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En el Laboratorio de Exploracion Espacial y Planetaria, de la Facultad de Ciencias Fisicas y
Matematicas de la Universidad de Chile, se tiene el interés de realizar investigaciones biologicas
espaciales mediante misiones en Cubesat. Considerando la alta supervivencia de los hongos en con-
diciones extremas, en particular de sus esporas, sumado a las ventajas a la supervivencia humana
que proporciona Trichoderma reesei, es de interés estudiar la tolerancia de este microorganismo a
condiciones de microgravedad dentro de un microsatélite, con la precaucién de no contaminar otros
experimentos que se desarrollen a abordo.

El objetivo de este trabajo fue estudiar y disenar una metodologia para desarrollar microcapsulas
que permitan una liberacién controlada de esporas de T. reesei bajo condiciones de microgravedad.

La metodologia se bas6 en la compilaciéon de informacién atingente a T. reesei, a polimeros que
puedan ser utilizados para encapsular la espora del hongo y a los métodos de encapsulacién existentes.
Por otro lado, se gestionaron y coordinaron entrevistas con expertos relacionados a encapsulacion
y microgravedad, lo que permitié acotar la buisqueda a técnicas viables en el microorganismo de
interés. Con esto, se procedi6 a determinar los costos de reactivos necesarios para implementar cada
una de las técnicas de encapsulado.

Se evaluaron cuatro alternativas de encapsulacién, gelificacién idnica, montaje capa por capa
(LbL), electrohilado y secado por aspersion, escalando las técnicas para que utilicen el mismo niimero
de esporas. Se determiné que la gelificacién idnica con alginato de calcio es sencilla y de bajo costo
($184 por 2,39 - 10® esporas), ademas, puede permitir la germinacién y el desarrollo del organismo
dentro de las perlas, al estar inmersas en un medio de cultivo liquido. El montaje LbL, con lignina
cationica y lignosulfonato, es una técnica mas costosa ($14.833 por 2,39 - 10% esporas) y compleja
de implementar, ademas, requiere la presencia de enzimas especificas que destruyan la capsula.

El electrohilado, el cual genera fibras de quitosano que contienen las esporas, es una metodologia
relativamente econémica ($3.589 por 2,39 - 10® esporas) y de facil acceso, la cual permite que la
capsula se desintegre al entrar en contacto con un medio de cultivo s6lido apropiado. Por otro lado, el
secado por aspersion, donde se obtienen capsulas compuestas de dextrina, hidroxipropilmetilcelulosa,
leche descremada y quitosano, es la técnica mas costosa ($17.838 por 2, 39 - 108 esporas); sin embargo,
permite que la capsula se desintegre al entrar en contacto con un medio con alto contenido de agua.

El estudio permitié6 comparar diversas técnicas de encapsulaciéon, adaptando las metodologias,
para que sean aplicables al microorganismo objetivo. Se concluye que la gelificaciéon iénica es la
técnica mas apropiada de encapsulacion, considerando costos de reactivos y accesibilidad para ser
desarrollada. Adicionalmente, la gelificaciéon ionica puede entregar la ventaja de estudiar la germi-
nacion y el crecimiento de las esporas dentro de las mismas capsulas, por lo que no se correria riesgo
de contaminacién en el satélite.
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Capitulo 1

Introduccion

En el ano 2010, en el Laboratorio de Exploracion Espacial y Planetaria (LEEP) de la
Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas (FCFM), de la Universidad de Chile, surge un
proyecto para desarrollar el primer satélite nacional [1|. Asi, un grupo multidisciplinario de
investigadores, logr6 explorar la industria de los microsatélites, creando el primer Cubesat,
que fue bautizado con el nombre de SUCHAI I [1]. Su construccion fue de bajo costo, en
comparacion con proyectos similares de la industria aeroespacial [1]. El satélite fue lanzado
desde la base de lanzamiento de la Indian Space Research Organization (ISRO), ubicada en
Sriharikota, India, el dia 22 de junio de 2017 [1]. El cohete impulsor llevo un satélite, cuatro
microsatélites, y 18 satélites tipo cubesat, entre los cuales se encontraba SUCHAI T [1].

SUCHALI I transportaba en su interior los implementos necesarios para llevar a cabo
tres experimentos cientificos: medir las variables que afectan el comportamiento fisico de un
circuito electréonico que se encuentra fuera de su equilibrio térmico; evaluar distintas técnicas
que se utilizan para predecir fallas en baterias de iones de litio; y también medir la densidad
de electrones en el plasma ionosférico [1]

Debido al éxito de SUCHAI I, el proyecto sumara 2 futuras misiones, con los satélites
SUCHAI II y III, los que se encuentran en la fase de desarrollo en el LEEP, con investigadores
de la FCFM y del Departamento de Fisica de la Facultad de Ciencias, conocido como el
proyecto Anillo “Fundamental Processes in Space Physics” [2, 3].

A la construccion del segundo nanosatélite, se suma la adquisiciéon de una Cémara de
Termovacio, la que permite simular la hostilidad del ambiente de microgravedad espacial [2].
Se tiene asi, que el objetivo del SUCHAI II es aumentar el volumen del Cubesat, desarrollar
y evaluar distintos sistemas tecnolégicos que utilizara el nanosatélite, tales como sistema de
control, un sistema de comunicacion, un sistema de baterias, entre otros [2].

En cuanto al proyecto SUCHAI III, este cuenta con la colaboraciéon de la FCFM y la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile, la Universidad de Santiago de Chile y la
Universidad de Concepcion [3]. En proyectos futuros, se espera estudiar el comportamiento
de distintos microorganismos y organismos mayores en condiciones de microgravedad [3].

Por otro lado, se constata la presencia de esporas de hongos en los satélites y misiones



espaciales [4]. Se puede ejemplificar lo anterior con lo que sucede en la Estacion Espacial
Internacional (EEI), donde se han encontrado esporas de hongos, siendo més comunes los
géneros Aspergillus y Pennicillium [4]. Estos organismos son capaces de sobrevivir en condi-
ciones de altas temperaturas, luz ultravioleta de alta frecuencia, condiciones con ausencia de
agua y a una exposiciéon de rayos X hasta 200 veces mayor que la capaz de matar a un ser
humano, ya que la radiacion ionizante destruye las células danando el ADN y distintas estruc-
turas celulares basicas [4]. A pesar de no ser hongos reconocidos como dafiinos para los seres
humanos, la inhalacién de sus esporas en grandes cantidades, puede causar enfermedades en
personas inmunodeprimidas [4].

Las esporas de los hongos son una parte primordial del ciclo de vida de estos microor-
ganismos y se caracterizan por encontrarse en un estado de latencia, donde disminuyen las
actividades metabolicas [5]. Las esporas se encuentran rodeadas por una capa externa de
proteinas hidrofébicas y melanina, lo que evita la transferencia de masa desde el medio hacia
el interior de la espora, reduciendo la hinchazon y la germinaciéon hasta que se encuentre en
un ambiente adecuado, momento en que se da comienzo al proceso de germinacion |5, 6. Por
lo anterior, se supone que habria una alta probabilidad de supervivencia de las esporas de
hongo en el espacio, por lo que surge la necesidad de prevenir que se contaminen los satélites
con microorganismos terrestres o las naves espaciales. Es asi como se debe considerar la pre-
sencia y proliferacion de los distintos organismos microscopicos, que pueden estar presentes
en una mision aeroespacial de larga duracion, debiendo planificar y plantear el protocolo que
se debe seguir en la presencia de esporas de hongos.

Sin embargo, existen organismos que son capaces de proporcionar grandes beneficios para
la supervivencia humana, incluso, pueden llegar a reducir la carga de suministros a llevar en
una mision espacial, debido a que permiten generar distintos productos «in situy [7]. Tal es el
caso del hongo filamentoso Trichoderma reesei, el que produce enzimas que degradan la pared
celular de las plantas. Se plantea que puede llegar a permitir el desarrollo de alternativas mas
sostenibles y viables en el drea de biocombustibles, produccion y reciclaje textil, conversion
quimica mediante enzimas, procesamiento de alimentos, biorremediacion y agricultura [7].
De aqui surge el interés de estudiar los efectos de la microgravedad en T'. reeses.

En la actualidad, los cientificos de LEEP se encuentran trabajando en sus nuevas misiones,
el que incluye un nanosatélite llamado PLANTSAT, que tiene por objetivo realizar experi-
mentos biolégicos en el espacio, como parte de un sistema que operarda como constelacion
junto con SUCHAT 2, SUCHAI 3 y dos pequenos femtosatélites [8]. El primero corresponde
a un clavel del aire, planta que no requiere tierra para su desarrollo, pero que puede servir de
alimento y cumplir la funcién de producir oxigeno [9]. El objetivo es estudiar su tolerancia
a la microgravedad y la radiacion [9, 10]. Por otro lado, también se contaré con microorga-
nismos extremofilos obtenidos de zonas extremas de Chile, los que pueden purificar el agua
o hacer mineria espacial mediante biolixiviacion, ver Figura 1.1 [9, 10].

Siguiendo con este interés por estudiar el crecimiento y proliferacion de microorganis-
mos terrestres, en condiciones de microgravedad espacial, es que desea incluir, dentro de las
siguientes misiones de SUCHAI, un experimento cientifico que permita amplificar los conoci-
mientos respecto al tema. En funciéon de lo anterior, el trabajo de memoria plantea desarrollar
la metodologia tedrica que se debe seguir para encapsular esporas del hongo filamentoso T.
reeset, de forma que puedan ser trasportadas en el interior del Cubesat. La encapsulacion
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Figura 1.1: Representacion del satélite PLANTSAT y los experimentos que transportara
(adaptacion) [9].

debe ser capaz de asegurar que no se entorpeceréd el desarrollo de los otros experimentos
cientificos. En virtud de lo anterior, es necesario que las esporas se encuentren en un medio
de cultivo, el que debe estar en condiciones especificas, en un recipiente que pueda ser depo-
sitado en el interior del microsatélite. Por lo anterior, se plantea desarrollar un dispositivo,
que en su interior contenga el medio de cultivo y dentro de este se encuentren las esporas
encapsuladas, de forma que se permita la liberacién controlada de dichas esporas en condi-
ciones de microgravedad. Es asi como, la encapsulacion de las esporas debe permitir que la
liberacion se produzca luego de un periodo de tiempo, posterior al lanzamiento, con el fin de
monitorear el crecimiento del hongo en las circunstancias de interés cientifico. Por otro lado,
el dispositivo, que contiene las esporas encapsuladas en el interior del medio de cultivo, debe
impedir la liberacion de esporas fuera de este, con el fin de asegurar que no se produzca en
ninguna circunstancia la contaminacion del interior del satélite.

La especie T. reesei corresponde a un hongo mesofilo y filamentoso, teleomorfo de la
especie Hypocrea jecorina, con un estilo de vida micotréfico y es ampliamente reconocido
como productora de enzimas hidroliticas y degradadoras de celulosa [11, 12, 13, 14, 15|. El
proceso de digestion de celulosa se produce debido a que el hongo consume aztcares, glucosa
y celobiosa, para producir celulasas, hidrolizando la celulosa, a la vez que absorbe oxigeno y
libera diéxido de carbono, como se muestra en la Figura 1.2 [13]. La hidrolisis enziméatica de
la celulosa se debe a que T. reesei produce un complejo de enzimas celulolitica, compuesto



principalmente por exoglucanasas, endoglucanasas, f-glucosidasas [16, 17, 18].
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Figura 1.2: Esquema del proceso de digestion de celulosa por parte de T. reesei. La linea
discontinua refleja el limite de los balances de masa (adaptacion de Antonov et al., 2016)

13].

El ciclo de vida del hongo T. reesei es simple y se basa en la produccion de esporas ase-
xuales [11, 12|. Es una especie ubicua, encontrandola en variados tipos de suelos y diversos
ecosistemas, dado que permite producir enzimas celuloliticas multifuncionales de bajo costo
lo que genera que sea frecuentemente utilizado en la industria de alimentos, piensos, bio-
rrefineria, papelera, farmacos, combustibles, agricultura, bioenergia y de productos quimicos
[12, 14, 15, 19].

Debido a que este hongo es altamente versatil, se puede encontrar en diversas industrias,
tal como ya se ha mencionado. En cuanto a la industria de piensos y textiles, se aprove-
cha la eficiencia que otorga en la produccion de celulasas [20], mejorando la digestibilidad
de celulosa en ciertos animales, aportando suavidad a las telas. En agricultura es utilizada
para biocontrol, debido a que es una especie micotrofica, permite controlar plagas al desin-
tegrar agentes patdgenos. Por otro lado, ayuda a incentivar el crecimiento y desarrollo de
las plantas, promoviendo el crecimiento de las raices y disminuyendo los requerimientos de
fertilizante nitrogenados [11]. Se destaca en la industria papelera, al ser capaz de nutrirse
de los residuos industriales liquidos de esta industria, lodos papeleros cargados de fibras de
celulosa defectuosa, rellenos inorganicos y metales pesados [15].

1.1. Objetivos del trabajo

1.1.1. Objetivo general

Estudiar y disenar una metodologia para desarrollar envolturas de encapsulamiento que
permitan una liberacion controlada de esporas de hongos bajo condiciones de microgravedad.
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1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar metodologias capaces de permitir un encapsulamiento eficaz de las esporas
del hongo.

e Identificar un grupo de polimeros que permitan una correcta encapsulacion de las es-
poras del organismo 7. reseei.

e Determinar parametros de evaluacion que permitan definir la factibilidad técnica y
econdmica de la encapsulacion.

e Seleccionar técnicas en base a los parametros anteriormente determinados.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Trichoderma reeset

La especie Trichoderma reesei corresponde a un hongo filamentoso septado y teleomor-
fol de Hypocrea jecorina el que en su estado natural, es capaz de desarrollar colonias sobre
materia en descomposicion [7, 22, 23, 24]. Destaca principalmente por producir enzimas que
degradan la pared celular de las plantas, lo que ha permitido ampliar los estudios respecto a
la regulacion de la celulasa. Ademas, se plantea que su completa comprension podria permitir
el desarrollo de alternativas més sostenibles y viables en el area de biocombustibles, produc-
cion y reciclaje textil, conversion quimica mediante enzimas, procesamiento de alimentos,
biorremediacion y agricultura [7].

2.1.1. Proliferacion

El ciclo de vida de T. reesei comienza con una espora® que es capaz de germinar al estar en
un ambiente con sustratos adecuados y condiciones favorables, ya sea de luminosidad, estado
C:N, pH, presencia de calcio extracelular y de COV [26, 27|. Al germinar, emerge un tubo
germinal desde la espora, el que corresponde a una delgada hifa, que posteriormente crece
y se ramifica, las que a su vez se ramifican y forman un sistema complejo de hifas conocido
como micelio, ver Figura 2.1 [26]. Los organismos que se desarrollan de esta manera también
son llamados organismos modulares, ya que crecen por la iteracion repetida de modulos, que
da lugar a un patron de ramificaciéon. La ventaja de proliferar de esta manera radica en que
los organismos pueden explotar plenamente los recursos disponibles, alejandose de la zona
agotada [26]. Sin embargo, se debe destacar, que el organismo tiene un crecimiento homogéneo
y radial a escala de laboratorio, por la disponibilidad de nutrientes que se le proporciona, por
lo que dista de lo que se puede encontrar en la naturaleza [26, 28|. Las hifas estan constituidas
por células cilindricas que se extienden al crecer desde un extremo, aumentando el diametro
de la colonia y penetrando hacia el interior del sutrato [26]. Al acercarse al agotamiento de

!Corresponde a estados sexuales o perfectos de los hongos [21].
2Son esporas fingicas producidas asexualmente, normalmente diferenciadas de hifas especializadas [25].



nutrientes, comienza la conidiogénesis, donde las esporas seran dispersadas o entraran en un
periodo de latencia en los conidioforos |26, 29].

Germinaciény

Hifa subsuperficial 1

(a) Diagrama genérico ilustrativo del
sistema de proliferacion de un hongo fi-
lamentoso (adaptacion) [30].

48h

24h

12h

06h
(b) Evolucién en graficos matematicos
generados por FFT («Fungal feature
trackery») y que representan 48 horas de

crecimiento en placas de Petri en medio
PDA [28].

Figura 2.1: Crecimiento de T. reesei.

Considerando lo anterior, es de esperar que las esporas de T. reesei estando en el espacio y
al ser liberadas de la capsula que las recubra, sean capaces de germinar al entrar en contacto
con un sustrato compatible, cuyo desarrollo permita visualizar el crecimiento del organismo,
de manera semejante a lo presentado en la Figura 2.2a. Ademaés, es de utilidad mencionar
que la mayoria de las cepas utilizadas en laboratorio son capaces de producir esporas, por lo
que se trabajarfa con esta unidad [25].

(a) Fotografia de placa de Petri que
muestra el crecimiento de Trichoder-
ma reesei cepa GXNN4056 en medio
de cultivo agar papa dextrosa, después
de 14 dias a 25 °C [31, 32].

(b) Microscopia optica de esporas de
Trichoderma reesei cepa GXNN4056
[31].

Figura 2.2: Microorganismo de interés.



Por otro lado, se han realizado modelamientos matemaéticos de las esporas de distintas
cepas de Trichoderma reesei, en particular de la cepa mutante QM9414, que describe las
esporas como una elipsoide [33]|. Lo anterior, permite conocer el rango de confianza donde
se encuentra el valor de los ejes de la elipsoide que describe la espora, correspondiente a
a [pm] =1,6+0,1y S [pm] =2,2+0,1, el volumen de la espora, correspondiente a V
[pm3] = 32,8 + 3,8, y la superficie de la espora, correspondiente a S [um?] = 50,5 + 3,8 [33].
Con la informaciéon mencionada, es posible realizar célculos que permitan escalar los métodos
de encapsulacion, consiguiendo, asi, realizar una comparacion entre las metodologias que sea
mas confiable.

Figura 2.3: Forma modelada de una espora de la cepa QM9414 de T. reesei [33].

2.1.2. Fuentes de carbono

Al estudiar la cepa QM6a de T. reesei (Wild-type), correspondiente al ancestro de las
cepas mutantes productoras de celulasa de la actualidad [34], para determinar el efecto que
generan diversas fuentes de carbono en la producciéon de celulasas, se evalué su crecimiento
empleando distintas fuentes de carbono solubles e insolubles [35].

Se realiza el cultivo de esporas de T. reesei en MA-medio (descrito por Mandel y An-
dreotti) enriquecido individualmente por la adicién de distintas fuentes de carbono, correspon-
dientes a: D-glucosa, D-xilosa, D-lactosa, celobiosa, extracto de malta, carboximetilcelulosa
(CMC), dextrosa de papa, xilano (espelta de avena), polvo de celulosa (linter de algodon),
dos marcas de celulosa microcristalina (celulosa microcristalina de JT Baker y Avicel PH-101
de Sigma Aldrich), muestras de pino, muestras de pino pretratadas con organosolv y lodos
de papeleras [35]. Ademas, se considera el MA-medio puro como control y se utilizan ma-
traces de agitacion y placas de agar para el cultivo [35]. Mediante la determinacion del peso
seco, se observo un menor crecimiento en el control con MA-medio y en los casos en que
el MA-medio se enriqueci6 individualmente con CMC, xilano, muestras de pino, muestras
de pino pretratadas con organosolv y lodos de papeleras como fuentes de carbono [35]. En
cuanto a las fuentes de carbono lignocelulosas e insolubles, existen estudios que refuerzan los
resultados ya mencionados, donde se senala que las lignocelulosas pretratadas no son capaces
de estimular la produccion de enzimas [36]. Por otro lado, se destaca la D-lactosa, polvo de
celulosa, celulosa microcristalina y Avicel como buenas fuente de carbono, ya que muestran
una gran actividad de celulasa total en equivalentes de glucosa, debido a que agotan mas
lentamente tales sustratos. Los resultados mencionados y los cultivos del microorganismo en



las mismas fuentes de carbono en medio sélido, se pueden ver de mejor manera en el Anexo

B [35].

2.2. Condiciones favorables para la conidiacién del orga-
nismo

Se plantea que para poder observar el crecimiento del organismo desde la Tierra, es
necesario que las esporas produzcan micelio fingico y este, a su vez, continie produciendo
esporas para aumentar la masa micelial [37]. Por otro lado, se realiza el supuesto que las
condiciones favorables para la conidiacién son a su vez favorables para la subsistencia del
micelio [37]. Sabiendo que el proceso de conidiacion esté estrictamente relacionado a las
condiciones ambientales del medio donde se encuentra el micelio, es importante mencionar,
que uno de los factores por si solo no implica necesariamente la producciéon de esporas, sino
que se requiere una combinacion de estas condiciones para generar este evento [37]. Ademaés,
se debe considerar como premisa, que el desarrollo de Trichoderma requiere que exista un
equilibrio entre la conidiogénesis y la proliferacion de las hifas [25].

2.2.1. Exposicion luminica

En la industria comercial de produccién de esporas se da especial énfasis a la exposicion
a la luz, implementando regimenes luminicos en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. La producciéon de esporas sucede en una serie de cinco etapas, en un periodo de
24 horas a 5 dias luego de un estallido de luz, dependiendo de la especie de Trichoderma.
Se plantea que la fotoconidiacion depende del estado metabdlico de la hifa y se restringe
exclusivamente a la zona del organismo que sufre la exposiciéon luminica, disminuyendo la
capacidad de generar esporas desde los limites de la colonia hacia el centro [37].

Ademas, existe una estricta relacion entre la intensidad de la luz y el periodo de exposicion,
los que dan lugar al nivel de conidiaciéon. Tal relacion se rige por la ley de reciprocidad de
Bunsen-Roscoe, que dicta que duraciones proporcionales de exposicion a la luz e intensidades
luminicas proporcionales desencadenan la misma produccion de esporas [37]. De tal manera
que, recibir una intensidad de luz de X por un periodo de tiempo de Y, genera las mismas
esporas que recibir una intensidad luminica de X/2 durante un periodo de tiempo de 2Y [37].

Se tiene que la conidiacion es independiente de la temperatura, en el rango de los 3°C a
los 26°C [37]. Lo que si tiene amplia relevancia en la producciéon de esporas es la presencia de
oxigeno, ya que a pesar de que el micelio reciba un breve estallido de luz, si el microorganismo
no esta en presencia de oxigeno, el proceso de conidiaciéon se detiene hasta recuperar la
presencia de este gas [37].

Considerando la importancia de la presencia de oxigeno, se toma como referencia la cons-
truccion del satélite PLANTSAT, el que en su interior transportara un clavel del aire. Este
estudio que se llevara a cabo posteriormente al lanzamiento del satélite, permitira conocer la
factibilidad y eficiencia de esta planta para producir oxigeno, lo que podria ser de utilidad



para definir el cumplimiento de este requerimiento [9, 10].

2.2.2. Estado de carbono y nitrégeno

El nivel de carbono, el nivel de nitrogeno y la relacion C:N se encuentran dentro de
los principales factores nutricionales asociados a la conidiacion en Trichoderma [37|. Pese
a lo anterior, no se conoce un solo conjunto de parametros ¢éptimos para cada especie en
particular, por dificultades asociadas a la identificacion de los organismos [37].

