su integridad y rendimiento
bajo las condiciones de operacién de altas
presion y/o condiciones de vacio necesarias.

Los porcentajes de compresibilidad se
encuentran por debajo del 50%, lo que indica
que la membrana es resistente a la deformacién
bajo presion y/o vacio, como se muestra en la
tabla 6, asegurando el mantenimiento de la red
estructural de la membrana. Ademas, la baja
compresibilidad contribuye a una vida util mas
prolongada de la membrana, una mayor
resistencia a la presién y una mayor eficiencia
de separacion, lo que podria permitir la
reutilizacion de las membranas.

SEM

La morfologia de la membrana de celulosa se
evalué mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), con esto se observo la
distribucién de los poros de las capas mas
superficiales y tamano aproximado de las
membranas obtenidas. Las membranas de CB
en forma tridimensional en la Figura 8A'y 8C se
pudo observar la que las membranas obtenidas
en la concentracion de inoculo al 0,6% tienen
una mayor densidad de poros en la membrana
con respecto la concentracion del 1%.

Namero de fibras

Digmetro (nm)

Namero de fibras

EY 100 150 20
Diametro (nm)

Figura 8. SEM. A. SEM 0,6%; B. Distribucion de tamafios
de fibra 0,6%; B. SEM 1%; D. Distribucion de tamarios de
fibra 1%.

El tamarfio aproximado de las fibras de celulosa
que se encuentran generadas es de 81,965 nm
con una desviacion 27,643 nm para el 0,6%
como se muestra en la Figura 8B y de 89.645
nm con una desviacion 26,723 nm como se
muestra en la Figura 8D. Ademas de mostrar
que la composicion atdomica de estas
membranas en su mayoria es carbono, segun lo
mostrado en el EDX, lo que confirma la pureza
de dichas membranas.
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Capacidad de filtracion

La eficiencia de las membranas en cuanto a la
retencibn de nanoparticulas es alta, con un
porcentaje de un 99,964 % y el 99,981 %
respectivamente como se muestra en la tabla 7,
el porcentaje de retencién es un indicador de la
eficiencia de un proceso de filtracion o
separacién, un porcentaje alto refleja la
capacidad del sistema de filtracion para el
aislamiento de nanoparticulas lo que permitira
su implementacion en el aislamiento de
biomoléculas de origen bioldgico.

Tabla 7. Porcentaje de retencién.

Velocidad [Fe+]i [Fe+]f

Membran 2 %
a (mLIm)ln cm (m)gIL (mf]/L Retencién
0,655
o 0,059 + + 99,964 +
0,60% 0,0034 0,076  0,00427
8
50000 1777
1% 0,040 = + 99,987 +
° 0,0040 0,213 0,0405
7

Consumo de sustrato

El consumo de sustrato se midi6 de forma
indirecta utilizando la Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO). La DQO tiene una relacion
empirica con la cantidad de gramos de glucosa
y se basa en la cantidad de oxigeno requerido
para oxidar la materia organica presente en la
muestra. La relacion tipica entre la DQO vy los
gramos de glucosa es de aproximadamente
2.67 g de glucosa por unidad de DQO.

CONSUMO DE SUSTRATO

8e+05

Ge+05

Resultado

Glucosa (g)

4g+05

2e+05

[
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Figure 9. Consumo de sustrato. Cuantificacion del
sustrato por dia de incubacion de la membrana.

En la figura 9, se representa el consumo de la
dextrosa a medida que avanza el cultivo. Para
llevar a cabo este analisis se garantiza de que el
valor de DQO obtenido fuera Ilo mas
representativo posible de la dextrosa que se
encontraba en el medio. Por esta razén, se
realizaron dos filtraciones, con el propdsito de
eliminar la carga bacteriana y algunas fibras de
celulosa que aun no se unen a la membrana y
estan inmersas en el medio, los cuales también
son meteria organica y podrian afectar el
resultado obtenido.

Tabla 8. Pretratamiento.

El procesamiento del medio que simula las
condiciones presentes en un cultivo del cual se
pueden obtener estructuras y particulas
generadas por bacterias  de interés
biotecnolégico con el fin de obtenerlas y
aislarlas, requiere de tres etapas
fundamentales, pretratamiento, aislamiento vy
recuperacion, en la primera etapa se debe
realizar un pretratamiento en el cual se debe
asegurar la eliminaciéon total de la carga
microbiana. Para lograr esto, se implementé un
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sistema de filtracibn por gravedad, usando
conos de ceramica, los cuales son de facil
acceso, reutilizables, autoclavables y de bajo
costo. Este pretratamiento demostré ser
altamente prometedor en términos de eliminar la
carga bacteriana, como se ilustra en la Tabla 7.
En esta tabla, se puede observar una notable
reducciéon en la densidad Ooptica luego de
aplicado el pretratamiento. Ademas, al llevar a
cabo pruebas de siembra en placas, no se ha
evidenciado crecimiento bacteriano.