La tasa de conidiaciéon varia dependiendo de la fuente de carbono que se utilice en el
medio. Ademas, la luz puede incluso inhibir la conidiacién en presencia de ciertas fuentes de
carbono [37|. Con esto, es importante realizar el trabajo utilizando fuentes de carbono eficaces
para el organismo, asi y como ya se ha mencionado anteriormente, la glucosa, la lactosa, el
polvo de celulosa, la celulosa microcristalina y Avicel (Sigma Aldrich), han demostrado ser
fuentes de carbono efectivas para la cepa nativa QM6a de T. reesei [35].

Por otro lado, se tiene que el nivel de nitroégeno en el medio y el tipo de fuente que lo provee,
permiten regular de manera cruzada la conidiacion inducida por la luz [37]. En particular, las
fuentes primarias de nitrogeno promueven que ocurra de forma simultanea la conidiacion y el
crecimiento de la colonia. En este punto es importante mencionar que las fuentes primarias
de nitrogeno de Trichoderma corresponden a las basadas en el grupo amino [37]. Al estar
en condicion de bajo nivel de nitrogeno o cuando las fuentes secundarias son mayoritarias,
correspondientes a nitratos, el organismo produce desrepresion [37]. Es importante considerar
que la catalizaciéon de la fotoconidacion, al utilizar una fuente primaria de nitrégeno, depende
netamente de la especie, ya que no todos los organismos responden de igual manera a este
estimulo [37].

La relacion relativa entre carbono y nitrégeno influye fuertemente en la conidiacion y
el crecimiento del micelio [37|. Considerando que la respuesta interactiva entre los niveles
de carbono y nitréogeno dependen de la especie, por lo general se tiene que al aumentar los
niveles de nitréogeno disminuye la conidiaciéon y aumenta el crecimiento del micelio; y que por
el contrario, al disminuir los niveles de nitrégeno aumente de masa micelial pero se reduce la
conidiacién [37].

2.2.3. pH ambiente

Se sabe que el pH inicial del medio de cultivo afecta la conidiacién, de tal manera que
calibrar este parametro a un valor 6éptimo, favorece la formacion de esporas de manera si-
multanea al crecimiento del micelio [37]. El pH 6ptimo varia dependiendo de la cepa de
Trichoderma, pero un rango adecuado va desde un pH 4,0 a un pH 6,8 [37]. Ademas, el
cultivo mismo de Trichoderma es capaz de alterar el pH del medio en funcién de las fuentes
de nitrogeno utilizada, donde una fuente de nitrogeno primaria disminuye el pH y el uso de
fuentes secundarias de nitréogeno alcaliniza el medio [37].
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2.2.4. Senalizacion de calcio

El calcio cumple un rol relevante en el proceso de la diferenciacion celular, existiendo
evidencia que sustenta la idea de que el calcio induce la conidiacion, sin importar el estado
nutricional y las condiciones de luz en que se encuentre Trichoderma [37]. Por lo anterior,
asegurar una fuente de Ca?" extracelular puede mejorar el desarrollo del organismo en con-
diciones precarias de crecimiento [37]|. Por lo mismo, se propone garantizar su presencia en
trabajos futuros y en particular los que involucran condiciones de microgravedad.

2.2.5. Compuestos organicos volatiles (COV)

Se ha identificado una gran variedad de COV en cultivos de diversas especies de Trichoder-
ma, los que son producidos de manera natural, como resultado de los procesos metabdlicos;
también se pueden producir como respuesta a la esporulacion, para inhibir el crecimiento de
competidores e incentivar el crecimiento del huésped [37]. Existen COV que se relacionan con
el metabolismo de acidos grasos, los que estimulan la conidiacion de Trichoderma, debido a
que probablemente genera senales para sincronizar la conidiaciéon. Sin embargo, estas senales
no son suficientes por si mismas para inducir la conidiacion [37].

2.3. Microgravedad

2.3.1. Fisica

Comunmente se utiliza el término de microgravedad para referirse a la condicién de in-
gravidez o de gravedad cero [43]. Tal estado se produce por la caida libre de un cuerpo en
presencia de un campo gravitacional, donde el peso aparente del objeto es menor que el de
su peso en reposo en la Tierra [43]. Por tal razon, se refiere a microgravedad todo estado
en el que la gravedad aparente se reduce a magnitudes insignificantes, haciendo énfasis en
que es algo netamente aparente, debido a que en la préactica, no existe la ingravidez [43]. Lo
anterior se constata por medio de la Ley de Gravitacion Universal de Newton, que define
que todo cuerpo en el universo interactia gravitacionalmente con todos los demas cuerpos
existentes en el espacio. Asi, se defini6 que la fuerza de gravedad que existira entre dos obje-
tos es proporcional al producto de sus masas y es inversamente proporcional al cuadrado de
la distancia que separa a los centros de masa de ambos objetos [43], lo que se resume en la
Ecuacion 2.1.

(2.1)

Donde:

o [,;: Modulo de la fuerza ejercida entre los cuerpos en unidad de N.

11



G: Constante de gravitacién universal, tiene un valor aproximado de 6, 67 - 107! [1\{{?122] )

my: Masa del cuerpo 1 en unidad de kilogramos, en este caso corresponde a la masa
del planeta Tierra.

mso: Masa cuerpo 2 en unidad de kilogramos, en este caso corresponde a la masa del
satélite.

r: Distancia entre los centros de masas de ambos cuerpos en unidad de metros.

Para el caso en estudio, debido a la amplia diferencia entre las masas de ambos cuerpos,
se desprecia la masa del satélite dentro del calculo, asi, al desarrollar la Ecuaciéon 2.1 consi-
derando lo antes mencionado, se obtiene una expresion para la aceleracion de gravedad que
experimenta el satélite, como se presenta en la Ecuacion 2.2 [43].

my

Lo anterior, permite corroborar que los satélites que orbitan el planeta Tierra si experi-
mentan fuerza gravitacional. Haciendo uso de la Ecuacion 2.2, considerando que la Tierra
tiene una masa de 5,97 - 10?* kilogramos [44] y teniendo en cuenta que SUCHAI I tenia una
masa de 1 kilogramo y que siguié una orbita a una distancia de 505 kilometros de la Tierra
[45], es posible determinar la aceleracion de gravedad que experiment6. El calculo detallado
se presenta en el Anexo A.1. Es importante recordar que a tal distancia de la orbita se le
debe anadir los 6371 kilometros del radio terrestre [46], ya que el término «r» corresponde a
la distancia que separa los centros de masa.

m
g = 8,4 [;]

Sabiendo que la masa del satélite no cambia y que la aceleraciéon de gravedad en la
superficie de la Tierra es de 9,81 m/s™2 [46]; ademas, considerando que la relacién entre la
fuerza de gravedad y la aceleracion de gravedad que experimenta el satélite es Fy = mjg - g
[43, 47|, se constata que el satélite en el espacio siente un 86,7 % de la fuerza gravitatoria que
experimenta en la superficie terrestre. Esto da paso a comprender el porqué los satélites al
estar en orbita no caen hacia la Tierra. Esto se debe a la fuerza centripeta, como se explica
a continuacion.

La fuerza centripeta es una fuerza real que le permite a un cuerpo moverse en una oOrbita
circular y su direccion siempre se dirige hacia el centro de la misma [48]. Por otro lado, se
encuentra la fuerza centrifuga, que es la fuerza ficticia necesaria que le permite a un marco
de referencia no inercial no acelerar aparentemente; es sentida por el objeto en movimiento
y se dirige hacia afuera [49]. Se tiene, por ende, que ambas fuerzas discrepan en el marco de
referencia, pero son en esencia la misma fuerza apuntando en direcciones opuestas [49].

Asi, para conseguir el estado de ingravidez, se requiere un equilibrio entre la fuerza centri-
peta y la fuerza de gravedad; esto permite, ademas, determinar la velocidad tangencial «v»
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con la que debe transitar el satélite para no caer sobre la Tierra [50]. Por otro lado, se sabe
que la Ecuacion 2.3 corresponde a la expresion conocida para la fuerza centripeta [51].

F = (2.3)

Donde:

F.: Fuerza centripeta.

e m: Masa del cuerpo en movimiento.

v: Velocidad tangencial.

r: Distancia entre el cuerpo en movimiento y el centro de la érbita.

Con lo anterior y los valores ya conocidos, es posible determinar la velocidad tangencial
del satélite. El calculo detallado se presenta en el Anexo A.2.

'U:7,6[k—m1

S

El valor obtenido se corrobora, debido a que el equipo de SUCHAI declaré que la velocidad
a la que transito el satélite era de aproximadamente 7 kilometros por segundo [45].

Con todo lo anterior, se tiene que el aparente estado de ingravidez se produce porque
el satélite y su contenido estan cayendo en 6rbita cuasicircular alrededor de la Tierra [43].
Considerando que los elementos en el espacio estan en permanente caida libre y en presencia
de vacio, lo que genera que todos caigan con la misma aceleracion, sin importar su masa
[43, 52|. Por todo lo anterior, la nave espacial y todo su contenido se encuentran en caida
libre constante en direcciéon al centro de la Tierra, pero gracias a la alta velocidad tangencial
determinada por la mecanica orbital, que le permite moverse a una velocidad que coincide
con la curva de la Tierra, se produce el estado de ingravidez ya comentado [43, 52].

En la FCFM se encuentra un equipo para simular una condicién de microgravedad [50],
lo que permite que se puedan realizar estudios previos que permitan evaluar de mejor manera
la viabilidad de las metodologias propuestas.

2.3.2. Implicancias generales en la vida

Es importante considerar esta condicién de aparente ingravidez para el desarrollo y fun-
cionamiento de cualquier organismo. Por lo anterior, se describiran los efectos nocivos sobre
otras especies que puede desencadenar una exposiciéon prolongada a microgravedad, debi-
do a que la ausencia de la gravedad genera alteraciones desde el punto de vista fisiologico,
desencadenando problemas de salud temporales y a largo plazo [43].
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Una gran cantidad de personas que han experimentado una exposiciéon prolongada a
microgravedad han padecido de descalcificacion esquelética y atrofia muscular [43]. Ademaés,
se puede sufrir del sindrome de adaptacion espacial, que incluye sintomas como néuseas, dolor
de cabeza, vértigo, vomitos y letargo general; generado por una redistribuciéon ascendente de
liquidos y la inmovilizacion de la sangre [43, 53].

2.3.3. Viabilidad fangica en el espacio

Se tiene que la Estacion Espacial Internacional (ISS, por sus siglas en inglés) corresponde
a un tecnologico complejo orbital, que es el resultado del trabajo conjunto de 16 paises y lleva
mas de quince afos orbitando a 400 kilometros de la superficie de la Tierra [54]. Destaca por
ser el objeto artificial més grande en la 6rbita terrestre, con unas dimensiones que actualmente
llegan a los 110 metros por 100 metros, por permitir la habitacion humana y evidenciar los
efectos de la microgravedad |54, 55]|.

Lo anterior permite comprender la necesidad de conocer a cabalidad la composicion del
microbioma viable de la ISS, lo que da paso a planificar adecuadamente las labores de segu-
ridad y mantenimiento del complejo orbital [55]. Se ha constatado la presencia de bacterias
y hongos que han prosperado en la ISS, siendo la fraccion fingica considerablemente menor,
destacando principalmente especies del género filamentoso Aspergillus [55, 56].

Sin embargo, se ha constatado que las células y los organismos no humanos, al estar en
presencia de microgravedad, también pueden presentar efectos perjudiciales para su metabo-
lismo [43]. Un ejemplo de lo anterior es el experimento PROTECT, donde se expuso esporas
de la bacteria Bacillus subtilis a un ambiente en ausencia de luz UV y bajo condiciones si-
muladas de Marte, por un extenso periodo de tiempo. Lo anterior, gener6é que se expresaran
genes relacionados a estrés en respuesta a dano del ADN, dano de proteinas, estrés oxidativo
y estrés de la envoltura celular [56, 57].

Por otro lado, es importante considerar que los hongos cuentan con diversos mecanismos
de defensa contra la radiacion solar, tal como la producciéon de enzimas capaces de eliminar
especies de oxigeno reactivo (ROS). También cuentan con mecanismos de reparacion de ADN

y pueden producir pigmentos, ya sea melaninas o semejantes, y metabolitos que absorban la
radiacion UV [56].

En virtud de lo anterior y considerando que en la Tierra se utilizan comtinmente micro-
organismos para producir recursos valiosos de diversas industrias, tal como la farmacéutica y
la alimentaria, se ha planteado que para realizar misiones lejanas de exploraciéon espacial se
podria utilizar biotecnologia, permitiendo generar abordo de la misma nave espacial alimen-
tos y medicinas [58]. En particular, los hongos filamentosos son ampliamente utilizados en la
elaboracion de diversos compuestos de interés, los que abarcan distintos rubros industriales,
entre los que se pueden destacar: alimenticio, biorremediacion, odontoldgico, combustible,
cosmético, higiene, farmacéutico, papelero, polimeros y textil [58].

Para evaluar con mayor profundidad los efectos que puede generar una permanencia
prolongada de hongos filamentosos bajo condiciones de microgravedad, se han desarrollado
estudios donde se simula este ambiente. Con lo anterior, se ha determinado que la tasa de
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germinacion de esporas bajo condiciones de gravedad terrestre es similar a la que se produce
bajo condiciones de microgravedad y que incluso para ciertos organismos esta tasa puede
aumentar [59].

Por otro lado, la condiciéon de microgravedad provoca que el micelio presente hifas ho-
mogéneas con pared celular lisa, lo que genera que no existan diferencias con el desarrollo
del organismo bajo condiciones terrestres normales [59]. Ademas, considerando que las mi-
crofibrillas de quitina corresponden a un factor relevante dentro de la pared celular fungica,
contribuyendo a la integridad general de su estructura, no se registraron evidencias diferen-
ciadoras significativas entre la presencia de quitina para el crecimiento de un organismo bajo
condiciones de microgravedad en comparacion a uno que crece bajo condiciones gravitatorias
terrestres [59].

Se ha constatado que estar bajo condiciones de microgravedad no genera alteraciones
de la distribuciéon subcelular, sin embargo, existen ocasiones donde se produce una mayor
distribuciéon de la estructura extracelular a lo largo de la pared celular, asemejandose a un
melanosoma® [59]. Asf mismo, se ha constatado un aumento del ntimero de mitocondrias
generadores de energia celular al estar bajo condiciones de microgravedad [59].

Otro indicador de estrés ambiental fungico es el nivel de transcripcion del gen gfaA, el
que se relaciona con la acumulacion de quitina en la pared celular [59]. Sin embargo, se ha
observado que no existen diferencias significativas entre la tasa de transcripcion de este gen
para un organismo que se desarrolla bajo condiciones de microgravedad en comparacion a un
organismo que se desarrolla bajo condiciones terrestres [59].

Por otro lado, se tiene evidencia de experimentos con esporas secas sobre diferentes poli-
meros, los que fueron llevados a la ISS para analizar su viabilidad luego del transcurso de un
tiempo a bordo del complejo orbital. En estos estudios se constaté que al realizar misiones
breves, menores a un mes, las esporas secas lucen de manera similar a las del control terres-
tre y, ademaés, todas son capaces de producir cultivos altamente viables [61]. Sin embargo,
cuando se trata de una mision espacial de larga duracién, correspondiente a varios meses,
genera comunmente alteraciones en las esporas, de tal manera que la viabilidad es escasa y
depende netamente del microorganismo [61].

Ademas, se tiene evidencia que el micelio aéreo que se genera a partir de las esporas
secas, de viajes espaciales largos y cortos, es denso y corto para todos los organismos y
bases? utilizadas, existiendo leves diferencias con el control de laboratorio terrestre [61].

En cuanto a experimentos desarrollados con cultivos vivos enviados en placas de Petri
a la ISS, estos se diferencian principalmente del control de laboratorio porque presentan
cominmente margenes irregulares, cuentan con un micelio sumergido que se extiende mas
alla de la colonia y las hifas tienen didmetros menores; ademas, al desarrollar pruebas de
viabilidad a las esporas producidas bajo condiciones de microgravedad se constaté que una
cantidad minima de estas es capaz de germinar, pero que estas no son capaces de desarrollarse

30rganulo intracelular especializado, en el que se sintetiza y almacena pigmentos de melanina [60].

4Correspondiente a sustratos de obleas de silicio, policarbonato y hierro, en las que se deja caer diferentes
suspensiones de esporas, para luego dejarla secar, de tal manera que las esporas queden adheridas a cada
base.
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hasta convertirse en hifas largas y ramificadas, por lo que no pueden formar colonias [61, 62].
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Capitulo 3

Métodos de encapsulacion

La microencapsulaciéon corresponde a una técnica mediante la cual es posible recubrir
con una capsula un material de valor, el que es llamado material activo, permitiendo asi
conservar sus propiedades [63]. Actualmente, la microencapsulacion es ampliamente utilizada
en diversas industrias, donde destaca la industria farmacéutica, alimentaria, perfumeria y
de biocontrol, permitiendo recubrir grasas y aceites, compuestos aromaticos y oleorresinas,
vitaminas, minerales, colorantes y enzimas [63, 64].

Existen diversas metodologias para desarrollar un proceso de microencapsulacion, las que
pueden ser divididas en tres grupos principales [63, 64, 65, 66]. Por un lado se tienen los méto-
dos de encapsulacion via procesos quimicos, donde los monémeros y las moléculas pequenas
se polimerizan para formar la capsula polimérica; se caracterizan principalmente porque la
pared es producida en un tanque o reactor que contiene liquido [63, 64, 66, 67]. Por otro
lado, se tienen los métodos de encapsulacion via procesos mecénicos o fisicos, la formacion
de la capsula depende del cambio de fase sélido-liquido a consecuencia de calentamiento o
disminucion de solubilidad por la evaporacion del solvente; se desarrollan generalmente en
equipos o sistemas adquiridos comercialmente |63, 64, 66, 67|. Finalmente se tienen los mé-
todos de encapsulacion via procesos fisicoquimicos, donde los materiales que forman la pared
se encuentran previamente disueltos y precipitan en la solucion, después de una variacion
de temperatura, del pH o de la concentracion de electrolitos, lo que genera que se deposite
gradualmente en la superficie del compuesto activo, cubriéndolo [66].

A continuacion se presentan las técnicas de encapsulacion mas conocidas y la forma de
desarrollarlas, ahondando en aquellas mas relacionadas al objetivo del presente trabajo.

3.1. Encapsulaciéon fisicoquimica

3.1.1. Coacervacion

La coacervacion compleja consiste en anadir un soluto liquido polimérico, llamado coacer-
vado, sobre una solucién polimérica, polimeros de cargas opuesta que en conjunto forman la
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pared [63, 64, 68]. Al realizar un cambio de pH, de temperatura o al anadir una sal, el polime-
ro se comienza a adherir a la pared del coacervado, generando la encapsulacion. Luego de un
proceso de secado se obtiene una pasta o polvo con el producto final, como se muestra en la
Figura 3.1 [63]. En cuanto a la coacervacion simple, esta involucra un tnico tipo de polimero,
donde son anadidos agentes altamente hidrofilicos [63, 64, 68|. Permite encapsular particulas
de 5 pum a 200 pum y conlleva costos relativamente bajos, por lo que es ampliamente utili-
zada en diversas industrias, tales como farmacéutica, alimentaria, agricola y textil |63, 68].
Algunos procesos productivos donde se utiliza la coacervacion es la elaboraciéon de goma de
mascar, pasta de dientes, alimentos horneados, alcohol polivinilo, gelatina-acacia [64].

Interaccion entre
poliones

Nucleo disperso en Adicién de solucion acuosa
solucién acuosa de de polimero catidnico
polimero aniénico

@ @ Secado
——

Polvo seco

Cambio de pH,
temperatura o
adicion de sal

Endurecimiento o
reticulacion

Coacervado con
nucleo en el centro

Figura 3.1: Diagrama genérico ilustrativo de encapsulacion por coacervacion compleja (adap-
tacion de Timilsena et al., 2019) [68].

3.1.2. Inclusién molecular

La inclusion molecular se produce cuando una molécula de mayor tamano es capaz de
rodear a una de menor tamano, dejandola encapsulada, como se muestra en la Figura 3.2
[63, 64]. Este proceso permite encapsular particulas de 5 um a 50 pm y da como resultado un
polvo [63]. La inclusién molecular permite proteger sabores e ingredientes sensibles al calor,
por lo que es utilizada en los procesos de produccién de confites, bebidas instantaneas, snack
extruido, aceite de ajo, cebolla y vitaminas [63, 64].

Figura 3.2: [lustracion esquematica de la encapsulacion con ciclodextrinas por inclusién mo-
lecular [69].
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3.2. Encapsulacién quimica

3.2.1. Polimerizacion interfacial

Una solucién que contiene un reactivo lipofilo se emulsiona en una fase acuosa que contiene
un emulsionante. Luego, se anade un reactivo hidrofilico a la fase acuosa, lo que origina la
polimerizacion interfacial y la formacion de la cubierta, como se muestra en la Figura 3.3 [70].
Asi, esta metodologia se basa en la polimerizacién de monoémeros hidrofilicos y lipofilicos en
la interfase de dos sustancias inmiscibles, correspondiente a una emulsion de aceite en agua,
lo que produce una membrana que da lugar a la pared de la capsula [64, 70].

Figura 3.3: Diagrama genérico ilustrativo del método de encapsulacién por polimerizacion
interfacial (adaptacion de Jamekhorshid et al., 2014) [70].

3.3. Encapsulacién mecanica

3.3.1. Gelificacion io6nica

Este método permite encapsular células, enzimas y suspensiones, dando como resultado
perlas de encapsulacion |71]. La gelificacion iénica se divide en dos grupos, la gelificacion
i6nica externa y la interna [64]. En cuanto a la gelificacion ionica externa, los iones Ca?* son
anadidos por medio de una emulsiéon, donde la fase externa es oleosa y la interna es acuosa,
como se muestra en la Figura 3.4 |64, 72|. La principal desventaja de este método es que
no se puede controlar el tamano final de las capsulas, debido a que las particulas tienden a
coagular en grandes masas de 400 ym a 1 mm en el transcurso del proceso de encapsulacion
[64]. Por otro lado, la gelificacion interna se basa en una solucioén del material a encapsular con
alginato de sodio, donde la presencia de iones Ca?* la otorga una sal, generalmente carbonato
de calcio; luego de homogenizar la solucion, esta es dispersada en una fase oleosa, donde se
genera la acidificacion del sistema, formando una emulsion acuooleosa [64]. Posteriormente,
se anade una carga adicional de la fase oleosa mezclada con un disolvente de compuestos
organicos, logrando la solubilizacion del carbonato célcico y la encapsulacion [64, 73]. Asi, la
gelificacion i6nica interna, da como resultado particulas de aproximadamente 50 pym, tamano
considerablemente menor que la gelificacion i6nica externa |64, 73].

La gelificacion idnica es ampliamente utilizada en la industria farmacolégica, un ejemplo

19



Capsulas lavadas con
agua desionizada

Embudo de goteo

. Filtro de

%/malla metalica

7

Mezclador de

laboratorio Emulsién de

L~ alginato de sodio

Alginato - Secador eléctrico

reticulado CC._ ( g}
I o Capsulas secas -

Agua 4 *
T Gotas
Alginato 2455
o
o Solucion de
Ingrediente o ] o cloruro de calcio
activo Capsulas 0 %a® e Capsulas almacenadas l\
poliméricas - q: 0, :"n en un congelador a -20°C i
Emulsién de SRR Agitador
alginato de 282 magnético erwaws
‘/
OO y
Paso 1 Paso 2 Paso 3

Figura 3.4: Diagrama genérico de encapsulacion por gelificacion idnica externa (adaptacion
de Norambuena-Contreras et al., 2019) [74].

de esto es la encapsulacion de diclofenaco de sodio en perlas de alginato tratadas con quito-
sano, resultado que se obtiene por gelificacion iénica con Ca?* [75]. El recubrimiento permite
la liberacion controlada del medicamento, en funcion del pH, previniendo la liberacion del
medicamento a nivel gastrico [75].

Sin embargo, la versatilidad de esta técnica ha permitido recubrir esporas de hongos,
como Aspergillus nidulans, T. asperellum y T. reesei, consiguiendo, incluso, el desarrollo
de microcolonias dentro de las perlas [76, 77|. Ademaés, es importante considerar que la
implementacion de la gelificacion idnica es sencilla, de tal manera que se puede construir el
equipo de manera artesanal, por lo que no existen inconvenientes en su implementacion [78].
Lo anterior es de gran relevancia, ya que incorpora la gelificacién idénica como una alternativa
a evaluar para cumplir con el objetivo del presente trabajo.

3.3.2. Co-cristalizacion

Se basa en la preparacion de una solucion de sacarosa supersaturada, a la que se anade
el material a encapsular, luego se homogeneiza la mezcla, para posteriormente calentarla de
manera espontanea y rapida hasta la temperatura de cristalizacion, como se muestra en la
Figura 3.5 |79]. Debido a la adicién del ingrediente activo, la mezcla cristaliza de manera
irregular y aglomerada, generando que el compuesto de interés se deposite en los espacios
vacios, quedando incrustado en la matriz porosa de cristales [79].

La co-cristalizacion permite encapsular particulas de tamano de nanometros a microme-
tros, un ejemplo de esto, es que permite recubrir biomacromoléculas, que tienen un diametro
que va desde 1 um a los 10 nm |79, 80, 81|. La co-cristalizacion es flexible y econémica, por
lo que es utilizada en distintos procesos de produccion, tal como de jugos de frutas, aceites
esenciales, saborizantes, aromatizantes, azticar morena, fenoles y vitaminas [64, 79)|.
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Figura 3.5: Diagrama genérico de encapsulacion por co-cristalizacion (adaptacion de Kaur et
al., 2021) [79, 82].

3.3.3. Atrapamiento en liposomas

Este método permite encapsular particulas del orden de micras, dando como resultado
cépsulas méas pequenas que 2 pum [71]. Esta técnica de encapsulacion se basa en una tnica o
multiples capas de fosfolipidos hidratados, que guardan en su interior un componente lipofi-
lico, como se presenta en la Figura 3.6 [65, 71]. El proceso se lleva a cabo cuando peliculas de
fosfolipidos se dispersan en un medio acuoso, las que son selectivamente permeables a ciertos
iones y la capsula se forma cuando una solucién acuosa de sustancia activa es mezclada con
la pelicula del lipido |71].

La liberacion del compuesto de interés se genera por difusion a través de las capas de
fosfolipidos, por destruccion de la capsula, por presencia de una concentracién critica de
iones de calcio o por un cambio de pH [65, 71].

El atrapamiento en liposomas es utilizada en sistemas alimenticios liquidos, ya que es
capaz de proteger ingredientes hidrosolubles, también puede ser ttil para la liberacion de
vacunas, enzimas y vitaminas [64, 71].

Regidn

hidrofobica
et Medio
3 \{ acuoso
o Regidn

hidrofilica
Bicapa de
fosfolipidos

Figura 3.6: Representacion de una estructura de encapsulaciéon en base a una bicapa de
liposomas hidratadas (adaptacion de Schoebitz et al,. 2013) [71].
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3.3.4. Secado por aspersiéon

Se prepara una soluciéon de un polimero con el compuesto de interés, el que debe ser in-
miscible en agua, luego, la solucién se homogeneiza y se atomiza en forma de pequenas gotas
sobre una corriente de gas caliente, lo que produce la vaporizacion del solvente, generando la
cépsula en la superficie del material de interés, como se muestra en la Figura 3.7 [64, 67, 71].
Este método permite encapsular particulas de 1 um a 50 pum y da como resultado un polvo
de capsulas de tamano variable [63]. El secado por aspersion es un método ampliamente uti-
lizado en los procesos de produccion de ingredientes alimenticios, ya sea vitaminas, esencias,
aceites, probioticos, lipidos, minerales, pigmentos y leche en polvo, confites, postres instan-
taneos, y bebidas instantaneas (63, 64, 67]. Es un proceso de bajo costo, con flexibilidad de
implementaciéon y procesamiento, cuenta con una buena disponibilidad de equipos, ademas,
provee una gran estabilidad de las céapsulas finales y alta eficiencia de encapsulacion, lo que
permite desarrollar una produccion a gran escala en modo continuo [63].

Homogeneizador

Material del nucleo

Material de la pared J

Emulsion——» .C.._?./
)
© o ©

Aire
caliente
Boquilla de pulverizacion ———p

Pulverizado —————————»"
o

Microparticulas °
: o o

Figura 3.7: Diagrama de encapsulacion via secado por aspersion (adaptacion de Mohammed
et al., 2020) [83].

El secado por aspersion es ampliamente utilizado en la industria alimenticia. Un ejem-
plo de esto es el secado por aspersion de un jugo concentrado de espéarragos y la posterior
sustitucion parcial de maltodextrina por fibras de esparragos como matriz portadora, dando
como resultado mejores propiedades fisicas y una mayor retencion de aroma [84].

Sin embargo, la versatilidad del secado por aspersion ha permitido recubrir esporas de
hongos, como Beauveria bassiana [85]. Por lo anterior, es importante considerar que la imple-
mentacion de esta metodologia requiere el uso de equipos especializados. Sin embargo, existe
gran disponibilidad de estos, contando con la alternativa de colaborar con laboratorios de
otras universidades, teniendo como referencia la Universidad de Santiago de Chile [86, 87]. Lo
anterior es de gran relevancia, ya que incorpora el secado por aspersion como una alternativa
a evaluar para cumplir con el objetivo del presente trabajo.
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3.3.5. Enfriamiento por aspersion

El proceso consiste en disolver o dispersar el ingrediente activo con el material pared;
luego, se atomiza la emulsion o suspension resultante en una cdmara de enfriamiento, donde
las gotas al entrar en contacto con el aire frio se solidifican y forman las microcapsulas
[63, 64, 88]. Para llevar a cabo esta técnica de encapsulacion se utiliza el mismo equipo de
secado por aspersion, sin embargo, se debe calentar la corriente de alimentacion y enfriar el
aire de la camara al desarrollar el proceso, como se muestra en la Figura 3.8 [88]. Esta técnica
permite utilizar grasas, ceras o aceites como materiales de pared, ademas, permite que el
ingrediente activo sea solido o liquido, debido a la temperatura de operacion es recomendado
para recubrir materiales biologicos y alimentos sensibles al calor |64, 88].

Alimentacion

Enfriamiento

{ I — [Ventilador 1

Ay’
..l

Céamara \ ciclon /

Figura 3.8: Diagrama genérico de encapsulacion via secado por congelacion (adaptacion de
Favaro-Trindade et al., 2021) [89].

Permite encapsular particulas de 20 pm a 200 um y da como resultado un polvo [63].
El enfriamiento por aspersion es una metodologia poco costosa, por lo que es frecuentemen-
te utilizada en procesos de produccién de platos preparados y helados, ademas, se utiliza
para encapsular sulfato ferroso, vitaminas, minerales, acidulantes, compuestos aromaticos,
productos de panaderia, sopas en polvo y alimentos con alto contenido de grasa [63, 64, 88].

3.3.6. Montaje capa por capa (LbL)

Se basa en el autoensamblaje de peliculas poliméricas, por adsorcion secuencial de distin-
tos polimeros, sobre un sustrato solido, como se muestra en la Figura 3.9 [90, 91|. Corresponde
a un autoensamblaje de polielectrolitos, el que encuentra su fundamento en las interacciones
electrostaticas de las capas de polimero con carga opuesta, es decir polianién y polication
[92]. Es un método flexible, ya que permite elegir el tipo de polimeros con el cual recubrir y la
cantidad de polimeros en la capsula polielectrolitica. Ademaés, cuenta con un amplio espectro
de estimulos para controlar el proceso de encapsulacion y la liberacion del ingrediente activo;
en particular, para deshacer de manera controlada la capsula se puede aplicar cambios de
pH, de la fuerza ionica o del campo eléctrico [90, 91].

Las peliculas de recubrimiento formadas por este método de encapsulacion son ultrafinas,
yendo desde 1 nm a 1000 nm de espesor, proporcionando la ventaja de controlar facilmente
el espesor del recubrimiento [91, 92|. Debido a las ventajas que provee el montaje capa
por capa, es un método ampliamente utilizado en distintos procesos, ya sea para proteger
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Figura 3.9: Representacion esquematica del proceso de encapsulacion por montaje capa por
capa de un ingrediente activo con superficie cargada negativamente (adaptacion de Pawlak

& Belbekhouche, 2021) [92].

contra la corrosion, entrega intracelular, la deteccion y el biosensado, diodos emisores de luz,
dispositivos 6pticos no lineales y membranas de gas permselectivas, ademés, gracias al control
sobre la descomposicion de la pelicula se puede utilizar, incluso, en sistemas de liberaciéon de
farmacos 90, 91].

Debido a la versatilidad del montaje capa por capa, es un método ampliamente utilizado
en la industria farmacéutica, un ejemplo de esto es la encapsulacion de Fscherichia coli con
un recubrimiento poroso, utilizando quitosano y alginato, a través del que se pueden difundir
los nutrientes requeridos por la bacteria, de tal forma que se mantiene la viabilidad del
organismo a la vez que se retrasa su crecimiento en ambientes extraintestinales [92].

Cabe destacar, que por la versatilidad ya mencionada de esta técnica, se ha podido en-
capsular esporas de hongos, en particular, esporas de T'. reesei con capas de lignina cationica
y lignosulfonato [38]. Considerando que esta técnica ya se ha aplicado en el organismo de
interés y, tal como ya se ha mencionado, el procedimiento de implementacion es relativamente
sencillo, debido que no requiere el uso de equipos especializados, se espera contar con una
gran disponibilidad de estos. Lo anterior es de gran relevancia, ya que incorpora el montaje
capa por capa como una alternativa destacada a evaluar para cumplir con el objetivo del
presente trabajo.

3.3.7. Extrusion

Esta técnica de encapsulacion involucra la generacion de una emulsion, del compuesto de
interés y el material de pared, que luego es empujada a través de alta presion, como se muestra
en la Figura 3.10 [64]. Asi, el diametro de las capsulas generadas depende principalmente
del diametro de la aguja utilizada para extruir la emulsion, tanto como la viscosidad y la
concentracion de esta ultima [93].

Este proceso de encapsulaciéon permite recubrir particulas de 200 pm a 2000 pm y da
como resultado polvo o granulado de capsulas de un tamano relativamente grande, desde 250
pm hasta algunos milimetros de didmetro |63, 67|. La extrusion es utilizada en los procesos de
produccién de bebidas instantaneas, confiteria, tés, debido a que permite encapsular adecua-

damente sabores volatiles e inestables, ya que proporciona estabilidad frente a la oxidacion
[63].
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Extrusion simple

Cépsula polinuclear

Figura 3.10: Representacion del proceso de encapsulacion por extrusion (adaptacion de Mar-
tin et al.,2017) [94].

3.3.8. Electrohilado

Consiste en generar una solucion o dispersion, del ingrediente activo con el material pared,
que es atomizada mediante la aplicaciéon de un alto voltaje, donde el campo eléctrico estira
la solucién polimérica, formando fibras con alta superficie especifica, como se muestra en la
Figura 3.11 [64] [95]. El alto voltaje puede ser aplicado a las gotas de solucion en la punta
del capilar, como también a una distancia especifica del mismo. Lo anterior, genera que las
cargas eléctricas produzcan una fuerza electrostéatica en la solucion, deformandola en lo que
se conoce como cono de Taylor, donde al superar la tension superficial se expulsan gotas mas
pequenas que se aceleran hacia el colector conectado a tierra, ademas, de manera simultanea,
ocurre la evaporacion del solvente [96, 97|. La versatilidad de la técnica de electrohilado se
debe a que el tamano de las gotas puede ser inferior a 1 pm, las particulas producidas son
de tamano casi uniforme, con ausencia de coagulacion y por ende menor aglomeracion [96].

Distancia capilar-colector

Voltaje aplicado 8

I
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Figura 3.11: Diagrama del proceso de encapsulacion por electrohilado (adaptacion de
Rodriguez-Tobias et al., 2019) [96].

Corresponde a una técnica simple, flexible y asequible, que da como resultado nanofibras
con una alta eficiencia de encapsulacion y una alta relacion superficie/volumen; ademas, per-
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mite liberar de manera controlada o sostenida el ingrediente activo [98]. Debido a que es
un proceso que se realiza a temperatura ambiente, no requiere el uso de solventes orgénicos
toxicos, proporciona alta estabilidad térmica, a la luz y al almacenamiento, es un proceso
adecuado para encapsular compuestos activos que sean termosensibles, como aceites esencia-
les, enzimas y moléculas bioactivas [95, 98, 99]. Debido a lo anterior, el electrohilado se ha
utilizado en el desarrollo de envases activos multicapa, ingenieria de tejidos, vendajes para
heridas, empaques activos, filtracion de agua, electrodos de nanofibras para biosensores y
supercondensadores, en administracion de farmacos y envasado [95, 98, 99|.

Debido a la versatilidad del electrohilado, este es un método ampliamente utilizado en
la industria farmacéutica. Un ejemplo de esto es la encapsulacion de FEscherichia coli en
fibras hibridas de acetato de celulosa (CA) y alcohol polivinilico (PVA), consiguiendo que
CA mejore la estabilidad bacteriana en condiciones géastricas y PVA proteja a la bacteria
en el proceso de electrohilado, mejorando considerablemente la viabilidad del organismo en
condiciones gastrointestinales [100].

En funciéon de las ventajas que provee el electrohilado, se ha podido encapsular esporas
de hongos, en particular, esporas de T. viride en esteras de quitosano [97]. Por lo anterior, es
importante considerar que la implementacion de esta metodologia requiere el uso de equipos
especializados con alta demanda, el que es posible encontrar en la FCFM [87]. Ademas, existe
la posibilidad de colaborar con laboratorios de otras universidades, teniendo como referencia
la Universidad de la Frontera y la Universidad de Santiago [78, 86]. Lo anterior es de gran
relevancia, ya que incorpora el electrohilado como una alternativa a evaluar para cumplir con
el objetivo del presente trabajo.
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Capitulo 4

Metodologia de trabajo

En la primera parte de esta memoria, se desarroll6 una recopilaciéon de antecedentes preli-
minares, relativos a la encapsulacion microscopica. Ademaés, se compilé informacion atingente
a Trichoderma reeset, poniendo especial énfasis en las caracteristicas propias de este que pue-
dan contribuir en el desarrollo de la estructura de encapsulamiento y de sus requerimientos de
supervivencia. Asimismo, se recopild informacion relativa a distintos polimeros que puedan
ser utilizados para encapsular la espora, por medio de distintos métodos de encapsulacion
que existen en la actualidad, considerando trabajos previos encontrados en bibliografia.

Por otro lado, en conjunto con la biisqueda y el estudio bibliografico, se gestion6 y coor-
dinaron diversas entrevistas con cientificos expertos relacionados a la encapsulacion, los que
forman una parte primordial del trabajo de memoria de titulo, ya que en base a su experien-
cia y conocimientos en el rubro, aconsejan a la memorista a acotar la bisqueda, permitiendo
conocer procesos que sean viables en el microorganismo de interés, segin el tamano de la
espora y su disponibilidad de equipamiento en el pais. En la Tabla 4.1 se presenta en detalle a
cada uno de los profesionales entrevistados a lo largo de la realizacion de la presente memoria.

De forma simultanea al trabajo ya mencionado, se desarroll6 un anélisis y discusion de
los antecedentes recopilados, teniendo en cuenta los consejos recibidos por los expertos con-
sultados, determinando asi la posibilidad de adaptar diferentes procedimientos, considerando
las propiedades de la espora de T. reesei. En la Figura 4.1 se presenta un diagrama de flujo
de la metodologia antes descrita.

Finalmente, con el fin de evaluar paulatinamente el trabajo realizado y encaminar ade-
cuadamente la investigacion, se desarrollaron presentaciones de avance a la Profesora Guia
del proyecto. A su vez, la autora de la memoria desarrolld el presente manuscrito, del que se
entregaron versiones preliminares, para su respectiva correccion.

27



Nombre

Intitucion

Especialidad

Universidad de Chile, Facultad de

Biopolimeros, sus propiedades fun-
cionales/tecnologicas, modificacion

r%l;lsi;an Ciencias Quimicas y Farmacéuti- | de biopolimeros, polimeros sintéti-
b cas, Departamento de Ciencia de los | cos y su aplicacion industrial. Pro-
Villanueva . . . . . )
Alimentos y Tecnologia Quimica. tefnas de alimentos y peliculas co-
mestibles.
Mariela Universidad de La Frontera, Scien- | Ingenieria, biotecnologia, microen-
Bustamante | tific and Technological Bio-resource | capsulacion, procesamiento y tecno-
Lopez Nucleus (BIOREN). logia de alimentos

Franck Jean

Universidad de Chile, Facultad de
Ciencias Fisicas y Matematicas,

Preparacion y caracterizacion de
materiales basados en nanocelulosa

hristoph ) . . . .
chufelrsoop ¢ Departamento de Ingenierfa Quimi- | para aplicaciones biomédicas, cos-
ca, Biotecnologia y Materiales. méticas y alimentarias.

Universidad de Santiago de Chile, | Encapsulaciéon de compuestos natu-
Facultad Tecnologica, Departamen- | rales para el desarrollo de aditivos
Silvia to de Ciencia y Tecnologia de los | antioxidantes, antimicrobianos y re-
Matiacevich | Alimentos, Laboratorio de Investi- | cubrimientos comestibles, con el fin
gacién en Propiedades de los Ali- | de aumentar la vida tutil de los ali-
mentos (INPROAL). mentos.
. . . Inst tacié t HIMI fisi
Universidad de Chile, Facultad de HSITUILEHLACIOn a3 ronomlca',/ srea
. .. Y de dispositivos, instrumentacion pa-
Marcos Ciencias Fisicas y Matemaéticas, .. . . .
. . , ra fisica espacial y radioastronomia,
Diaz Departamento de Ingenieria Eléc- fisica del plasma. electromaenetismo
Quezada trica, Laboratorio de Exploracion P ! &

Espacial y Planetaria (LEEP).

aplicado y tecnologia de satélites pe-
quenos.

Tabla 4.1: Cientificos expertos entrevistados, instituciéon donde desarrollan funciones y sus
respectivas areas de conocimiento.
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Busqueda de antecedentes
relativos al microorganismo

Busqueda de antecedentes
relativos a microgravedad

Busqueda de antecedentes
relativos a encapsulacion

Reuniones con expertos

Seleccion de métodos de
encapsulacion de interés

Definicion de la metodologia
experimental asociada a
cada método

Determinacion de costos de
materiales asociados a

cada metodologia de
encapsulacion

Determinacion de tiempos
de desarrollo asociados a

cada metodologia de
encapsulacion

v

Determinacion del método
de encapsulacion factible

Figura 4.1: Diagrama de flujo de la metodologia seguida en el presente trabajo.
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Capitulo 5

Evaluacion de factibilidad

A continuacion, se analiza la factibilidad de las técnicas de encapsulacion: gelificacion
ionica, secado por aspersion, montaje LbL y electrohilado, para ser aplicadas en esporas
del microorganismo 7. reseei, las que previamente se han identificado como alternativas a
evaluar. La viabilidad de estas metodologias se determina en base a una revision bibliografica,
por medio de un analisis de similitud entre la cepa encapsulada en bibliografia con T. reseei
y la semejanza de la funcién que cumplen los componentes de la capsula para cada especie.
De esta manera, se evalua la posibilidad de replicar dicha metodologia de encapsulamiento,
determinando los principales agentes para dicha encapsulacion.

5.1. Gelificacion 16nica

5.1.1. Trichoderma asperellum y Trichoderma reesei

En cuanto a la encapsulacion via gelificacion idnica de esporas de hongo, la metodologia
de interés describe la encapsulacion de T. asperellum en perlas de alginato de calcio. Con
el fin de replicar la metodologia de encapsulacion via gelificacion idénica en T. reeset, es que
se evaluan las semejanzas y diferencias principales entre T. asperellum y T. reesei. Por lo
anterior, se considera como antecedente que ambas especies pertenecen al género Tricho-
derma, correspondiente a hongos filamentosos, por lo que comparten la misma clasificacion
taxonomica, diferenciandose tnicamente en la especie [101].

En cuanto a T. asperellum, es un organismo que se puede aislar del suelo, raices y tejidos
de plantas, biomasa fingica y madera; destaca por su capacidad de degradacion de celulosa,
caracteristica que potencia su uso en el area de biocontrol, al igual que T. reesei, debido
al control que ejerce sobre diversas especies patogenas [102]. Sin embargo, T. asperellum se
distingue de T. reesei por mostrar un crecimiento més robusto de micelio y por tener una
capacidad productiva de esporas superior, tal como se puede evidenciar en la Figura 5.1 [102].

Por otro lado, al realizar cultivos liquidos y rescatar el licor de fermentacion, motivado
por la coloracion amarilla del cultivo de T. reesei que se puede apreciar en la Figura 5.1, se

30



1 dia | 2 dias | 5 dias

T. reesei T. asperellum’ T.reesei T. asperellum| T.reesei  T. asperellum
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Figura 5.1: Fotografia de cultivos en placas de Petri de los organismos T. reesei y T. aspere-
llum (adaptacion de Wang et al., 2015) [102].

estudia el pH y se determina que en el proceso de crecimiento celular de T. reesei el pH es
de aproximadamente 4,8 y que para T. asperellum es de 6,2 [102]|. Sin embargo, se constata
que T. asperellum proporciona una mejor tolerancia a las variaciones de pH [102]. Se tiene
asi, que los cambios de pH en T. reesei pueden afectar la produccion de enzimas capaces de
degradar la celulosa, por lo que corresponde a un parametro importante a controlar, de tal
manera que se adapte al metabolismo del microorganismo.

Por otro lado, se ha demostrado que la produccion de enzimas celuloliticas de T. aspe-
rellum incrementa drasticamente al comienzo del cultivo, en comparacion a T. reesei [103].
A pesar de que T. asperellum cuente con una mayor capacidad de degradacion de celulosa
en una fase inicial, al pasar el tiempo, T. reesei provee una mayor actividad enzimatica de
la celulasa [103]. Concluyendo, asi, que T. asperellum produce una secrecion mas rapida de
enzimas celuloliticas, pero estas tienen una persistencia menor, por lo que en periodos de
tiempo més largos 7. reesei provee una mejor degradacion de celulosa, debido a su actividad
enzimatica mayor y una mejor persistencia de estas [102, 104].