Tabla 9. Aislamiento de nanoparticulas.

Una vez se asegura la eliminacién de la carga
bacteriana, se procede al aislamiento. Este
proceso se inicia con una concentracion inicial
de 5 mg/L de nanoparticulas de Fe*. Para
facilitar la etapa de filtrado, se emplea un
sistema de vacio, lo que permite facilitar el paso
de medio a través de la membrana debido a la
compleja estructura tridimensional con la que
cuenta. Esto, a su vez, conduce a una notable
reduccion en el tiempo requerido para el
proceso de filtrado, al tiempo que se mantiene la
esterilidad del sistema en todo momento. La
Tabla 9 confirma muestra que el aislamiento de
las nanoparticulas de Fe+ del medio fue
bastante bueno.

En el contexto de los procesos de filtracién, la
etapa de recuperacion se convierte en un punto
critco para la obtencién eficaz de los
componentes deseables previamente retenidos
en las membranas, lo que, a su vez, facilita su
posterior aprovechamiento o procesamiento.
Este aspecto cobra una importancia en
aplicaciones de biotecnologia, donde la
eficiencia del proceso de recuperacion es un
importante. En esta area, la recuperacién debe
garantizar la obtencion de los productos con un
alto grado de pureza y rendimiento.

Tabla 10. Recuperacion de nanoparticulas.

Membranas [Fe+] mg/L recuperado
0,60% 9,344 + 0,98
1% 11,17+ 1,10

Mediante la combinacion de técnicas que
incluyen el lavado de las membranas, la
centrifugacion y la reconcentracién, se ha
logrado una mejora sustancial en Ia

recuperacion de particulas que retenidas en las
membranas. Como se observa en la tabla 10 se
logré una mejor recuperacién en la membrana
del 1%, en comparacion con la del 0,06%. Estos
resultados sugieren que la metodologia utilizada
tiene un potencial prometedor para su aplicacion
en matrices reales, lo que a su vez podria
conllevar una reduccion sustancial de los costos
en la produccion y su modificaciéon de acuerdo a
las moléculas objetivos.

4. CONCLUSIONES

Membranas _ [Fe+]i (mg/L) [Fe+]f (mg/L)
0,60% 5 0,78+ 0,13
1% 0,35+0,12
) La facilidad para modificar el tamafio y

densidad de poro con la modificacion de las
condiciones de cultivo hace que se pueda
pensar en su utilizacion para sistema de
filtrados de moléculas especificas, ya sean de
distintos tamafos y/o especies quimicas.

° Las caracteristicas  fisco-quimicas
o6ptimas que presentan las membranas
obtenidas, le permiten soportar grandes
presiones sobre ellas sin variar mucho su masa,
muestran que pueden ser utilizadas varias
veces antes de perder sus propiedades de
retencion, ademas son resistentes deformacion
y dafio por rupturas.

° El tratamiento de las membranas
mediante lavados con agua destilada y la
utilizacion de etanol al 70% se demostré
altamente efectivo para eliminar los residuos
bacterianos que se acumulan durante la sintesis
bacteriana de la celulosa. Este enfoque no solo
resulta en una reduccién de los costos de
produccion, sino que también es amigable con
el medio ambiente al eliminar la necesidad de
utilizar hidroxido de sodio y especies de cloro en
el proceso.

° El proceso de aislamiento vy
recuperacion de nanoparticulas a través de
membranas de BC ha demostrado ser
altamente efectivo, con una eficiencia de
retencion superior al 99%. Este enfoque ofrece
un gran potencial para su aplicacién en campos
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tan diversos como la biotecnologia y la
farmacologia.

° El sistema de pretratamiento utilizado
es una excelente alternativa para hacer mas
econdmico y optimo el aislamiento y purificacion
de las particulas de interés, debido a que es
comercial, de facil acceso, reutilizable y de facil
esterilizacion.

° La estandarizacion del sistema, que
abarca el pretratamiento, aislamiento vy
recuperacion para la purificacion y obtencion de
estructuras, moléculas o particulas de origen
bacteriano de relevancia en el ambito
biotecnolégico y farmacéutico, podria permitir
una reduccion sustancial de los costos
energéticos y de produccion que actualmente
caracterizan la obtencién comercial de estos
elementos.
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