(a) T. reesei, cuyo diametro promedio de esporas (b) T. asperellum, cuyo didmetro promedio de es-
es de 2,8 + 0,3 pum. poras es de 3,8 + 0,3 um.

Figura 5.2: Microscopia 6ptica de esporas, obtenidas al cultivar el microorganismo en medio
agar papa dextrosa por 14 dias a 25 °C [31].

Finalmente, utilizando Plotdigitizer, herramienta online de extracciéon de datos de image-
nes [105], se determina el didmetro promedio de espora de las especies de interés, en base a
ambas partes de la Figura 5.2, que muestra esporas de ambas especies obtenidas en un estudio
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relacionado con la diversidad de Trichoderma [31]. Se determiné que el diametro promedio
de las esporas de T. reseei tiene un valor aproximado de 2,8 £ 0,3 ym y que en el caso de T.
asperellum tiene un valor aproximado de 3,8 + 0,3 um. En el Anexo C se presenta el detalle
de la metodologia empleada en el calculo.

5.1.2. Componentes de la capsula
Alginato de calcio

En cuanto al organismo T. asperellum, no hay informaciéon bibliografica especifica que
permita respaldar si llega a interactuar de alguna manera la espora del hongo con el alginato
de calcio. Sin embargo, es importante considerar, que para estudiar adecuadamente la via-
bilidad de las esporas del organismo posterior a la encapsulaciéon, primero se deben liberar
las esporas del recubrimiento de alginato de calcio, para conseguir esto se deben sumergir las
perlas en una solucion de citrato de sodio al 1%p/v, el que se ha comprobado que es capaz
de reaccionar con el alginato de calcio [76, 106, 107|. Por lo anterior, es de esperar que las
esporas no sean capaces de degradar el alginato de calcio, por lo que se requiere un estimulo
externo para destruir la capsula.

Con respecto a T. reesei, se ha demostrado que la cepa QM9414 no es capaz de degradar
el alginato de calcio [77]. Sin embargo, es de utilidad considerar la transparencia de la capsula
y el hecho de que al depositar la perla de alginato de calcio en un medio de cultivo liquido
apropiado, se desencadena la germinacion del microorganismo |77]. Por lo anterior, esta me-
todologia provee la ventaja para realizar estudios de crecimiento del organismo dentro de las
perlas y facilita la visualizacion de manera segura y acotada del crecimiento del organismo.

Considerando todo lo descrito, se puede mencionar que las esporas de ambos organismos
son altamente semejantes y que el componente de la capsula deberia cumplir una funcion
bastante semejante en presencia de ambos organismos.

Por lo anterior, la metodologia para encapsulacion de esporas de T. asperellum via geli-
ficacion ionica podria ser compatible en la encapsulacion de esporas de T. reesei.

5.2. Montaje capa por capa (LbL)

En cuanto a la encapsulacion por montaje LbL de esporas de hongo, la metodologia de
interés describe la encapsulacion de esporas de 7. reese: en capas intercaladas de lignina y
lignosulfonato. Debido a que la metodologia se basa en el mismo organismo de interés, no se
realiza una comparacién entre organismos. Se espera, por lo anterior, que la replicacion de la
técnica presentada en bibliografia sea adecuada, la que se detalla més adelante.
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5.3. Secado por aspersiéon

5.3.1. Beauveria bassiana y Trichoderma reesei

En cuanto a la encapsulacion via secado por aspersion de esporas de hongo, la metodologia
de interés describe la encapsulacion de B. bassiana en cépsulas compuestas de dextrina,
hidroxipropilmetilcelulosa, leche descremada y quitosano. Con el fin de replicar la metodologia
de encapsulacion via secado por aspersion en 7. reesei, es que se evalian las semejanzas
y diferencias principales entre B. bassiana y T. reesei. Por lo anterior, se considera como
antecedente que ambas especies comparten categorias taxondémicas hasta el nivel de orden,
por lo que se asocia una relacion considerable entre ambos organismos [101].

Beauveria bassiana es un hongo filamentoso entomopatogeno que se puede aislar del
ambiente, suelo o agua, e incluso de cuerpos de insectos, ha sido capaz de infectar 200 especies
de insectos y de causar la muerte de estos dentro de cinco a siete dias [108, 109]. En cuanto a
las fuentes de carbono y de nitrégeno més adecuadas para B. bassiana, estas corresponden a
glucosa y el NaNOg, respectivamente [110|. En particular, se tiene evidencia que muestra la
capacidad de este hongo de producir celulasa, lo que le proporciona la capacidad de degradar
celulosa, lo que da paso, incluso, a utilizar este organismo para control biolégico, de igual
manera que 7. reesei [111].

Por otro lado, se tiene que el tamano de espora de B. bassiana depende de la cepa que
se esté utilizando, pero es un valor que va desde los 1,95 pum a los 2,75 um [112|. Ademaés,
considerando la aproximacion de tamano de espora de 7. reesei desarrollada en el apartado
comparativo anterior, se tiene un valor aproximado de 2,8 + 0,3 pm, por lo que considerando
el orden de magnitud, el tamano de las esporas de ambos organismos son semejantes. La
vista comparativa del tamano de esporas se puede apreciar en la Figura 5.3.

(a) Microscopia Optica de esporas de T. reesei, (b) Micrografia 6ptica de esporas de B. bassiana,
obtenidas al cultivar el microorganismo en medio cuyo diametro puede ir desde los 1,95 um a los
agar papa dextrosa por 14 dias a 25 °C, cuyo di&- 2,75 pm [85, 112].

metro promedio de espora es de 2,8 + 0,3 pm [31].

Figura 5.3: Vista comparativa del tamano de espora.
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5.3.2. Componentes de la capsula

Dextrina

El organismo Beauveria bassiana es generalmente capaz de asimilar como carbohidrato
la dextrina, sin embargo, esto no ocurre en todos los casos, ya que depende del aislado que se
utilice y el origen del mismo [113|. Por otro lado, es importante considerar, que para estudiar
adecuadamente la viabilidad de las esporas del organismo posterior a la encapsulacion, pri-
mero se deben liberar las esporas del recubrimiento compuesto, para conseguir esto se deben
sumergir las capsulas en agua y que dentro de un periodo de 5 a 10 minutos las esporas se
liberaran al medio [85]. Lo anterior, da pie a pensar que la eleccién de los elementos que
componen la capsula vela por que el mismo organismo lleve a cabo la destrucciéon de la pared
y la liberacion de la espora.

La cepa nativa QM6a de T. reesei, es capaz de asimilar como fuente de carbono de
manera relativamente eficiente la dextrina, de tal manera que se ha demostrado que permite
un buen crecimiento del organismo [114]. Por lo anterior, y pensando exclusivamente en este
componente de la capsula, se esperaria que se obtenga una encapsulaciéon semejante entre
ambos organismos, posibilitando, ademés, una destruccion de la pared por parte de T. reesei
al ser hidratada.

Leche descremada

Se elige anadir leche descremada a la composiciéon de la capsula debido a que otorga es-
tabilidad a la pared [83|. La leche descremada se compone principalmente de lactosa, corres-
pondiente a un disacarido compuesto de unidades de glucosa y galactosa [115]. En particular,
se ha detectado que en ciertas oportunidades el organismo Beauveria bassiana es capaz de
asimilar como carbohidrato la lactosa, pero esto no ocurre cominmente, depende del aislado
del organismo que se utilice y el origen del mismo [113]. Como ya fue mencionado en el
apartado refente al uso de dextrina, para liberar las esporas del recubrimiento compuesto se
deben sumergir las capsulas en agua y que dentro de un periodo de 5 a 10 minutos las esporas
se liberan al medio [85]. Lo anterior, refuerza la idea de que la eleccion de los elementos que
componen la capsula vela por que el mismo organismo lleve a cabo la destruccion de la pared
y la liberacion de la espora.

En cuanto a 7. reesei, tal como se mencion6 en el Capitulo 2, se tiene que la cepa original
QMb6a presenta una adecuada asimilacion de lactosa como fuente de carbono, permitiéndole
proveer una buena actividad de celulasa [35]. Por lo anterior, y pensando exclusivamente
en este componente de la capsula, se esperaria que se obtenga una encapsulacion semejante
entre ambos organismos, posibilitando, ademas, una destruccion de la pared por parte de T.
reesei al ser hidratada.
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Quitosano

La adicion de quitosano a la composicion de la capsula se debe a que aumenta la eficiencia
de atrapamiento de las esporas [83]. Se ha demostrado que Beauveria bassiana es capaz de
degradar quitosano, tanto en condiciones aerébicas como anaerébicas; sin embargo, no destaca
por ser una fuente de nutrientes 6éptima para este organismo, debido a que no permite que
B. bassiana se desarrolle a su méaxima capacidad [116].

En cuanto a T. reesei, se ha identificado que existen cepas que secretan enzimas quitosa-
noliticas [17]. Sin embargo, no existe evidencias generales respecto al organismo, por lo que
no se puede asociar esta caracteristica a todas las cepas. Por lo anterior, se espera que la
funcién que cumple este componente en la encapsulacion de B. bassiana sea relativamente
semejante al replicar la encapsulacion en 7' reesei, dando paso a creer que el organismo puede
ser capaz de degradar por si mismo la capsula.

Por todo lo anterior, se puede mencionar que las esporas de ambos organismos son se-
mejantes y que los componentes de la capsula cumplen una funcién similar en presencia de
ambos organismos.

Con esto, la metodologia para encapsulacion de esporas de Beauveria bassiana via secado
por aspersion podria ser compatible en la encapsulacion de esporas de T. reeses.

5.4. Electrohilado

5.4.1. Trichoderma viride y Trichoderma reesei

En cuanto a la encapsulacion via electrohilado de esporas de hongo, la metodologia de
interés describe la encapsulacion de T. wviride en fibras de quitosano y poliacrilamida. Con el
fin de replicar la metodologia de encapsulacion via electrohilado en T reesei, es que se evaliian
las semejanzas y diferencias principales entre T. viride y T. reesei. Por lo anterior, se considera
como antecedente que ambas especies pertenecen al género Trichoderma, correspondiente a
hongos filamentosos, por lo que comparten la misma clasificacion taxonémica, diferenciandose
tnicamente en la especie [101].

Como ya se ha mencionado, T. viride y T. reesei son hongos filamentosos, ambos obtienen
nutrientes desde materia organica en descomposiciéon y son reconocidos por ser capaces de
degradar la pared celular vegetal al producir enzimas que degradan los compuestos de la pared
celular vegetal, como lo es la celulasa [117, 118, 119]. En relacion a esto ultimo, considerando
que son organismos productores de celulasas, T. reesei y T. wviride destacan como buenos
organismos generadores de enzimas endoglucanasas y exoglucanasas [120]. Al considerar los
acidos humicos, correspondientes a sustancias organicas que coagulan cuando se acidifica el
extracto de base fuerte, se ha demostrado que T. reesei es capaz de generar 3 veces mas
acidos humicos que T. wviride [121, 122].

Por otro lado, segin bibliografia se tiene que la longitud de las espora de T. viride va
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(a) Microscopia Optica de esporas de T. reesei, (b) Imagen SEM de esporas del espécimen lecto-

obtenidas al cultivar el microorganismo en medio tipo de T. wiride, barra de escala: 2,5 ym, cuyo

agar papa dextrosa por 14 dias a 25 °C, cuyo dia- tamano de espora esta definido por una longitud

metro promedio de espora es de 2,8 + 0,3 um [31]. que va desde los 3,0 um a los 4,5 um y el ancho
va desde los 2,0 pm a los 4,0 pm [123, 124].

Figura 5.4: Esporas de las especies de interés.

desde los 3,0 pm a los 4,5 pm y que el ancho va de los 2,0 pm a los 4,0 pm [124]. Ademas,
considerando la aproximacion de tamano de espora de T. reesei desarrollada en la Seccion
5.1, se tiene un valor aproximado de 2,8 + 0,3 pum, también es posible apreciar el tamafio de
las esporas haciendo uso de la Figura 5.4. Asi, en cuanto a orden de magnitud, se tiene que
el tamano de las esporas de ambos organismos es bastante semejante.

5.4.2. Componentes de la capsula
Quitosano

En cuanto a T. reesei, se ha identificado que la cepa PC3-7 secreta enzimas quitosanoli-
ticas [17]. Sin embargo, no existe evidencias generales respecto al organismo, por lo que no
se puede asociar esta caracteristica a todas las cepas. A pesar de lo anterior, se han aislado
y caracterizado celulasas quitosanoliticas eficaces de T. viride y T. reesei (donde no se espe-
cifican las cepas respectivas), las que han mostrado una buena capacidad para descomponer
quitosano, destacando mayormente 7. reesei [125]|. Por lo anterior, se espera que la funcion
que cumple este componente en la encapsulacion de 7. wviride sea bastante semejante al re-
plicar la encapsulacion en 7. reesei, dando paso a creer que el organismo puede ser capaz de
degradar por si mismo la capsula.

Considerando todo lo descrito, se puede mencionar que las esporas de ambos organismos
son altamente semejantes y que el componente de las fibras cumple la misma funcién en
presencia de ambos organismos.

Por lo anterior, la metodologia para encapsulacion de esporas de T'. viride via electrohilado
podria ser compatible en la encapsulacion de esporas de T. reesei.
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Capitulo 6

Metodologias de encapsulacion
propuestas

A continuacion, se presentan los materiales y la metodologia para realizar cada una de las
técnicas de encapsulacion factibles. Sin embargo, es importante considerar que, para llevar
a cabo cada una de estas técnicas, es imprescindible contar con esporas de T. reesei. Por lo
anterior, primero se detalla el procedimiento a realizar para cultivar y recolectar las esporas
del microorganismo de interés.

6.1. Crecimiento de T. reeset y recoleccién de esporas

Para el crecimiento de 7. reesei se inoculan entre 1-10° a 1-107 esporas del hongo por
placa, en formato de polvo seco, en un medio de cultivo apropiado, siendo recomendable
agar papa dextrosa, a una temperatura de 30 °C; se debe procurar que la placa de Petri se
cubra completamente con micelio productor de esporas, lo que se produce en un periodo de
tiempo tipico de 1 semana [38, 39, 40, 41, 42]. Se afiaden 10 mL de agua estéril en la placa y,
utilizando un esparcidor, se dispersan las esporas en la fase liquida [38, 39]. Luego, usando
el filtro Miracloth, se procede a filtrar la dispersion de esporas, recogiendo el filtrado [38§].
Utilizando una camara de recuento de Neubauer se determina la concentracién de esporas
en la dispersion [38; 39|. Posteriormente, se centrifuga la dispersion a 5000 rpm, se elimina
el sobrenadante y se almacenan las esporas a 4 °C [38].

6.2. Propuesta de encapsulaciéon via gelificaciéon idnica

6.2.1. Materiales
e Alginato de sodio (M,, de 80 a 120 kDa) [126]

e Cloruro de calcio

37



e Agua destilada

e Esporas de Trichoderma reesei

6.2.2. Instrumentos
e Agitador magnético

e Barra magnética

Bomba peristaltica o dispositivo microencapsulador similar a Cellena

e Tamiz

Microscopio electrénico de barrido

6.2.3. Encapsulaciéon de esporas por gelificaciéon i6nica

Primero se preparan 250 mL de una suspension fiingica con una concentracion de esporas
de 1-10° esporas/mL. Por otro lado, en un volumen de 600 mL de agua destilada estéril, a
una temperatura de 40 °C, se agitan 20 g de de una soluciéon de alginato de sodio 2% p/v
a 400 rpm. Cuando la soluciéon de alginato alcanza la temperatura ambiente, se anade la
suspension fungica, luego, se anade agua destilada hasta completar 1000 mL de solucién que
debe ser homogeneizada via agitacion magnética a 400 rpm |74, 76, 77].

En una bomba peristaltica se corre un caudal de 861,7 mL/min de una suspension de
esporas en solucion de alginato, la que encuentra salida por cuatro agujas estériles sobre 1
L de soluciéon de cloruro de calcio 0,2 M con agitaciéon constante a temperatura ambiente
[76]. Lo anterior, permite formar perlas de un didmetro aproximado de 2,5 mm, las que son
relativamente blandas y que para ser recuperadas deben ser tamizadas, utilizando un tamiz de
prueba fino con tamano de poro 2,36 mm |76, 77]. Una alternativa a la bomba peristaltica es
el uso de un dispositivo microencapsulador Cellena (Ingeniatrics), el que permite ser ajustado
y obtener perlas de alginato de calcio de un tamano de 400 pum, que para ser recuperadas
deben ser tamizadas, utilizando un tamiz de prueba fino con tamafio de poro de 300 pm [77].

A continuacion, para endurecer las perlas, estas se almacenan a 4 °C por 2 horas |76, 77|.
Luego, con el fin de eliminar excesos de cloruro de calcio de las perlas, deben ser lavadas con
agua destilada utilizando un tamiz, cuya luz de malla ya ha sido mencionada y depende del
equipo utilizado para llevar a cabo la gelificacion [76, 77].

Para verificar la morfologia y la correcta encapsulacion de las esporas de T. reesei en perlas
de alginato de calcio, la muestra debe ser liofilizada, recubiertas con oro y, posteriormente,
observada con un microscopio electronico de barrido a un voltaje acelerado de 15 kV [76].
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6.3. Propuesta de encapsulaciéon via montaje LbL

6.3.1. Materiales

e Cloruro de glicidiltrimetilamonio (GTAC)
e Lignina Kraft

e Hidroxido de sodio

e Acido sulftrico

e Ligninsulfonato de sodio

e Agua destilada

e Esporas Trichoderma reesei

6.3.2. Instrumentos y técnicas de caracterizacion
e Micropipeta
e Tubos con cierre seguro
e Tubos de centrifuga
e Filtros Miracloth
e Microcentrifuga
e Agitador de vortice a 2000 rpm
e Microscopio electrénico
e Analizador de potencial zeta dedicado

e Equipo de ultrasonicacion

6.3.3. Sintesis de lignina catiénica Kraft

Para comenzar, se deben esterilizan en autoclave las soluciones y los elementos a utilizar
por un periodo de 40 minutos a 121°C [38|. Primero, se determina el contenido de grupos
OH en la lignina Kraft utilizada, por medio de una técnica de derivatizaciéon con derivados
de 1,3,2-dioxafosfolanilo y 'P RMN! [38]. Segin la cantidad encontrada y por medio de un
calculo estequiométrico, considerando que la relacién molar de 1:2 entre grupos OH y cloruro
de glicidiltrimetilamonio (GTAC), considerando que se mezcla primeramente la lignina Kraft
con NaOH 2M, se define la cantidad de GTAC a utilizar, la solucién se calienta continuamente
a 70 °C y se agita a 100 rpm durante 1 hora [38]. La solucion se neutraliza con acido sulfirico
al 10% p/p, donde se forma un precipitado café [38]. La mezcla de reaccion se dializa en

!Correspondiente a una resonancia magnética nuclear de fosforo-31.
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agua destilada durante 3 dias, cambiando el agua dos veces al dia [38]. La solucion dializada
contiene una parte soluble y otra insoluble en agua, donde la parte soluble en agua corres-
ponde a la lignina catiénica. Para extraer la lignina cationica, el producto se lava tres veces
en 300 mL de agua destilada hasta que el sobrenadante de la centrifugaciéon no sea marron.
A continuacion, se evapora el agua de la solucién que contenia lignina catiénica, secandola en
un horno a 105°C durante 12 horas o hasta obtener 10 mL de solucién concentrada de lignina
cationica [127]. Finalmente, se liofiliza para obtener el producto soluble en agua deseado [38].

6.3.4. Encapsulaciéon LbL de esporas de T. reesei

Se preparan 50 mL de las soluciones polielectroliticas, cada una con una concentraciéon
de 0,2% p/p [38]. La solucién aniénica se prepara con ligninsulfonato de sodio y con agua
como disolvente; por otro lado, la soluciéon catidnica se prepara con lignina catiénica y con
agua como disolvente [38]. Luego ambas soluciones de polielectrolitos son esterilizadas en
autoclave por un periodo de 40 minutos a 121°C [38|. Se dispersan las esporas en agua
estéril, considerando mantener una concentracion aproximada de 45 - 10° esporas/mL [38].
Se centrifuga 1 mL de esta dispersion por 3 minutos a 5.000 rpm y a continuaciéon se elimina
el sobrenadante, teniendo la precaucion de reducir la pérdida de esporas [38|. Después, se
anade 0,5 mL de agua estéril, se agita por 30 segundos con voértice y se aplica un bano
ultrasonico de 3 minutos, con la finalidad de acelerar la disoluciéon [38|. Posteriormente, se
anade 0,5 mL de la solucion policationica y la solucion se agita con vortex por 5 segundos [38].
Luego, con el fin de que el polimero se adsorba a la superficie de las espora, se deja reposar
la soluciéon por 15 minutos sin agitacion. Ya transcurrido este tiempo, se repite el ciclo de
centrifugacion y redispersion de esporas [38]. A continuacion, se anade 0,5 mL de la soluciéon
polianiénica y se incuba por 15 minutos [38]. Segun la cantidad de capas de polielectrolitos
que se deseen obtener, se repite el procedimiento antes detallado. Se realiza una medicién de
potencial zeta al finalizar cada redispersion en agua estéril, con la finalidad de corroborar
la correcta adsorcion de los polielectrolitos por la determinacion de diferencia de potencial,
ademas, permite verificar la estabilidad de las dispersiones de esporas intermedias a lo largo
del proceso [38].

6.4. Propuesta de encapsulacion via secado por aspersion

6.4.1. Materiales

e Agua destilada

Dextrina

Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)

Leche descremada

Quitosano de bajo peso molecular [128]
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6.4.2. Instrumentos y técnicas de caracterizacion

e Secador por pulverizacion de baja temperatura

e Microscopio electrénico de barrido

6.4.3. Preparacion de capsulas mediante secado por aspersion

Para preparar la capsula, en primera instancia, se preparan 90 mL de una solucién com-
puesta de dextrina (10 % p/v), HPMC (0,03 % p/v), leche descremada (10 % p/v) y quitosano
(0,5% p/v) [85]. Posteriormente, a esta solucion compuesta se anaden 10 mL de una suspen-
sion de esporas de T. reesei de una concentracion de 2,5 - 10% esporas/mL [85]. Luego, se
configura el equipo de secado por aspersion para que opere a una temperatura de entrada de
60 °C, una temperatura de salida de 30 °C, un flujo de alimentacion de soluciéon de 0,21 L /h;
y una presion de aire de 7,5 kg/cm?. Es importante considerar que se debe mantener una
agitacion constante de la dispersion de esporas durante el proceso, lo que es proporcionado
directamente por el equipo de secado por aspersion, debido a las revoluciones a las que gira el
atomizador, comtinmente correspondiente a 40.000 rpm para un equipo con capacidad para
10 L [85].

Para verificar la morfologia de las microcapsulas y la correcta encapsulacion de las esporas
de T. reesei, estas deben ser observadas con un microscopio electronico de barrido [85]. Para
llevar a cabo esta observacion, se propone primero recoger muestras por centrifugacion a
3000 x g que sean fijadas con glutaraldehido al 2,5% v/v en buffer de cacodilato de sodio
0,2 M (pH 7,2), luego, se fijan las muestras durante 2 horas con tetroxido de osmio al 1%
p/v en tampon de cacodilato de sodio 0,2 M (pH 7,2) [85]. Posteriormente, las muestras se
deshidratan con una serie de lavados con acetona y se secan por medio de un secado en punto
critico (CPD) [85]. Después, las muestras son recubiertas con oro y se registran las imagenes
fotograficas utilizando el microscopio electrénico de barrido a un voltaje acelerado de 15 kV
[85].

6.5. Propuesta de encapsulaciéon via electrohilado

6.5.1. Materiales

Agua destilada

Quitosano de bajo peso molecular

Acrilamida

Persulfato de potasio

Nitrégeno

Acido acético

Esporas de Trichoderma reesei
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6.5.2. Instrumentos y técnicas de caracterizacion

e Viscosimetro tipo Ubbelohde

Agitador magnético

Barra magnética

Equipo de electrospinning

Microscopio electrénico de barrido

6.5.3. Preparacion de poliacrilamida

Se requiere preparar poliacrilamida (PAAm) para utilizarla en el proceso de elaboracion de
la solucion a electrohilar [97]. El procedimiento se basa en la polimerizacion de una solucion
al 8% de acrilamida (AAm) utilizando persulfato de potasio, compuesto del que se debe
anadir 2 g por litro de solucién de acrilamida que se desee polimerizar [97].

Para verificar la correcta produccion de PAAm se determina el peso molecular promedio
de viscosidad, el que se espera alcance el valor de 670.000 g/mol [97]. La viscosidad intrinseca
se determina usando un viscosimetro capilar Ubbelohde sumergido en agua destilada a 25 °C.
Se correlaciona la viscosidad intriseca de la solucion [n] con el peso molecular M, empleando
la ecuacion de Mark-Howkink-Sakurada [97, 129, 130, 131]. Se consideran las constantes a=
0,66 v K =6,8-107%; la expresion determinada por M-H-S se muestra en la Ecuacioén 6.1
[97].

] = K - M," (6.1)

6.6. Encapsulaciéon de esporas

Primero se disuelve el quitosano en acido acético 0,3 M, de manera paralela se disuelve
el PAAm en agua destilada; luego, se mezclan ambas soluciones de tal manera que cada uno
de los componentes alcance una concentracion de 3% p/p [97]. A continuacion, se toman 2
g de la soluciéon compuesta y se anaden 0,2 g de esporas de hongo [97].

Se ajusta el equipo de electrohilado, de tal manera que la punta del inyector se ubique a
12 centimetros de distancia del colector recubierto con papel de aluminio; ademés, el voltaje
que alcanza el equipo debe ser de 12 kV [97]. Se carga la solucion compuesta en una jeringa
metalica conectada a una bomba, por medio del uso de esta tltima se fija un caudal de
solucion de 0,7 mililitros por hora, a modo de referencia, ver la Figura 6.1 [97].

Para verificar 1la morfologia de las esteras fibrosas electrohiladas y determinar la correcta
incorporacion de las esporas de T. reesei a estas, se deben observar mediante microscopia
electronica de barrido [97]. Considerando que el voltaje aplicado produce la evaporacion del
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AMarkis

Injection

Diameter(mm): -g99
Rate(mlih):  -99.99
Targetiml): -g90.900

Injected Yolume(ml) : -9999,999

(a) Vista del equipo Elec- (b) Vista del menu de inyeccion de flujo, del equipo
troris de Fanavaran Nano- Electroris de Fanavaran Nano-Meghyas [132].
Meghyas [132].

Figura 6.1: Equipo de electrohilado, Electroris de Fanavaran Nano-Meghyas [132].

solvente, basta con que las esteras fibrosas sean recubiertas con oro y registrar las imagenes
fotograficas utilizando el microscopio electrénico de barrido [97].
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Capitulo 7

Comparacion de costos

Con el fin de determinar cual técnica es més adecuada de llevar a cabo, en la siguiente
seccion se presenta la estimacion de los costos, en pesos chilenos o CLP, asociados al escala-
miento de los materiales a utilizar para las cuatro metodologias viables, correspondientes a
gelificacion idnica, secado por aspersion, montaje LbL y electrohilado. Cabe recalcar, que el
escalamiento se basa en una cantidad determinada de esporas, correspondiente a 2,39 - 108,
Para estimar estos costos se hace uso de la pagina web de Easy, Jumbo y Sigma Aldrich [133].

7.1. Gelificacion 16nica

El calculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de gelificacion idnica se presenta en el Anexo D.1 y su respectivo escalamiento
se encuentra en el Anexo E. En la Tabla E.1 se presenta el resumen de la masa determinada
para cada uno de los materiales a utilizar y el costo asociado a cada uno de estos.

Material Proveedor Codigo | Masa [g] | Valor [$]
Esporas 0,03
Agua destilada Easy 1080812P | 501,9 170
Alginato de sodio Sigma-Aldrich W201502 | 3,8-107* |1
Cloruro de calcio Sigma-Aldrich C4901 0,02 14

Costo total 184

Tabla 7.1: Tabla resumen de la cantidad masica escalada necesaria de los materiales reque-
ridos, para llevar a cabo la metodologia de gelificaciéon ionica y los costos asociados.

7.2. Montaje LbL

El célculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de montaje LbL se presenta en el Anexo D.2 y su respectivo escalamiento se
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encuentra en el Anexo E. En la Tabla E.2 se presenta el resumen de la masa determinada
para cada uno de los materiales a utilizar y el costo asociado a cada uno de estos.

Material Proveedor Codigo | Masa [g] | Valor [$]
Esporas 0,03
Agua destilada Easy 1080812P | 10.554,1 3567
Acido sulftarico Sigma-Aldrich 258105 2,0 562
Lignosulfonato de sodio Sigma-Aldrich 471038 0,5 386
Lignina alkali Sigma-Aldrich 370959 1,0 1.460
Hidroxido de sodio Sigma-Aldrich 655104 0,8 1.926
Cloruro de glicidiltrimetilamonio | Sigma-Aldrich 50053 2,6 5.069
ggfg?ﬁl di didlisis (K MW= | oo o Aldrich | D9402 | 20 fem] | 1.864
Costo total 14.833

Tabla 7.2: Tabla resumen de la cantidad maésica escalada necesaria de los materiales reque-
ridos, para llevar a cabo la metodologia LbL y los costos asociados.

7.3. Secado por aspersion

El célculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de secado por aspersion se presenta en el Anexo D.3 y su respectivo escalamiento
se encuentra en el Anexo E. En la Tabla E.3 se presenta el resumen de la masa determinada

para cada uno de los materiales a utilizar y el costo asociado a cada uno de estos.

Material Proveedor Codigo | Masa [g] | Valor [$]
Esporas 0,03
Agua destilada Easy 1080812P | 775,4 262
Dextrina Sigma-Aldrich D2006 86,1 7.748
Hidroxipropil metilcelulosa Sigma-Aldrich 09963 0,3 727
Leche descremada Colun 528?)2000 86,1 527
Quitosano Sigma-Aldrich 448869 4,3 8.574
Costo total 17.838

Tabla 7.3: Tabla resumen de la cantidad masica escalada necesaria de los materiales reque-
ridos, para llevar a cabo la metodologia de secado por aspersion y los costos asociados.

7.4. Electrohilado

El calculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementaciéon de la
metodologia de electrohilado se presenta en el Anexo D.4 y su respectivo escalamiento se
encuentra en el Anexo E. En la Tabla E.4 se presenta el resumen de la masa determinada
para cada uno de los materiales a utilizar y el costo asociado a cada uno de estos.
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Material Proveedor Codigo | Masa [g] | Valor [$]
Esporas 0,03
Acrilamida Sigma-Aldrich A3553 5,6 2.391
Persulfato de potasio Sigma-Aldrich 216224 0,1 1.098
Agua destilada Easy 1080812P | 250,2 85
Quitosano Sigma-Aldrich 448869 0,01 15
Acido acético Sigma-Aldrich 695092 2,1-107% | 1

Costo total 3.589

Tabla 7.4: Tabla resumen de la cantidad maésica escalada necesaria de los materiales reque-

ridos, para llevar a cabo la metodologia de electrohilado y los costos asociados.

7.5. Comparaciéon de las metodologias

En la Tabla 7.5 se detalla una comparaciéon entre las cuatros técnicas estudiadas conside-
rando: reactivos, materiales, equipos, tiempo estimado de implementacion y el presupuesto

necesario.
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Capitulo 8

Evaluacion de viabilidad

8.1. Estudio de crecimiento

8.1.1. Liberacion de esporas
Gelificacion iénica

Para liberar las esporas, se prepara una solucion de citrato de sodio al 1% p/v, en la que
se disuelve 1 g de perlas intactas sin liofilizar [76]. Luego, se realizan diluciones decimales en
serie en solucién salina de las muestras |76].

Montaje LbL

Para liberar las esporas, se debe tener en cuenta que el recubrimiento no se rompe facil-
mente. Lo anterior, debido a que el estudio en el que se basa esta propuesta de encapsulacion
genera la rotura de la capsula de lignina utilizando degradacion enzimatica a partir de filtra-
dos de cultivos de patégenos de esca! [38]. En particular se recomienda el uso de los hongos
Phaeomoniella chlamydospora y Phaeoacremonium minimum, los que segregan compuestos
extracelulares, como la lacasa y peroxidasa, que permiten degradar la lignina [38, 136, 137|,
sin embargo, el uso de una u otra de estas especies depende de su disponibilidad.

Para obtener el filtrado de cultivo de la especie patogena que se tenga a disposicion,
primero se cultiva por 7 dias el organismo en 1 litro de medio de cultivo liquido, con agua
destilada como solvente y compuesto por extracto de levadura 0,004 %p /v, extracto de malta
0,01 %p/v y glucosa 0,01 %p/v; al transcurrir el tiempo, se filtra el caldo de cultivo y se
almacena a 4°C |[38].

Luego, por 48 horas y a una temperatura de 25°C se centrifuga (700 rpm) una mezcla de
25 mL del filtrado de cultivo patégeno con 5 - 10° esporas de T. reesei encapsuladas, donde

!Correspondiente a una de las enfermedades mas infecciosas del tronco de vid
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el tubo de centrifuga se debe cubrir con un filtro Miracloth para permitir el intercambio de
oxigeno y la minimizacion de la contaminacion [38]. El proceso antes descrito permite romper
la capsula, ademés, produce que se inicie una leve germinacion de 7. reesei [38|.

Secado por aspersion

La liberacion de las esporas encapsuladas se consigue al depositar las capsulas en agua
destilada por un periodo de 5 a 10 minutos [83].

Electrohilado

Para conseguir la liberacion de las esporas incorporadas en las fibras electrohiladas, basta
con depositarlas en una placa de Petri que contenga un medio de cultivo s6lido apropiado
para el microorganismo [97].

8.1.2. Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo propuesto es agar papa dextrosa (PDA) a 28°C, el que se puede obtener
de manera comercial o puede ser preparado |97, 138, sin embargo, es recomendable utilizar
un producto que proporciones la certeza de que se contard con un adecuado funcionamiento.
Se utiliza como referente el agar papa dextrosa en formato polvo (Sigma-Aldrich, 70139),
donde se recomienda disolver 39 g del polvo en 1 L de agua destilada, luego, esterilizar en
autoclave a 121 °C durante 15 minutos [133].

En los casos en que se obtiene una suspension de esporas, con la finalidad de realizar
la germinacion, se dispersa 0,1 mL de la suspensiéon fingica con una concentracion de 103
esporas/mL en la placa de Petri con PDA [38]|. En el caso de las fibras electrohiladas, es
importante verificar que se cuente con 100 esporas dentro de las esterillas, con la finalidad de
realizar una comparacion justa de los resultados obtenidos de la germinaciéon de las muestras
para todas las metodologias propuestas [97].

8.1.3. Porcentaje de germinaciéon

Se considera que una espora ha germinado cuando la longitud de la hifa germinativa es
mayor a la mitad del didmetro de cada espora [85]. Luego, se propone el uso de la Ecuacion 8.1
para determinar cuantitativamente la germinacion, expresada como porcentaje de la cantidad
de esporas germinadas en relacion a las esporas depositadas en el medio de cultivo [38].

G==%.100% (8.1)

Donde:
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e G: Germinacion.
e Ng: Namero de esporas germinadas.

e N;: Numero de esporas depositadas en el medio de cultivo.

Debido a que los métodos propuestos para determinar Ng y NV, conllevan ciertos errores
de conteo, se propone determinar el error sobre el calculo de la germinacion AG, utilizando
la propagacion del error Gaussiano, tal como se muestra en la Ecuacion 8.2 [38].

AG = /(L ang) + (Yo an) 1004 (8.2)
AV s AR U R ) '

t t

Donde:

e AG: Error de germinacion.
e ANg: Desviacion estandar de la germinacion.

e AN,;: Error de conteo asociado a la cdmara de recuento de Neubauer, tipicamente
considerado 0,3.

8.1.4. Propuestas de estudio

Debido a que las esporas de T. reesei son capaces de germinar y crecer dentro de las
perlas de alginato de calcio al estar en presencia de un medio de cultivo liquido [77], también
se propone estudiar el comportamiento del microorganismo al estar inmersas en caldo papa
dextrosa. Este medio de cultivo liquido se puede obtener de manera comercial o puede ser
preparado [97, 138], sin embargo, y de igual manera que el medio de cultivo solido PDA,
es recomendable utilizar un producto que proporciones la certeza de que se contara con un
adecuado funcionamiento. Por lo anterior, se toma como referencia el caldo papa dextrosa en
formato polvo, (Sigma-Aldrich, P6685), donde se recomienda disolver 24 g del polvo en 1 L
de agua destilada, luego, esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos [133].

8.2. Desarrollo bajo microgravedad

En este punto es primordial considerar que se debe simular las condiciones espaciales,
realizando pruebas de temperatura y presion que puede alcanzar el experimento al llevarse
a cabo. Lo anterior, debido a que los satélites al estar en 6rbita pueden encontrarse de cara
al Sol, lo que implica en temperaturas de hasta 121°C, pero también se podria encontrar
de espalda al Sol, lo que conlleva en temperaturas de hasta -157°C [139, 140]. Ademas, se
debe considerar que en el espacio ya no se cuenta con la atmodsfera terrestre, pero que al
encontrarse dentro del satélite la presion que siente es extremadamente baja, siendo casi un
vacio perfecto [141].
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Por lo anterior, se propone realizar pruebas de condiciones espaciales con muestras de
10-20 microcapsulas, en un equipo que sea capaz de simular la temperatura y presion que se
puede alcanzar [76]. Para hacer las pruebas se cuenta con una camara de termovacio modelo
NDT-4000, equipo de la marca Nano-Master, ver Figura 8.1 [142]. Esta camara es un siste-
ma de simulacion espacial que puede alcanzar una presién de 1-107% Torr en 20 minutos,
contando con un control de presiéon automatico, por lo que permite la prueba de dispositivos
o muestras en vacio extremo y proporciona condiciones de temperatura controlables y diné-
micas en el rango de -100°C a 150°C, lo que se puede programar segin una receta y extender
por mas de 36 horas [143].

(a) Apariencia del equipo. (b) Plataforma térmica deslizante en el
interior de la camara.

Figura 8.1: Camara de termovacio modelo NDT-4000, marca Nano-Master [143].

Por lo anterior, el equipo en cuestiéon permite simular en conjunto las condiciones es-
paciales antes mencionadas. La camara de termovacio cuenta con una plataforma térmica
deslizante, la que tiene un rango de error de la temperatura configurada de £1°C en toda su
superficie, es posible extraer hasta en un 75% en longitud de la plataforma, lo que permi-
te cargar las muestras [143]. Gracias a que cuenta con un sistema de refrigeracion cerrado,
control automético de presion, automatizacion de la temperatura por recetas y, ademas, pro-
porciona multiples niveles de acceso con restricciones de contrasena, es posible configurar el
experimento a desarrollar, ajustandolo segtin las condiciones a las que se vera expuestas en
la realidad las esporas encapsuladas [143].

Sin embargo, es importante considerar la posibilidad de que las microcapsulas no sean
capaces de resistir las condiciones espaciales mencionadas, por lo anterior, y si este fuese el
caso, se propone anadir un protector térmico para resguardarlas.

Por otro lado, es de importancia considerar que, en el lanzamiento, el satélite y todo
el sistema vibra, por lo que se deben hacer estudios para verificar el comportamiento de las
capsulas al experimentar vibraciones de baja y alta frecuencia [50]. Por lo anterior, se propone
utilizar una maquina de prueba de vibracion, el que permita obtener un amplio espectro de
frecuencias. Asi, se tiene como referencia, la maquina de prueba de vibracion de fuerza grande
para prueba de vibracion de paletas Meet ISTA 3A y 6-Amazon, de la marca Labtone, que
van desde una frecuencia de 5 Hz y, dependiendo del modelo, puede llegar desde los 2.500 Hz
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a los 3.000 Hz [144].

8.3. Montaje experimental

Por otro lado, es importante plantear un mecanismo por el que se lleve a cabo la unién
de las esporas y el medio de cultivo. Debido a esto, se tomaréd en consideraciéon el punto
critico de temperatura que se alcanza a lo largo del viaje. Debido a la posicion en donde van
ubicados los microsatelites en el vehiculo que los transporta, estos son capaces de alcanzar
temperaturas de hasta 90 °C cuando estan prontos a ser puestos en 6rbita [50]. Por lo anterior,
es necesario determinar si esta temperatura puede resquebrajar de tal manera capsula, que
se produzca la liberacion de las esporas.

Por lo anterior, se propone que se estudie el comportamiento de las capsulas ya preparadas,
al verse sometidas a una temperatura de 90 °C, analizando bajo el microscopio si se evidencian
fracturas del recubrimiento.

Considerando que las fibras obtenidas por electrohilado son capaces de liberar las esporas
al entrar en contacto con un medio de cultivo y que las cépsulas obtenidas via secado por
aspersion son capaces de liberar las esporas al entrar en contacto con un medio con alto
contenido de agua. Ademas, considerando que se plantea estudiar la correcta difusion de
nutrientes del caldo papa dextrosa hacia dentro de las perlas de alginato de calcio. Asumiendo
que este 1ltimo caso derive en resultados exitosos, se recomienda que al desarrollar estas
técnicas se utilice una membrana, construida en base a un material que sea capaz de romperse
a los 90 °C, que separe el medio de cultivo y las esporas encapsuladas.

En el caso de las cédpsulas obtenidas por montaje LbL y considerando el caso de que las
esporas de T. reesei no son capaces de desarrollarse adecuadamente dentro de las perlas de
alginato de calcio al estar inmersas en caldo papa dextrosa. Se recomienda utilizar la misma
membrana, construida en base a un material que sea capaz de romperse a los 90 °C, pero
que en este caso separe el medio de cultivo, el que tenga en su superficie las capsulas, de el
medio liquido que contenga las enzimas capaces de romper el recubrimiento del montaje LbL
o la solucién de citrato de sodio ya descrita, en el caso de la gelificacion iénica.
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Capitulo 9

Conclusion

Se ha estudiado diferentes métodos de encapsulamiento, detectando que existen diver-
sas metodologias que pueden resultar adecuadas para desarrollar un estudio a bordo de un
microsatelite.

Considerando los costos de los reactivos requeridos para implementar cada una de las
metodologias estudiadas, se tiene que la técnica de gelificacion i6nica es la mas econémica
($184), luego, se tiene la técnica de electrohilado ($3.589) y finalmente se tiene el montaje
LbL ($14.833) y el secado por aspersion ($17.838), que son técnicas considerablemente més
costosas que las primeras alternativas.

En cuanto a la disponibilidad de equipamiento, la gelificaciéon iénica es la mas sencilla
de implementar, permitiendo, incluso, construir el sistema de manera artesanal. Luego, se
tiene el montaje LbL, ya que no requiere de equipamientos especializados para llevar a cabo
la encapsulacion, por lo que es factible de implementar en las inmediaciones de la FCFM.
Posteriormente, se tiene la técnica de electrohilado, que requiere el uso de equipamiento
especifico que tiene alta demanda, pero este se encuentra disponible en la FCFM vy, ademas,
existe la posibilidad de colaborar con la Universidad de la Frontera o la Universidad de
Santiago, aunque esto seria méas complejo y menos probable. Finalmente, se tiene la técnica de
secado por aspersion, que requiere el uso de equipos especializados, pero existe la posibilidad
de realizar colaboraciones con la Universidad de Santiago.

Considerando la complejidad de desarrollo de cada técnica, la gelificacion ionica es la
més sencilla de implementar, ya que solo considera mezclar y gotear soluciones. Luego, se
tiene el secado por aspersion, debido a que se basa en la aspersion de una mezcla de una
solucién compleja y la suspension de esporas. Luego, se tiene la técnica de electrohilado,
que no tiene grandes complejidades en su procedimiento, més alla de la polimerizacion de la
acrilamida. Finalmente, se tiene la técnica de montaje LbL, que tiene una mayor complejidad,
en comparacion a las otras metodologias, debido al proceso que se debe seguir para producir
de lignina catioénica.

En cuanto a la compatibilidad de cada metodologia planteada con 7. reesei, primero se
tiene la técnica de gelificacion idnica y el montaje LbL, debido a que para ambos casos se
utilizo evidencia bibliografica especifica para este microorganismo. Luego, se tiene la técnica
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de electrohilado, ya que la metodologia planteada se basa en la encapsulaciéon de esporas
de una especie perteneciente al género de Trichoderma, con alta semejanza con 7. reesei.
Finalmente, se tiene la técnica de secado por aspersion, debido a que la metodologia planteada
se basa en la encapsulacion de esporas de un hongo filamentoso con cierta semejanza con 7.
reeset, sin pertenecer a la misma familia taxonémica.

En cuando a la sencillez para generar el crecimiento del microorganismo, primero se tiene
la gelificacion idnica, debido a que permite la germinaciéon y el crecimiento de esporas sin la
necesidad de ser liberadas. Luego, se tiene la técnica de secado por aspersion y el electrohilado,
ya que permiten que se realice una liberacion controlada de las esporas, supeditado al contacto
con una fuente que contenga una alta concentracion de agua. Finalmente, se tiene el montaje
LbL, debido a que requiere la presencia de enzimas especificas para romper el envoltorio.

Asi, se concluye que la gelificacion ionica es la metodologia mas conveniente a llevar a
cabo, debido a sus bajos costos y simpleza de implementacion. Luego, considerando costos
bajos pero que requiera el uso de equipos especializados con variadas alternativas de acce-
s0, la tercera opcion corresponde al electrohilado. Considerando la intencién de desarrollar la
técnica en las dependencias de la FCFM, sin desplazarse, y que implique costos relativamente
bajos, por otro lado, teniendo en cuenta las dificultades asociadas al desarrollo de la encap-
sulacion y a las proyecciones del montaje experimental, la tercera opcién corresponderia al
montaje LbL. Debido a que implica mayores costos y que ademas requiere de colaboracion
con otras universidades, como tltima alternativa se tiene al secado por aspersion.

Por medio de la investigacion, se han determinado compuestos que son ampliamente uti-
lizados para encapsular esporas de organismos vivos. En particular, el biopolimero quitosano
ha mostrado ser altamente compatible con la encapsulaciéon de esporas de hongos, permi-
tiendo la viabilidad de las esporas posterior a la encapsulacion, a la vez que se retrasa la
germinacion de las mismas.

Por otro lado, se ha mostrado que el polimero lignina es compatible especificamente con las
esporas de T. reesei, permitiendo la viabilidad de las esporas mientras retrasa la germinacion
hasta el punto en que se rompe la capsula.

Ademas, el alginato de calcio, correspondiente a una forma insoluble de alginato, permite
encapsular las esporas de distintas especies de Trichoderma, permitiendo la viabilidad de las
esporas y que, ademas, estas se desarrollen dentro de las capsulas al estar inmersas dentro
de un medio de cultivo liquido compatible.

Se plantea que el principal parametro de factibilidad técnica a evaluar sea la germinaciéon
de las esporas encapsuladas, debido a que el objetivo posterior a este estudio es proveer de
un sistema de microcapsulas que contienen esporas de T. reesei viables en las condiciones
espaciales especificas, que protejan al microsatélite de la contaminaciéon por hongos, a la vez
de proteger las esporas de las condiciones fisicas propias del lanzamiento del microsatélite.

Con el objeto de evaluar la viabilidad de la esporas microencapsuladas, se plante6 de-
terminar el porcentaje de esporas germinadas después de efectuar cada una de las técnicas
propuestas, tanto en condiciones normales de presion y temperatura.

Cabe senalar que este es un estudio tedrico que sienta las bases para efectuar una efectiva
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microencapsulacion de esporas de T. reesei. Toda vez que las microcapsulas sean producidas
empiricamente mediante las técnicas propuestas, serd posible proyectar el estudio de via-
bilidad de las esporas en condiciones similares a las que ocurren durante el lanzamiento y
trayectoria en el espacio del microsatélite.
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Anexos

Anexo A

Calculos para la demostraciéon de la
microgravedad

A.1. Fuerza de gravedad
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Anexo B

Fuentes de carbono

B.1. Fuentes de carbono solubles
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(a) Peso seco al cultivar el hongo en matraces de
agitacion durante 5 dias a 30 °C (adaptacion de

Fuente de carbono

Dashtban et al., 2011) [35].
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(b) Actividad de celulasa total al cultivar el hongo
en MA-medio suplementado con 1% de las dife-
rentes fuentes de carbono soluble por un periodo
de tiempo de 24 a 120 horas; las barras de error
indican el error estandar de la media [35].

Figura B.1: Efecto de las diferentes fuentes de carbono soluble sobre la tasa de crecimiento
y la actividad de celulasa total de la cepa QM6a de T. reesei [35].
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Sin azucar p_q c0sa D-xilosa D-lactosa Celobiosa Extracto  CMC Papa
(control) de malta dextrosa

Figura B.2: Comparacion del crecimiento de la cepa QM6a de T. reesei en las diferentes
fuentes de carbono soluble después de 4 dias (adaptacion de Dashtban et al., 2011) [35].

B.2. Fuentes de carbono polisacaridos puros e insolubles
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(a) Peso seco al cultivar el hongo en matraces de  (b) Actividad de celulasa total al cultivar el hongo
agitacion durante 5 dias a 30 °C (adaptacion de en MA-medio suplementado con 1% de las dife-
Dashtban et al., 2011) [35]. rentes fuentes de carbono de polisacaridos puros

insolubles por un periodo de tiempo de 24 a 120

horas; las barras de error indican el error estandar
de la media [35].

Figura B.3: Efecto de las diferentes fuentes de carbono de polisacaridos puros insolubles sobre
la tasa de crecimiento y la actividad de celulasa total de la cepa QM6a de T. reesei [35].

Sin azucar  Xilano Polvode MCC (J.T. Avicel
(control) celulosa Baker)

Figura B.4: Comparacion del crecimiento de la cepa QM6a de T. reesei en las diferentes fuen-

tes de carbono de polisacaridos puros insolubles después de 4 dias (adaptacion de Dashtban
et al., 2011) [35].
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B.3. Fuentes de carbono lignocelulosas e insolubles
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(b) Actividad de celulasa total al cultivar el hongo
en MA-medio suplementado con 1% de las dife-
rentes fuentes de carbono lignocelulésico insoluble
por un periodo de tiempo de 24 a 120 horas; las

barras de
dia [35].

error indican el error estandar de la me-

Figura B.5: Efecto de las diferentes fuentes de carbono lignocelulésico insoluble sobre la tasa
de crecimiento y la actividad de celulasa total de la cepa QM6a de T. reesei [35].
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Figura B.6: Comparacion del crecimiento de la cepa QM6a de T. reesei en las diferentes
fuentes de carbono lignoceluldsico insoluble después de 4 dias (adaptacion de Dashtban et

al., 2011) [35].
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Anexo C

Didmetro promedio de esporas

C.1. Trichoderma reeset

Primero se carga la figura base en la plataforma de Plotdigitizer, situaciéon que se ve tal
como se presenta en la Figura C.1. Y se define los puntos de referencia del eje X para medir
los diametros, utilizando la escala incluida en la imagen.

x:1365,y: 0

X-AXIS  Llinear

Xl 0

X210

Y-AXIS  Linear

¥l

Y2

Figura C.1: Imagen de T. reesei cargada en la plataforma.

Debido al pequeno tamano de las esporas del organismo estudiado, se opta por cargar
tnicamente el fragmento de interés de la Figura 2.2, correspondiente a la seccion (d). Lue-
go, manualmente, se marcan los bordes de cada espora presente en la imagen, tal como se
muestra en la Figura C.2. Al realizar el proceso antes descrito, el programa se encarga de
proyectar en el eje X, previamente demarcado, los puntos seleccionados, obteniendo, asi, una
serie de valores que permitiran determinar posteriormente el didmetro aproximado de cada
una de las esporas visibles en la imagen.

76



B <

x
-29.41860465116279
-26.74418604651163
-29.651162790697676
-26.86046511627807
-24186048511627907
-21162790697674417
-20.232558139534884
-17.441860465116278
-24.883720930232556
-21.627906976744185
-22.790697674418606
-19.883720830232556
8393488372003
-5.5813953488372094
-2.7906976744186047
-0.46511627906976744
10.813953488372093
13.953488372093023
27.558139534883722
30.930232558139533
-22.441860465116278
-18.53488372093023
-19.41860465116279
-16.627906976744185

Figura C.2: Imagen de T. reesei cargada en la plataforma y con los didmetros marcados.

Posteriormente, se extrae, en un archivo .csv, los datos obtenidos en la plataforma y se
organizan para trabajar con ellos. Luego, considerando que los datos se encuentran en pares
y que cada pareja define el didmetro de cada espora, se determina el valor aproximado de

este parametro.

O =22 R @

©©0 000000000000 O00O0OOO 0O 00X

Tabla C.1: Datos obtenidos relativos a 7. reeset.

Proyeccién en eje X

Diametro aproximado [pm]

B 27
S 28
o 30
e 28
o1 5
0o 29
:gzé 2,6
05 2
i 5
205 34
o5 29

Continida en la pdgina siguiente
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Tabla C.1 — Continuacion de la pagina anterior

Proyeccion en eje X | Diametro aproximado [uml]
60 28
50 20
£ 5
Z;’ 3,1
‘_1927216 3.1
gg 3.0
gg 27
150 29
s 24
It 20
s 27
79 5
1 21
5 30
0 2
7 28

Finalmente, se calcula el promedio de estos valores, obteniendo que el didmetro promedio
aproximado de las esporas de 7. reesei es de 2,8 £+ 0,3 |pm].
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C.2. Trichoderma asperellum

Primero se carga la figura base en la plataforma de Plotdigitizer, situacién que se ve tal
como se presenta en la Figura C.3. Y se define los puntos de referencia del eje X para medir
los diametros, utilizando la escala incluida en la imagen.

x: -131.66666666666666, y: 0

X-AXIS  Linear

X0
x210
1H :‘\
- e n - ‘~"'—\
/ :" 4’4;‘!‘.11 N - ¥-AXIS  Lnear
v )Y -4“~.\ \f )
4 t..é"'o I \Q'\:‘-‘ 10 um i
# SA\E X i

Figura C.3: Imagen de T. asperellum cargada en la plataforma.

Luego, manualmente, se marcan los bordes de cada espora presente en la imagen, tal como
se muestra en la Figura C.4. Al realizar el proceso antes descrito, el programa se encarga de
proyectar en el eje X, previamente demarcado, los puntos seleccionados, obteniendo, asi, una
serie de valores que permitirdn determinar posteriormente el didmetro aproximado de cada
una de las esporas visibles en la imagen.

x
-27
-23.333333333333332
-28
-24.333333333333332
-7
-13
-23.666666666666664
-20.333333333333332
-20.666666666666664
=17
-17
-13.333333333333332
-22
-18.666666566666664
-9
-5
-6.333333333333333
-2.6666666666666665
-10
-6
-8.666666666666666
-4.666666666666666
12.666666666666666

i

) e
o A

3 TN
VAR I

e

<.

i‘\’
o
5

S - = = R R R - I e -

Figura C.4: Imagen de 7. asperellum cargada en la plataforma y con los didmetros marcados.
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Posteriormente, se extrae, en un archivo .csv, los datos obtenidos en la plataforma y se
organizan para trabajar con ellos. Luego, considerando que los datos se encuentran en pares
y que cada pareja define el diametro de cada espora se determina el valor aproximado de este
parametro.

Tabla C.2: Datos obtenidos relativos a T. asperellum.

Proyeccion en eje X | Diametro aproximado [um]
253 87
215 87
150 1
205 3
170 a7
153 87
157 3
0 40
gi 3,7
:i:; 4,0
o 3
0 i
255 3
3 87
s i

Finalmente, se calcula el promedio de estos valores, obteniendo que el didmetro promedio
aproximado de las esporas de T. asperellum es de 3,8 + 0,3 [pm].
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Anexo D

Determinacién de costos

En los siguientes apartados se presenta la determinacion de costos de todos los materiales
utilizados en cada una de las metodologias presentadas como viables.

D.1. Gelificacion 16nica

En el Capitulo 6 se detallaron los materiales e instrumentos necesarios para desarrollar
el encapsulamiento via gelificacion idnica. Asi, el primer material corresponde a esporas, con
el fin de preparar una suspension que tenga una concentraciéon de 2-10* MS/mL y una
concentracion de esporas de 1 - 10? esporas/mL, de la cual se utilizaran 250 mL. Asf, primero
se determina la cantidad de esporas necesaria para realizar el procedimiento, como se muestra
en la Ecuacion D.1.

esporas

Nesporas =1- 109 |: mf

] - 250 [ L] = 2,5 - 10" [esporas] (D.1)

Para poder determinar el volumen necesario de esporas se utiliza informacion relativa a
modelamiento de las esporas, la que se puede encontrar en el Capitulo 2, en la Seccion 2.1.
Se asume que las esporas tienen la mayor longitud de los ejes posible, es decir, se sobreestima
el volumen de esporas presentado en la Subseccién 2.1.1, con el fin de asegurar la obtencion
de estos. Asi, se puede determinar el volumen de esporas que se requiere para llevar a cabo
la metodologia de gelificacion iénica, tal como se muestra en la Ecuacion D.2.

3
Visporas = 2,5 - 10! [esporeas] - 36, 6 { Hm ] = 9,15 - 10" [pm?] (D.2)
€S
1-107'2 [mI]

9,15 10" [pur®] e - 9,15 [mL] (D.3)

Se sabe que por cada placa de Petri que se cultive con el organismo 7. reesei se pueden
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obtener de 20 a 50 ul. de esporas. Asi, se asume el niimero promedio entre estos valores, es
decir 35 ul.. Con esto se puede determinar la cantidad aproximada de placas que es necesario
cultivar para obtener el volumen de esporas requerido por la metodologia, tal tal como se
muestra en la Ecuacion D.4.

1 1 ud
Ne, = 2 15bd] A00IWE] ey (D.4)
P pd 1 [prT]
35 | =——
placa

Ademas, se determina el volumen de agua utilizado para generar esta suspension, como
se muestra en la Ecuacion D.5.

‘/agua = ‘/suspensién - Vesporas = 250 [mL] - 97 15 [mL] = 2407 9 [mL] (D5>

Asi, considerando que el costo de 5 L del agua destilada Datrak en Easy tiene un valor
de $1.690, se realiza un calculo para determinar el valor proporcional, como se muestra en la
Ecuacion D.6.

240,9 L] - $1690
5000 [ L] B

Por otro lado, se requiere un volumen de 600 mL de agua destilada estéril, cuyo costo ya
fue mencionado, por lo que se realiza un calculo para determinar el valor proporcional, como
se muestra en la Ecuacion D.7.

Ca gua —

$81,41 (D.6)

600 [nd] - $1690
oo = SO 510 _ 01

También, se necesitan 20 gramos de una solucion de alginato de sodio 2% p/v, por
lo anterior se determina la masa de cada componente de esta solucién. Primero se debe
considerar que la fraccion p/v se refiere a lo siguiente:

masa de soluto (g)

% —100% -
v

volumen de solucion (mL)

Tomando una base de calculo de 1000 mL de solucién, la que se denota como BC, y
considerando como solvente agua destilada, se puede determinar la masa de alginato de
sodio necesaria, como se muestra en la Ecuacion D.8.

BC 2 %% - 1000 [mL] _ 20y 1 [kg] _
alginato 100 % 1000 [4]

21072 [kg] (D.8)

A continuacion, se determina el volumen de esta masa de alginato de sodio, considerando
que su densidad es 1,0 g/cm? [145], tal como se muestra en la Ecuaciéon D.9.
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BC 20 [9’] 1[mL]
V. lginato — / = : = mL D.
- o [mg} 20 [ent”] 20 [m.L] (D.9)

Luego, se determina el volumen de agua utilizado para esta solucion de base de calculo,
como se muestra en la Ecuacion D.10.

V.55 = Veolucion — Valginato = 1000 [mL] — 20 [mL] = 980 [mL] (D.10)

Sabiendo que la densidad del agua es de 1000 kg/m? [146], se puede determinar la masa
de agua utilizada, como se muestra en la Ecuacion D.11.

= 0,98 [kg] (D.11)

1 |p®
mPC. — 080 L] - 1000 [%] - W

Debido a que mas del 99 % de la solucién corresponde a agua, se asume que la densidad
de la solucion se puede aproximar a la densidad del agua. Asi, se tiene que la densidad es la
mencionada anteriormente, entonces:

L]

1000000 [£]

kg

mB¢ . = 1000 [mT] - 1000 L?} = 1[kg]

Con todo lo anterior, se puede hacer un relacion de proporcionalidad entre la masa de
soluciéon y la masa de soluto. Por otro lado, también se puede plantear una relacion de
proporcionalidad entre la masa de solucion y la masa de solvente.

Msolucion 1 [%J 1

Meotto 2-10°2 [bg] 21072

Msolucion o 1 M 1

Meotvente 0,98 [Bg] 0,98

Asi, utilizando las razones encontradas y considerando que para el método de encapsula-
cion se requieren 20 gramos de esta solucion, se determina la cantidad de alginato de sodio
y de agua destilada adicional que se requiere, como se muestra en la FEcuacion D.12 y D.13.

Msolucion 1 20 [g]
= = inato — 74 D.12
Mesoluto 2102 X — Malginat 0 [g] ( )
0,4 1|{mL
Valginato = — [g] [m ] = 07 4 [mL]



Msolucion 1 _ 20 [g]
Msolvente B 0798 B z

= Magua = 19,6 [g] (D.13)

19,691  1[kg] 1000000 [mL]

1000 | 24| 1000fg] ]

‘/agua = = 19, 6 [mL]

Considerando la informacién ya mencionada sobre costos de agua, se puede determinar
el costo de formar esta soluciéon, como se presenta en la FEcuacion D.14.

o 19,6 L] - $1690
w5000 )

Luego, se determina el costo del alginato de sodio requerido, considerando que 1 kg
de alginato de sodio Sigma-Aldrich tiene un valor de $171.000, se realiza un calculo para
determinar el valor proporcional, como se muestra en la Ecuaciéon D.15

$6, 62 (D.14)

0,4 ] - $171000
Oalgimzto - 1000 [g] = $68, 4 <D15)

A continuacion, se completa el volumen con agua destilada hasta alcanzar 1000 mL. Para
determinar el agua que se debe anadir se realiza un balance de masa, el que se muestra
en la Ecuacion D.16, considerando los 600 mL de agua destilada inicial, los 250 mL de la
suspension con contenido fungico y los volimenes determinados de agua y alginato de sodio
para la solucién de alginato de sodio.

1000 [mL] = 600 [mL] 4+ 250 [mL] + 0,4 [mL] 4+ 19,6 [mL] + Vigua final (D.16)

szgua final = 130 [TTLL]

Asi, con la informaciéon ya mencionada, se calcula el costo de anadir este tltimo volumen
de agua destilada, como se muestra en la Ecuacion D.17.

130 [T] - $1690
5000 ] $43,94 (D.17)

Finalmente, para llevar a cabo la encapsulacion, se extruye la solucién de alginato de
sodio y contenido fungico sobre 1 litro de soluciéon de cloruro de calcio 0,2 M. Por lo que
primero se requiere determinar la cantidad de masa del soluto, correspondiente a cloruro de
calcio, y la masa del solvente de la solucién, la que se asumira como agua destilada.

Cagua =

0,2(M] = 0, 2[mol de soluto]

1[L de solucion]
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Considerando que el peso molecular del cloruro de calcio que se declara en Sigma Aldrich
corresponde a 110,98 gramos por mol, se puede determinar los gramos que se requieren de
este compuesto puro, como se muestra en la Ecuaciéon D.18.

Mcloruro de calcio = 07 QM : 1]-07 98 [m%[] - 227 196 [g] (D18)

Asi, considerando que 100 gramos de cloruro de calcio deshidratado en polvo con una pu-
reza >97 % en Sigma Aldrich tiene un valor de $66.800, se realiza un calculo para determinar
el valor proporcional, como se muestra en la Ecuacion D.19.

22,196 [g] - $66800
C1(: oruro de calcio — = |$14K827 D.19
1 d 1 100 [gf] $ ( )

Por otro lado, se requiere determinar la cantidad de disolvente necesario, que como ya
se menciond, se asume que corresponde a agua destilada. Para esto, primero se determina el
volumen del soluto, utilizando la masa determinada anteriormente y una densidad de 2,15
gramos por centimetro ctbico [147]|, como se muestra en la Ecuacion D.20.

22,196 [] 1[mL]
‘/cloruro de calcio — — o 7 — ]-07 32 : = 10, 32 [TTLL] (D20)
2.15 [#} S o]

A continuacién, en la Ecuacion D.21, se determina el volumen de solvente que se debe
anadir, considerando que el volumen de la soluciéon corresponde a 1 L y que esto es igual a
1000 mL.

Viagua = 1000 [m.L] — 10,32 [mL] = 989,68 [mL] (D.21)

Con esto, se determina el costo de este volumen de agua destilada a utilizar, como se
muestra en la Ecuacion D.22.

989, 68 [T - $1690
5900 heT] —$334,5 (D.22)

Oa gua —

Luego de obtener las perlas, estas son lavadas con agua destilada, con el fin de eliminar
los excesos de cloruro de calcio. Se asume que se utilizan 500 mL de agua destilada para
este proposito, considerando la informaciéon mencionada previamente, se determina el costo
de esta etapa, como se muestra en la Ecuacion D.23.

500 [t - $1690
Oagua - 5000 M - (D23>
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D.2. Montaje LbL

Antes de presentar la determinacion de costos de la metodologia «layer by layery, se hace
la salvedad de que los calculos que aqui se presentan consideran que la lignina kraft utilizada
presenta la misma cantidad molar de grupos OH por gramo de material. De tal manera, para
replicar esta metodologia se requiere incuestionablemente determinar la cantidad de moles
de grupos OH contenidos por gramo de lignina kraft, siguiendo las relaciones molares que se
presentan en el documento cientifico de donde se extrajo esta informacion.

En el Capitulo 6 se detallaron los materiales e instrumentos necesarios para desarrollar el
encapsulamiento por la metodologia capa por capa. Para preparar la lignina catiénica primero
se requiere 1 gramo de lignina Kraft y considerando que en Sigma-Aldrich 100 gramos de
lignina alkali tiene un valor de $146.000, se determina en la Ecuacion D.24 el costo de este
material.

1[g] - $146000
Clignina alkali = [g]l()O—[g] =|$1460 (D.24)

Ademas, en la misma pagina de Sigma-Aldrich se declara que el producto lignina alkali
que comercializa la marca tiene una densidad de 1,3 gramos por mL, por lo que se puede
determinar el volumen de este material, como se muestra en la Ecuacién D.25.

1
‘/lignina alkali = i =0,77 [mL] <D25)

5[4

Luego, esta masa de lignina alkali se debe disolver en 99 gramos de una solucion de
hidroxido de sodio 0,2 M, la que se asumira que tiene como disolvente agua destilada. Por
otro lado, considerando que la concentracion de NaOH es baja, se asume que la solucién tiene
una densidad idéntica a la del agua destilada, es decir 1000 kg/m3 [146], por lo que se puede
determinar asi el volumen de la solucién utilizada, tal como se muestra en la Ecuacion D.26.

1
Vvsolucic’)n de NaOH — % [92/ : 10% = 9; 9. 1075 [m?’} <D26>
1000 {m—%}

9,9.1075 [mﬂ ERLLCY ppYYIS

L]

1[L]
1000 [T

Asi, conociendo el volumen de la soluciéon y su concentracion molar se puede determinar la
cantidad molar de soluto o hidréxido de sodio requerida, tal como se muestra en la Ecuacion
D.27.

99 [T =0,1[L]
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~0,1[Z]-0,2[mol]
NNeOH = 1T = 0,02 [mol] (D.27)

Por otro lado, se tiene que en Sigma-Aldrich 25 gramos de hidréxido de sodio en polvo
con 97 % de pureza tiene un valor de $60.800; ademas, declara que tiene un peso molecular
de 40 gramos por mol. Considerando lo anterior, se puede determina la masa requerida de
hidroxido de sodio para formar esta solucion, tal como se muestra en la Ecuacion D.28.

Mxaon = 0,02 [mol] - 40 [miﬁ[} —0,8]g] (D.28)

Por otro lado, habiendo ya mencionado el precio de este producto, se procede a calcular
el costo de este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.29 el costo de este material.

Crvaon = 25 [@5 [2?0800 — 1$1926 (D.29)

También, se rescata desde la pagina de Sigma-Aldrich que la densidad del hidroxido de
sodio mencionado corresponde a 2,13 gramos por centimetro ciibico, asi, se puede determinar
el volumen de este material, como se muestra en la Ecuacién D.30.

Viaon = —— I 4 : —0,4[mL D.30
] O e ~ 01 .

Luego, se determina el volumen de agua destilada utilizada para generar esta solucion,
tal como se muestra en la Ecuacion D.31.

V;Lgua = Violucién — VNaOH =99 [mL] - 0; 4 [mL] = 987 6 [TTLL] (Dgl)

Con esto, y sabiendo que el costo de 5 L del agua destilada Datrak en Easy tiene un
valor de $1.690, se determina el costo de este volumen de agua destilada a utilizar, como se
muestra en la Ecuacion D.32.

o 98,6 L] - $1690
wee 5000 )

$33, 34 (D.32)

A continuacién, a la solucion de lignina y NaOH se anaden 2,58 gramos de GTAC, con-
siderando que 50 mililitros de este producto en Sigma-Aldrich tiene un valor de $111.000,
se requiere en primera instancia determinar el volumen de este material. Considerando, que
en la misma pégina de Sigma-Aldrich se declara que el producto GTAC que comercializa la
marca tiene una densidad de 1,13 gramos por mililitro, por lo que se puede determinar el
volumen de este material, como se muestra en la Ecuacion D.33.
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2,58 4]

—17 - [%} = 2,3[mL] (D.33)

Varac =

Considerando lo anterior, es posible determinar el costo de de este material, tal como se
muestra en la Ecuacion D.34.

2 -$111
Corac = 3@% Y09 _ [s5069 (D.34)

Posteriormente, de debe neutralizar la solucion utilizando acido sulfarico al 10 % p/p. Por
lo que primero, se debe tener presente que la composiciéon de la solucién corresponde a la
expresion que se muestra en la Ecuacion D.35.

de solut
o _ mesa esou‘f)(g) L 100% (D.35)
p  masa de solucion (g)

Asi, primero se determina la concentracion molar de acido sulfarico que efectivamente
hay en tal solucion, considerando que la densidad de una solucion de acido sulfirico (HaSOy)
a la composicion ya mencionada y a 20°C es de 1,0661 gramos por centimetro ctubico [148],
ademas, se tiene que en Sigma-Aldrich se declara que este producto tiene un peso molecular
de 98,08 gramos por mol, asi es posible determinar lo buscado, tal como se muestra en la
Ecuacion D.36.

Mpu,s0, = % -1,0661 [ fo@] : 10010[[;?5® : o E 3 } (D.36)

molx*

Donde:

e x corresponde al soluto.

e ® corresponde a la solucion.

| H,SO
Mpy,s0, = 1,09 {M}

L soluciéon

Por otro lado, al mezclar la solucion de hidréxido de sodio con la lignina kraft, se altera
la concentraciéon molar, por lo que la concentraciéon molar de NaOH ya no corresponde a 0,2
M. Por lo anterior, para determinar la cantidad necesaria de acido sulftrico requerida para
la neutralizacion, es necesario determinar la nueva concentraciéon de este soluto, tal como se
presenta en la Ecuacion D.37.
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0,2 [M] - 99 [mL-setucion] = Mx,opg - 102, 1 [mL-setucion] (D.37)

M3uon = 0,19 [M]

Asi, para cumplir con la neutralizacion se debe tener igualdad entre los moles de hidréxido
de sodio y los moles de acido sulfurico.

mol NaOH
L

mol HQSO4

1
0,9[ 7

} -102,1[mL] = 1,09 { } - Vi,so, [mL] (D.38)

Vi, 504 10%p/p = 18,22 mL)]

Teniendo la cantidad de solucion de acido sulftirico necesaria, se procede a determinar la
cantidad de materiales necesarios para generarla. Es importante mencionar, ademas, que se
asume que el disolvente de esta solucion corresponde a agua destilada. Considerando que el
acido sulfarico en Sigma-Aldrich con una pureza del 95 % tiene una densidad declarada por
la empresa de 1,84 gramos por mililitro y que la cantidad mésica del dcido debe mantenerse
para cumplir con la neutralizacién, se procese a determinar el volumen necesario de este
material, tal como se muestra en la Ecuaciéon D.39.

g HS0Oq g sol g H)SOq g sol-
1 -1 1 18,22 [mL] = 1,84 % :
0 [ sol. ] , 066 [ L sol.] 8,22[mL} =0, 95[ sol. 8 L sol. Viasos
(D.39)

VH25'04 = 1, 1 [mL]

Considerando que 100 mililitros del acido sulfarico con 95 % de pureza considerado tiene
un valor de $50.600 en Sigma-Aldrich, se realiza un calculo para determinar el valor propor-
cional de este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.40.

1,1 [wd] - $50600
95% _ 1 _
o, = "o puz =502 (D.40)

También, se determina el volumen de agua destilada restante para completar la soluciéon
buscada, tal como se muestra en la Ecuaciéon D.41.

Vagua = Vsolucion — Vipso, = 18,22[mL] — 1,1 [mL] = 17,1 [mL] (D.41)

Asi, considerando que ya ha sido mencionado el valor de este material, se realiza un calculo
para determinar el valor proporcional de este, tal como se presenta en la Ecuacion D.42.
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17,1 [wd)] - $1690
5000 [T

Cogua = —[$5,78 (D.42)

Los 120,3 mL soluciéon ya neutralizada se dializa manualmente en un vaso de precipitado
de 2 litros, con 1,5 litros de agua destilada por un periodo de 3 dias, donde el agua destilada
debe ser cambiada dos veces por dia. Para evitar que queden pliegues en la membrana de
dialisis se puede realizar este proceso en distintos vasos de precipitado, por lo que el agua
aumentaria. Debido a lo anterior, se debe considerar el costo de la membrana de diélisis de
20 centimetros a utilizar y el agua destilada para desarrollar este procedimiento.

Asi, considerando que 100 pies de membrana de dialisis de celulosa (14K MWCO) de
76 mm de diametro en Sigma Aldrich tiene un valor de $284.000, se realiza un calculo para
determinar el valor proporcional de este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.43.

20 [ern] - $284000
C1mem rana de dialisis — 1864 D.43
b de dial 100[}%‘] 30 48 ( )

En cuanto al agua destilada para desarrollar el proceso de dialisis, se debe contar con 1,5
litros cada doce horas, durante tres dias, lo que corresponde a ese volumen multiplicado por
seis. Es por lo anterior, que se realiza un célculo para determinar el valor proporcional, como
se muestra en la Ecuacion D.44.

9000 ] - $1690 _
agua — 42 D.44

Luego de dializar la solucion, esta es lavada tres veces, donde cada una implica la adicion
de 300 mL de agua destilada, con el fin de eliminar residuos y la parte insoluble, habiendo
ya mencionado el costo del agua destilada, se realiza un calculo para determinar el valor
proporcional, como se muestra en la Ecuacion D.45.

900 L] - $1690 _
oo = LS (019

El procedimiento antes descrito, permite obtener aproximadamente 0,5 gramos de lignina
catiénica soluble en agua.

Luego de obtener la lignina cationica, se preparan 50 mL de las soluciones de polielectro-
litos, con una concentraciéon de 0,2 % en peso cada una. Primero se determina la cantidad de
ligninsulfonato de sodio que se requiere para producir la solucién polielectrolitica anidnica.
Por lo anterior, se define la cantidad de masa que se requiere, utilizando la concentracion que
se desea obtener, como se muestra en la Ecuacion D.46.

de solut
o — tmasadesoluto () 0 (D.46)
p  masa de solucion (g)
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Asi, como se quiere obtener una soluciéon de 50 mL se asume que la solucién se prepara
utilizando agua destilada como solvente y dado que la proporciéon de solvente es mayor que
el soluto, se puede asumir que la densidad de la solucién corresponde a la densidad del agua
destilada, cuya densidad fue mencionada en la determinacién de costos de la gelificacion
ibnica, por lo que se puede determinar asi la masa de lignosulfonato de sodio necesaria, tal
como se muestra en la Ecuacion D.47.

g)
| ) 0,2 %2 - 50 [ - 1000 L%] Wl 10000
Miignonsul fonato = 100 % . 1. 106M . 1 [%] =

0,1[g] (D.47)

Luego, se determina el costo del lignosulfonato de sodio requerido, considerando que 100
gramos de lignosulfonato de sodio Sigma-Aldrich tiene un valor de $72.200, se realiza un
calculo para determinar el valor proporcional, como se muestra en la Ecuaciéon D.48

0,11g] - $72200
Clignonsulfonato = [172)0 Lq] - (D48)

Una vez lo anterior, considerando que la densidad del lignosulfonato de sodio es de 0,5
g/mL [149], se determina el volumen de esta masa de lignosulfonato de sodio, tal como se
muestra en la Ecuaciéon D.49.

0,1
Vzignosulfonato = —[gx] = O, 2 [mL] (D49)
0,5 |2
mL

Luego, se determina el volumen de agua utilizado para generar esta suspension, como se
muestra en la Ecuacion D.50.

Vzigua = Violucion — ‘/lignosulfonato =50 [mL] - 07 2 [mL] = 497 8 [mL] (D5O)

Asi, sabiendo ya el valor del agua destilada, se realiza un calculo para determinar el valor
proporcional, como se muestra en la Ecuacion D.55.

49,8 [ - $1690
_ —[$1 D.51
Coagua 5000 o] $16, 83 (D.51)

De la misma forma, se deben preparar 50 mL de la solucién polielectrolitica cationica,
con una concentracion de 0,2 % en peso de lignina cationica. Para determinar la cantidad
de lignina cationica que se requiere se sigue un procedimiento analogo al caso de la solucion
anionica, por lo que se hace uso de la Ecuacién D.46. De igual forma, considerando los 50
mL de soluciéon que se desean obtener, se asume que la soluciéon se prepara utilizando agua
destilada como solvente y dado que la proporciéon de solvente es mayor que el soluto, se

91



puede asumir que la densidad de la solucién corresponde a la densidad del agua destilada,
cuya densidad ya fue mencionada, por lo que se puede determinar asi la masa de lignina
cationica necesaria, tal como se muestra en la Ecuacion D.52.

b
0,2 %2 - 50 [T - 1000 Lr_ﬁ} e 1000(g]
Mjignina cationica — . . =
fignina. cat 100 % L 10weZ] 1 [

0,1[g] (D.52)

Los costos relacionados a este material se asocian netamente a su preparaciéon, por lo que
no se determina un costo adicional en este apartado, solo se determina el volumen de este, a
modo de definir adecuadamente los requerimientos del procedimiento.

Asi, se asume que la densidad de la lignina no sufre cambio significativos en el proceso de
transformarla en un polielectrolito catidnico, por lo que se considera que tiene la densidad de
1,3 gramos por mL ya mencionada, con esto se puede determinar el volumen de este material,
como se muestra en la Ecuacion D.53.

0,1
Vii nina cationica = ,—[g] = 07 08 [mL] (D53)
g
13 [ 4]

Luego, se determina el volumen de agua utilizado para generar esta suspension, como se
muestra en la Ecuacion D.5H4.

V:igua — Vsolucién — Viignina cationica = 90 [mL] - 07 08 [mL] = 497 92 [mL] <D54)

Asi, sabiendo ya el valor promedio del agua destilada, se realiza un calculo para determinar
el valor proporcional, como se muestra en la Ecuacion D.55.

o 49,92 L] - $1690
agua 5000 [ 1] B

El siguiente material corresponde a las esporas, debido a que se debe preparar una sus-
pension con agua destilada como solvente y esporas como soluto. La suspension debe tener
una concentraciéon de 4,5 - 107 esporas/mL, de la cual se utilizaran 1 mL. Asi, primero se
determina la cantidad de esporas necesaria para realizar el procedimiento, como se muestra
en la Ecuacion D.56.

$16,87 (D.55)

esporas

Nesporas = 4a 5 107 [ M

] 1 [mT)] = 4,5- 107 [esporas] (D.56)

Para poder determinar el volumen necesario de esporas se utiliza informacion relativa a
modelamiento de las esporas, tal como se mostré en la determinacion de costos de gelificacion
ionica. Se asume que las esporas tienen la mayor longitud de los ejes posible, es decir, se
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sobreestima el volumen de esporas, con el fin de asegurar la obtencion de estos. Ademas de
lo anterior, se asume el mismo volumen unitario de espora que se determiné en la subseccion
anterior, correspondiente a 36,6 um? por espora.

Con todo lo anterior, se puede determinar el volumen de esporas que se requiere para
llevar a cabo la metodologia de capa por capa, tal como se muestra en la Ecuacion D.57.

3

Visporas = 4,5 - 107 [esporas] 36,6[ il ] = 1,65 - 10° [um?] (D.57)
es

1-1072[mL]

1,65 - 10° [yt N 1,65-107° [mL)]

Se sabe que por cada placa de Petri que se cultive con el organismo 7. reesei se pueden
obtener de 20 a 50 uL. de esporas. Asi, se asume el nimero promedio entre estos valores, es
decir 35 pul, con esto se puede determinar la cantidad aproximada de placas que es necesario
cultivar para obtener el volumen de esporas requerido por la metodologia, tal tal como se
muestra en la Ecuacion D.65.

1,57-1073 1 pd.
0 = , 57 - 1073 [T . 000 — 0,05 [placal (D.58)
p b 1 T
35
placa

Ademas, se determina el volumen de agua utilizado para generar esta suspension, como
se muestra en la Ecuacion D.59.

Vagua = ‘/;uspensién - V:asporas =1 [mL] - 17 65 - 1073 [mL] ~1 [mL] (D59)

Asi, debido a que ya fue mencionado el valor del agua destilada, se realiza un célculo para
determinar el valor proporcional, como se muestra en la Ecuacién D.60.

 1md) - $1690
Cagua = W = $0, 34 (DGO)

Finalmente, a la suspension de esporas se le debe anadir un nuevo volumen de 0,5 mL de
agua estéril, por lo que se calcula el costo de esta agua destilada en la Ecuacion D.61.

0,5 T - $1690
Cogun = =000 o]~ = L2017 (D.61)
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D.3. Secado por aspersion

En el Capitulo 6 se detallaron los materiales e instrumentos necesarios para desarrollar el
encapsulamiento via secado por aspersion. Primero, se preparan 10 mL de de una suspension
fangica con una concentracién de esporas de 2,5 - 10° esporas por mL, por lo que se parte
por determinar la cantidad de esporas necesaria, tal como se muestra en la Ecuacion D.62.

esporas

wd,

Para poder determinar el volumen necesario de esporas, se utiliza informacién relativa a
modelamiento de las esporas, tal como se mostré en la determinacion de costos de gelificacion
ibnica. Se asume que las esporas tienen la mayor longitud de los ejes posible, es decir, se
sobreestima el volumen de esporas, con el fin de asegurar la obtencién de estos. Ademas de
lo anterior, se asume el mismo volumen unitario de espora que se determiné en la subseccion
de costos de gelificacion iénica, correspondiente a 36,6 um? por espora.

Nesporas = 2,5 10° | | - 10pm) = 2,5 107 fesporas] (D.62)

Con todo lo anterior, se puede determinar el volumen de esporas que se requiere para
llevar a cabo la metodologia de secado por aspersion, tal como se muestra en la Ecuacion
D.63.

pm?

€S

Vesporas = 2,5+ 107 [esporas] - 36,6 { ] =9,15-10° [um’] (D.63)

1-1072[mL]

9,15 - 10° [prm’] e 9,15-10"* [mL] (D.64)

Se sabe que por cada placa de Petri que se cultive con el organismo 7. reesei, se pueden
obtener de 20 a 50 uL. de esporas. Asi, se asume el numero promedio entre estos valores, es
decir 35 pli, con esto se puede determinar la cantidad aproximada de placas que es necesario
cultivar para obtener el volumen de esporas requerido por la metodologia, tal tal como se
muestra en la Ecuacion D.65.

o _ 8,73 - 107 1] . 1000 [pL]
pltacas 35[M:| 1M

placa

= 0,03 [placal (D.65)

Ademas, se determina el volumen de agua utilizado para generar esta suspension, como
se muestra en la Ecuacion D.66.

Vagua = Vauspension — Vesporas = 10 [mL] — 9,15 -107* [mL] ~ 10 [mL] (D.66)
Asi, debido a que el costo de 5 L del agua destilada Datrak en Easy tiene un valor de
$1.690, se realiza un calculo para determinar el valor proporcional, como se muestra en la

Ecuaciéon D.67.
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10wt - $1690
Cosun = 5000 Gpe]~ — $3,38 (D.67)

Luego, se preparan 90 mL de una solucién compuesta de dextrina al 10 % p/v, HPMC
al 0,03% p/v, leche descremada al 10% p/v y quitosano al 0,5% p/v. Por lo anterior, se
determina la masa de cada componente de esta solucion, considerando que la fraccion p/v se
refiere a lo siguiente:

masa de soluto (g)

p
L= 100%-
%v % volumen de solucién (mL)

Considerando lo anterior y asumiendo el solvente como agua destilada, se puede determi-
nar la masa necesaria de cada uno de los componentes de la solucion. Primero, en la Ecuacion
D.68, se determina la masa de dextrina necesaria.

10%2 - 90 [mL]
Mdextrina = 100 %

=9y (D.68)

Ademas, se determina el volumen de esta masa de dextrina, considerando que la dextrina
tiene una densidad de 1,8 g/cm? [150], tal como se muestra en la Ecuaciéon D.69.

o 91g] _ ‘ 1 [mL] _tim '
Vdextrma 1’8 [E%} b W] 1 [M] 5[ L] (D 69)

Considerando que en Sigma-Aldrich 2,5 kilogramos de dextrina de maiz tipo II tiene un
valor de $225.000, se realiza un calculo para determinar el valor proporcional de este material,
tal como se muestra en la Ecuacion D.70.

9(g] - $225000
Cdextrina - Lg]250—0[g] = (D70>

De manera analoga, en la Ecuacién D.71, se determina la masa de HPMC necesaria.

0,03 %2 - 90 [mL]

_ 102
5T =2,7-1072[g] (D.71)

mppymMc =

Ademas, se determina el volumen de esta masa de HPMC, considerando que la HPMC
tiene una densidad de 0,5 g/cm?® [151], tal como se muestra en la Ecuacion D.72.

Vipme = %(;;]M =5,4-107% [em®] - % =5,4-10"2[mL] (D.72)
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Considerando que en Sigma-Aldrich 25 gramos de HPMC tiene un valor de $70.400, se
realiza un calculo para determinar el valor proporcional de este material, tal como se muestra
en la Ecuacion D.73.

2,7-1072g] - $70400
Crapyvc = 25[?]} = (D.73)

De igual forma, en la Ecuacion D.74, se determina la cantidad de leche descremada en
polvo necesaria.

10%2 - 90 [mL]
eche descremada — v =9 D.74
Mieche d d 100% 9] ( )

Ademés, para determinar el volumen de esta masa de leche descremada en polvo se
considerando que en el comercio local ! se declara que en 2 cucharadas soperas de leche
en polvo descremada de la marca Colun se cuenta con 20 gramos de producto y, ademas,
sabiendo que una cucharada sopera proporciona la capacidad para un volumen de 15 mL
[152] es posible determinar la densidad del producto, tal como se muestra en la Ecuacion
D.75.

20 [g] g
eche descremada — & --r1__ 77 O, 67 |:_:| D.75
Pleche d d 2-15[mL] mL ( )

Asi, teniendo calculada la densidad del producto, es posible determinar el volumen nece-
sario rquerido, tal como se muestra en la Ecuacion D.76.

9
Weche descremada = —[g/ =13,4 [mL] <D76)
0,67 4|

mL

Para determinar el costo de este producto, se considera el valor declarado en en el comercio
local ya mencionado, donde 800 gramos de leche en polvo descremada de la marca Colun tiene
un valor de $4.899, asi, se realiza un calculo para determinar el valor proporcional de este
material, tal como se muestra en la Ecuacion D.77.

9(g] - $4899
Cleche descremada — [98(]00—[% =|$55 <D77)

De manera anéloga, en la Ecuacion D.78, se determina la cantidad de quitosano necesaria.

0,5%2-90 [mL]
mqmtosano - 100 %

=0,45[g] (D.78)

1mm.jumbo.cl
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Se tiene que en Sigma-Aldrich 50 gramos de quitosano de peso molecular bajo, tiene tiene
un valor de $99.600, por lo que se realiza un calculo para determinar el valor proporcional de
este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.79.

Cquitosano - 07 4 Lg5]0 [j$qT99600 = $896 (D79)

Ademas, Sigma-Aldrich declara que el producto tiene una densidad relativa de 1. Consi-
derando que la definicion de densidad relativa dicta lo siguiente: «es la relaciéon entre la masa
de un volumen de sustancia problema, determinada a 20 °C, y la masa del mismo volumen
de agua, determinada a 4 °C. La densidad relativa es un nimero adimensional.» [153]. Lo
anterior es posible resumirlo en la siguiente expresion:

_ P
Pr = —
Po

Con todo lo anterior, tal como se muestra en la Ecuacién D.80, es posible determinar el
valor de la densidad del material, considerando que la densidad del agua a 4 °C corresponde
a 1000 kg/m?>.

1000 [g]

prrsr0s = 11000 {@} — 1000 {%} gl [i] (D.80)

m3 ] 1000000 [em?]

]

Asi, se determina el volumen de esta masa de quitosano, tal como se muestra en la
Ecuacion D.81.

— 0,45 [mL] (D.81)

‘/quitosano =
mL

Teniendo todos los voltiimenes de los solutos de la soluciéon compuesta se puede determinar
el volumen de agua destilada utilizado para esta solucion, tal como se muestra en la Ecuacion
D.82.

Vagua = Vsolucién — Vvdestrina - VHPMC - ‘/leche descremada — ‘/quitosano <D82>

Vagua = 90 [mL] — 5[mL] — 5,4 - 1072 [mL] — 13,4 [mL] — 0,45 [mL]

=71,1[mL]
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Como ya fue mencionado el valor del agua destilada, se realiza un calculo para determinar
el valor proporcional, como se muestra en la Ecuacion D.83.

71,1 [T - $1690
agua — = 24, 2 D.
Cag 5000 [T (D.83)

D.4. Electrohilado

En el Capitulo 6 se detallaron los materiales e instrumentos necesarios para desarrollar
el encapsulamiento a través de la metodologia de electrohilado. Asi, primero es necesario
preparar la poliacrilamida (PAAm) a partir de la polimerizacion de una solucion al 8 % de
acrilamida (AAm). Para generar esta solucion inicial, se considera que el solvente es agua
destilada y que la concentracion corresponde a un 8 % p/v, asi, recordando que la fraccion
p/v se refiere a lo siguiente:

masa de soluto (g)

% —100% -
v

volumen de solucion (mL)

Considerando que la poliacrilamida producida se debe evaluar, para corroborar que cum-
ple con los requerimientos técnicos, se asume que se llevara a cabo una alta produccion de
esta solucion y por ende se considera que se requiere una gran cantidad de solucién de acri-
lamida inicial, por lo anterior, se considera que se requieren 500 mL de solucién al 8% de

) )
AAm. Con todo lo anterior, es posible determinar la masa necesaria de acrilamida pura para
9
generar la solucion, tal como se muestra en la Ecuacion D.84.

8 %2 - 500 [mL]
100 %

— 40[g] (D.84)

TMAAmM pura =

Considerando que en Sigma-Aldrich 100 gramos de acrilamina con una pureza mayor al
99 % tiene un valor de $42.700, se realiza un célculo para determinar el valor proporcional
de este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.85.

CYAAm pura — W = $17080 <D85>

Ademas, Sigma-Aldrich declara que este producto tiene una densidad de 1,12 g/cm3,
por lo que se determina el volumen de esta masa de acrilamina, tal como se muestra en la
Ecuacion D.86.

40[g] LimL]
VAAm pura — M = 35, 7 [Q?‘/{s] . W = 35, 7 [mL] <D86)
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Para conseguir la polimerizaciéon de la solucién de acrilamida, se anade 2 gramos de
persulfato de potasio por litro de solucion de acrilamida. Con lo anterior, es posible determinar
la masa necesaria de este material para generar la polimerizacion de la solucion, tal como se
muestra en la Ecuacion D.87.

_ 2lg) _
MK35,05 = 1 [E] 0,5 [E] =1 [g] (D87)

Considerando que en Sigma-Aldrich 5 gramos de persulfato de potasio con una pureza
mayor al 99% tiene un valor de $39.200, se realiza un céalculo para determinar el valor
proporcional de este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.88.

C, 9,05 ::}lglg%%QEQQ:: $7840 (D.88)

Ademas, Sigma-Aldrich declara que el producto tiene una densidad relativa de 1,39 a 20
°C. Como ya se menciond en subsecciones anteriores, la definiciéon de densidad relativa dicta
lo siguiente: «es la relacion entre la masa de un volumen de sustancia problema, determinada
a 20 °C, y la masa del mismo volumen de agua, determinada a 4 °C. La densidad relativa es
un namero adimensional.» [153|. Lo anterior es posible resumirlo en la siguiente expresion:

P
Pr = —
Po

Con todo lo anterior, tal como se muestra en la Ecuacion D.89, es posible determinar el
valor de la densidad del material, considerando que la densidad del agua a 4 °C corresponde
a 1000 kg/m?.

1000 [g]
kg % 1 M g
PK25:08 ;391000 {mJ 390 [p{f] 1000000 [em?] 39 [cm?’] (D-89)

L]

Asi, se determina el volumen de esta masa de persulfato de potasio, tal como se muestra
en la Ecuacion D.90.

1[mL]

L [er”]

1
VKQSQOs - i = 0’ 72 [M} )

L%ﬂiﬂ =0,72[mlL] (D.90)

cms3

En el proceso de verificacion de produccion de PAAm se debe sumergir el viscosimetro
tipo Ubbelohde en agua destilada, la que se encuentra llenando un vaso precipitado de dos
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litros. Asumiendo que repite una vez este proceso de verificacion, se procede a se determina
el volumen de agua utilizado en este proceso, tal como se muestra en la Ecuacion D.91.

oy 20000
Vigna = 2[£] - 1 7] = 2000 [m.L] (D.91)

Asi, debido a que en subsecciones anteriores ya fue mencionado el valor promedio del agua
destilada, se realiza un céalculo para determinar el valor proporcional, como se muestra en la
Ecuacion D.92.

2000 T - $1690
Cagua - 5000 M - <D92)

Luego, se deben generar dos soluciones, la primera de quitosano en acido acético y la
segunda de PAAm en agua destilada, posteriormente, se unen ambas soluciones y se genera
una dilucién que tenga una concentracion igual a 3% p/p para el quitosano y la PAAm, de
la dilucion generada se utilizan 2 gramos. Sabiendo que la fraccion p/p se define tal como se
presenta en la Ecuacion D.93.

D masa de soluto (g)
%— —

p  masa de solucion (g)

-100% (D.93)

Asi, sabiendo la cantidad de masa de dilucién que se requiere y la concentraciéon de ambos
componentes de interés, es posible determinar la masa de quitosano, tal como se muestra en
la Ecuacion D.94, y de PAAm necesaria, tal como se muestra en la Ecuacion D.95.

3%% - 2]g]
uitosano — P =6-1 —2 D.94
Mquit 100% 6107 [g] (D.94)
3%2 - 2[q)
* _ p — Q. -2
MpAam = 100% 6-107°[g] (D.95)

En este punto, es importante mencionar que se considera que la soluciéon de PAAm al
provenir de la polimerizacion de una solucion al 8% p/v de AAm, por lo que mantiene esta
concentracion al encontrarse polimerizada. Por lo anterior, la masa que se requiere no se
encuentra en proporciéon 1:1 con la masa de solucién con la que se cuenta, por lo que primero
se determina el volumen de soluciéon de PAAm que proporciona la cantidad mésica de este
material que se requiere, asi, recordando que la fraccion p/v se refiere a lo siguiente:

masa de soluto (g)

%2 —100% -
v

volumen de solucion (mL)

Considerando todo lo anterior, es posible determinar el volumen necesario de solucion
de poliacrilamida para proporcionar a la soluciéon compuesta la concentracion de PAAm
necesaria, tal como se muestra en la Ecuacion D.96.
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100%2 - 6- 1072 [g
‘/solucién PAAm — = 3% [ ] = 07 75 [mL] (D96)

Asumiendo que, la densidad de la soluciéon compuesta es idéntica a la del agua, siendo
este un valor ya mencionado, es decir, 1000 kg/m?, ademas, recordando que se utilizan 2
gramos de esta solucién, es posible determinar la masa de soluciéon compuesta a utilizar, tal
como se muestra en la Ecuaciéon D.97.

1000000 [crn?]

D 17 I s )
‘/solucmn compuesta 1000 [%} 1000 Lg} Q[M‘J 1 [w{g] 2[ L] (D97)

1[9]

Por simplicidad, se supone que la soluciéon compuesta se forma con igual proporciéon
volumétrica de cada una de las soluciones. A partir de esto, se puede determinar el volumen
de la solucion formada por quitosano y acido acético y el volumen de la solucién formada por
PAAm y agua, tal como se muestra en la Ecuacion D.98.

2[mL]
2

‘/quitosano/CH;gCOOH = VPAAm/HgO = =1 [mL] (D98)

Se tiene que en Sigma-Aldrich 50 gramos de quitosano de peso molecular bajo tiene un
valor de $99.600, por lo que se realiza un calculo para determinar el valor proporcional de
este material, tal como se muestra en la Ecuacion D.99.

6-1072[g] - $99600
Cquitosano - 5[l0g][!”$ = (D99>

Ademas, Sigma-Aldrich declara que el producto tiene una densidad relativa de 1. Asi, con-
siderando la definicion de densidad relativa mencionada anteriormente, se tiene la siguiente
expresion:

P

Pr = —
Po

Asi, tal como se muestra en la Ecuacién D.100, es posible determinar el valor de la
densidad del material, considerando que la densidad del agua a 4 °C corresponde a 1000
kg/m3.

1000 [g]

Pauitosano = 1 - 1000 {%} — 1000 {%} L [i} (D.100)

| 1000000 [em?] cm?

e
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Con esto, es posible determinar el volumen de esta masa de quitosano, tal como se muestra
en la Ecuacion D.101.

_6:102[g]
Viuitosano = W

mL

=6-10"%[mL] (D.101)

Asi, conociendo el volumen de quitosano y el volumen de la solucion de quitosano/acido

acético, es posible determinar el volumen del solvente requerido, tal como se muestra en la
Ecuaciéon D.102.

Violucion de cHscoon = 1[mL] — 61072 [mL] = 0,94 [mL] (D.102)

Debido a que la solucion de acido acético que se debe utilizar como solvente debe tener
una concentracion de 0,3 M, es posible determinar los moles de acido acético puro a utilizar,
tal como se muestra en la Ecuacion D.103.

mol
mOZC’H3COOH puro — 07 3 |:T:| : 07 94 [I}%f]

1[Z]
1000 [mT)]

Se tiene que Sigma-Aldrich declara que el acido acético glacial, con mas de un 99,7 % de
pureza, tiene un peso molecular de 60,05 gramos por mol, asi es posible determinar la masa
requerida de este producto, tal como se muestra en la Ecuacién D.104.

=2,82-10"* [mol] (D.103)

MEHC00H puro = 2,82 - 1074 [mdl] - 60,05 [miﬁ[] —0,017[g] (D.104)

Ademas, Sigma-Aldrich declara que el 4cido acético glacial, con méas de un 99,7 % de
pureza, tiene una densidad de 1,049 gramos por mililitro, asi, es posible determinar el volumen
requerido de este producto, tal como se muestra en la Ecuacién D.105.

0,017 [g]

= 0,016 [mL D.105
XTIEA mL) (D.105)

VCHgCOOH puro —

Se tiene que en Sigma-Aldrich 100 mililitros de acido acético glacial, con mas de un 99,7 %
de pureza, tiene un valor de $46.700, por lo que se realiza un calculo para determinar el valor
proporcional de este material, tal como se muestra en la Ecuaciéon D.106.

‘ 0,016 [md] - $46700
CH3COOH — =
100 [prT]

$7.5 (D.106)

Ademas, se requiere considerar el agua destilada necesaria para generar la solucion de
acido acético 0,3 M, lo que se determina por diferencia de volimenes, tal como se muestra
en la Ecuacion D.107.
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Vagua solucion cHzcoon = 0,94 [mL] — 0,016 [mL] = 0,924 [mL] (D.107)

Asi, sabiendo que el costo de 5 L del agua destilada Datrak en Easy tiene un valor de

$1.690, se realiza un calculo para determinar el valor proporcional, como se muestra en la
Ecuacion D.108.

0,924 [ ] - $1690
Ca ua solucién = - = 0,31 D.108
g 1 CH3COOH 5000 M $ ( )

Por otro lado, los costos relacionados a PAAm se asocian netamente a su preparacion, por
lo que no se determina un costo adicional en este apartado. Sabiendo que se requieren utilizar
0,75 mL de solucion de PAAm y conociendo el volumen de solucion PAAm /agua destilada
que se debe alcanzar, es posible determinar el volumen de agua destilada para completar el
volumen de tal diluciéon, tal como se muestra en la Ecuacion D.109.

Vigua = 1[mL] — 0,75 [mL] = 0,25 [mL] (D.109)

Asi, ya conociendo el valor del agua destilada, se realiza un calculo para determinar el
valor proporcional, como se muestra en la Ecuaciéon D.110.

o 0,25 L] - $1690
wee 5000 )

Luego, a los 2 gramos de solucién compuesta se deben anadir 0,2 gramos de esporas,
sabiendo que por placa se pueden obtener aproximadamente una cantidad masica de 100 mg
de esporas. Considerando lo anterior, es posible determinar la cantidad aproximada de placas
que es necesario cultivar para obtener la masa de esporas requerida por la metodologia, tal
tal como se muestra en la Ecuacion D.111.

$0, 09 (D.110)

. 020  1-10mgl
Nplacas - 100 [ﬂ] 1[9] 2 [pl ] (Dlll)
placa

A su vez, como ya se menciond anteriormente, se conoce la cantidad volumétrica apro-
ximada de esporas que se puede obtener por placa, correspondiente a 35 uL, esto permite
determinar el volumen de esporas equivalente, como se puede apreciar en la Ecuacion D.112.

Vesporas = 2 [placal - 35 {JTI;A =70 [pd] - % =0,07[mL] (D.112)

Luego, para determinar el niimero necesario de esporas se utiliza informacion relativa a
modelamiento de las esporas, tal como se mostré en la determinacion de costos de gelificacion
ionica. Se asume que los esporas tienen la mayor longitud de los ejes posible, es decir, se
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sobreestima el volumen de esporas, con el fin de asegurar la obtencion de estos. Ademas de
lo anterior, se asume el mismo volumen unitario de espora que se determiné en la subseccion
de costos de gelificacion iénica, correspondiente a 36,6 um?3 por espora.

Con todo lo anterior, se puede determinar el ntimero de esporas que se requiere para llevar
a cabo la metodologia de electrohilado, tal como se muestra en la Ecuacién D.113.

1
_ 0,07 ] W] 1. 10°esporas (D.113)

]V%s oras — :
' 36,6 [ﬁ] 110712 [mmT]

espora
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Anexo E

Escalamiento y costos proyectados

E.1. Estimacion de materiales

En la siguiente seccién, se presenta una recopilacion de la estimacion de costos de ma-
teriales que se deben utilizar para replicar de manera exacta cada una de las metodologias
viables. Para estimar estos costos se hace uso de la pagina web de Easy, Jumbo y Sigma
Aldrich [133] en Chile, segtn los célculos que han sido detallados en el Anexo D.

E.1.1. Gelificacion idnica

El célculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de gelificacion i6nica se presenta en el Anexo D.1. En la Tabla E.1 se presenta
el resumen del volumen determinado para cada uno de los materiales a utilizar y el costo
asociado a cada uno de estos.

Material Volumen [mL] | Valor [$]
Esporas 9,15
Agua destilada 2480,1 838
Alginato de sodio 0,4 68
Cloruro de calcio 10,3 14.827
Costo total 15.734

Tabla E.1: Tabla resumen de la cantidad volumétrica necesaria de los materiales necesarios,
para llevar a cabo la metodologia de gelificaciéon ionica y los costos asociados.

E.1.2. Montaje LbL

El célculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de montaje LbL se presenta en el Anexo D.2. En la Tabla E.2 se presenta
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el resumen del volumen determinado para cada uno de los materiales a utilizar y el costo
asociado a cada uno de estos.

Material Volumen [mL] | Valor [$]
Esporas 1,6 -1073
Agua destilada 10.117 3.420
Acido sulfirico 1,1 562
Lignosulfonato de sodio 0,2 72
Lignina alkali 0,8 1.460
Hidroxido de sodio 0,4 1.926
Cloruro de glicidiltrimetilamonio 2,3 5.069
Membrana de dialisis (14K MWCO) 76 mm x* 20 [cm] 1.864
Costo total 14.372

Tabla E.2: Tabla resumen de la cantidad volumétrica necesaria de los materiales necesarios,
para llevar a cabo la metodologia LbL y los costos asociados.

E.1.3. Secado por aspersion

El célculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementacion de la
metodologia de secado por aspersion se presenta en el Anexo D.3. En la Tabla E.3 se presenta
el resumen del volumen determinado para cada uno de los materiales a utilizar y el costo
asociado a cada uno de estos.

Material Volumen [mL] | Valor [$]
Esporas 9,2.10~%

Agua destilada 81,1 27
Dextrina 5,0 810
Hidroxipropil metilcelulosa 5,4-1072 76
Leche descremada 13,4 55
Quitosano 0,5 896

Costo total 1.865

Tabla E.3: Tabla resumen de la cantidad volumétrica necesaria de los materiales necesarios,
para llevar a cabo la metodologia de secado por aspersion y los costos asociados.

E.1.4. Electrohilado

El calculo detallado del costo de los materiales a utilizar en la implementaciéon de la
metodologia de electrohilado se presenta en el Anexo D.4. En la Tabla E.4 se presenta el
resumen del volumen determinado para cada uno de los materiales a utilizar y el costo
asociado a cada uno de estos.
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Material Volumen [mL] | Valor [$]
Esporas 7-1072
Acrilamida 35,7 17.080
Persulfato de potasio 0,7 7.840
Agua destilada 2000,3 676
Quitosano 6-102 120
Acido acético 0,02 7,54
Costo total 25.723

Tabla E.4: Tabla resumen de la cantidad volumétrica necesaria de los materiales necesarios,
para llevar a cabo la metodologia de electrohilado y los costos asociados.

E.2. Escalamiento

Con la finalidad de comparar adecuadamente las metodologias de encapsulacion, se esca-
lan los procedimientos llevando todos los calculos al uso de la misma cantidad de esporas,
con el objetivo de que todos los métodos conduzcan a la misma cantidad de esporas encapsu-
ladas. Asi, se hace uso de los calculos desarrollados en el Anexo D y la recopilacion de costos
presentada en la seccion E.1 del presente Anexo.

La metodologia seguida corresponde, en primera instancia, a traspasar todos los célculos
desarrollados en el Anexo D a una planilla Excel y la creacién de una tabla recopilatoria
de costos con la finalidad de verificar los valores presentados en la secciéon E.1 del Anexo E.
Luego, para escalar todas las metodologias al uso de la misma cantidad de esporas se opt6 por
amplificar o reducir, segiin corresponda, los volumenes utilizados y no alterar las concentra-
ciones. Asi, se alter6 el volumen de cada suspension flingica hasta que se determinara que se
requeria exactamente 2,5 - 10® esporas para cumplir con los requerimientos. A continuacion,
sin alterar la concentracion de ninguna de las soluciones a utilizar, se determiné la razéon
proporcional entre el volumen de la suspension fingica base y la solucién base en cuestion,
luego, por medio del uso de una regla de tres se determiné el volumen escalado de la solucion
en cuestion.
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Anexo F

Aproximacion de tiempos de
implementacion

A continuacion, se presentan aproximaciones para determinar el tiempo que puede invo-
lucrar desarrollar cada uno de los métodos de encapsulacion que han sido escalados. Debido
a que corresponden a aproximaciones, al ejecutar los procedimientos se podria incurrir en
tiempos diferentes al tiempo estimado.

F.1. Gelificacion ionica

1. Preparar una solucion al 2% de alginato de sodio y agua destilada a 40°C, para esta
etapa se aproxima un tiempo de 20 minutos.

2. Preparar una solucion 0,2 M de cloruro de calcio, proceso para el que se estima un
tiempo de 20 minutos.

3. Autoclavar a 121°C por 20 minutos todas las soluciones y elementos a utilizar, para lo
que se estima un tiempo total de 2 horas [38].

4. Realizar el cultivo de Trichoderma reseei en una placa de Petri, para esto se estima un
tiempo de 8 dias.

5. Anadir agua destilada a la placa y extraer cuidadosamente las esporas, recuperar la
suspension de esporas del organismo, para esto se estima un tiempo de 1 hora.

6. Realizar el recuento de las esporas en una camara Neubauer, procurando contar con
una concentraciéon de 1-10° esporas por mililitro de suspension, para esta etapa se
aproxima un tiempo de 2 horas.

7. A la soluciéon de alginato de sodio anadir un volumen especifico de suspension fingica
y de agua destilada, posteriormente homogeneizar, para este proceso se aproxima un
tiempo de 30 minutos.
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8. Configurar el caudal, de los 0,96 mililitros solucién de alginato de sodio con esporas, en
861,7 mililitros por minuto, el tiempo aproximado dedicado a esta etapa se determina
en la Ecuacion F.1.

0,96 [T
i

=1,1-107?[min] = 0,07 [s] (F.1)
861,7 {—

tgeliﬁcaci()n =

min

9. Extraer cuidadosamente las perlas blandas desde el recipiente de cloruro de calcio, para
lo que se estima un tiempo aproximado de 30 minutos.

10. Dejar endurecer las perlas blandas a 4°C, este proceso contempla un tiempo fijo de 2
horas.

11. Lavar cuidadosamente con agua destilada las perlas ya endurecidas, con el fin de elimi-
nar excesos de cloruro de calcio, para este proceso se aproxima un tiempo de 3 horas.

Con todo lo anterior, el tiempo requerido para desarrollar la metodologia de gelificaciéon
ibnica corresponde a:

tiotar = 8 [dias] con 11[h] y 40 [min]

F.2. Montaje LbL

1. Autoclavar a 121°C por 20 minutos todas las soluciones y elementos a utilizar, para lo
que se estima un tiempo total de 2 horas [38].

2. Determinar el contenido molar de grupos OH en la lignina alkali utilizada, para este
proceso se aproxima un tiempo de 1 hora.

3. Preparar una solucion de lignina alkali y NaOH 2M, para esta etapa se estima un
tiempo de 10 minutos.

4. Definir la cantidad de GTAC a utilizar y anadirla a la solucién de lignina alkali y NaOH,
lo que se aproxima que consuma un tiempo de 1 hora.

5. Calentar la solucion de lignina alkali, NaOH y GTAC a 70 °C, por un periodo fijo de 1
hora.

6. Neutralizar la solucion, utilizando acido sulftrico, proceso que contempla un tiempo de
1 hora.

7. Dializar la solucién neutralizada frente a agua por un periodo fijo de 3 dias.

8. Eliminar la parte insoluble de la solucién y rescatar la parte soluble en agua, donde
esta la lignina cationica, para este proceso se aproxima un tiempo de 1 hora.

9. Evaporar el agua contenida en la parte soluble rescatada, para este proceso se estima
un tiempo de 12 horas.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Liofilizar la parte soluble concentrada, esta etapa contempla una duraciéon de 8 horas.

Preparar las soluciones de polielectrolitos, proceso que se estima tarda aproximadamen-
te 1 hora.

Autoclavar a 121°C por 20 minutos ambas soluciones polielectroliticas y elementos a
utilizar, para lo que se estima un tiempo total de 2 horas [38§].

Realizar el cultivo de Trichoderma reseei en una placa de Petri, para esto se estima un
tiempo de 8 dias.

Anadir agua destilada a la placa y extraer cuidadosamente las esporas, recuperar la
suspension de esporas del organismo, para esto se estima un tiempo de 1 hora.

Realizar el recuento de las esporas en una camara Neubauer, procurando contar con
una concentracion de 4,5 - 107 esporas por mililitro de suspension, para esta etapa se
aproxima un tiempo de 2 horas.

Anadir la solucion policationica a la suspension fungica y agitar, proceso que contempla
un tiempo aproximado 10 minutos.

Dejar reposar sin agitacion la mezcla de solucion policationica y suspension fungica,
por un periodo fijo de 15 minutos.

Centrifugar y resuspender las esporas, para esta etapa se aproxima un tiempo de 30
minutos.

Medir el potencial zeta, para esto se estima un tiempo de 1 horas [154].
Anadir la solucién polianionica e incubar, por un periodo fijo de 15 minutos.

Dependiendo de la cantidad de capas de polielectrolitos que se deseen obtener, se repiten
los pasos desde la etapa 16 a la etapa 20.

Asumiendo que se desean obtener 20 bicapas de polielectrolitos, los pasos 16-20 se repiten
20 veces, el tiempo requerido para desarrollar la metodologia de montaje LbL corresponde a:

F.3.

1.

2.

3.

tiotar = 14 [dias] con 4[h] y 30 [min]

Secado por aspersion

Prepara la soluciéon compuesta de dextrina, HPMC, leche descremada y quitosano, para
esto se aproxima un tiempo de 1 hora.

Autoclavar a 121°C por 20 minutos la solucién compuesta y los elementos a utilizar,
para lo que se estima un tiempo total de 2 horas [38|.

Realizar el cultivo de Trichoderma reseei en una placa de Petri, para esto se estima un
tiempo de 8 dias.
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4. Anadir agua destilada a la placa y extraer cuidadosamente las esporas, recuperar la
suspension de esporas del organismo, para esto se estima un tiempo de 1 hora.

5. Realizar el recuento de las esporas en una camara Neubauer, procurando contar con
una concentraciéon de 2,5 - 10% esporas por mililitro de suspension, para esta etapa se
aproxima un tiempo de 2 horas.

6. Anadir suspension fungica a la solucién compuesta, proceso que se aproxima tarde 30
minutos.

7. Configura el equipo de secado por aspersion a baja temperatura y correr un flujo de
solucion de 0,21 L/h, como el volumen de la mezcla de suspension fangica y solucion
compuesta es de 957 mL, el tiempo que tarda esta etapa se muestra en la Ecuacion F.2.

_ 9Tpet] 1] _ .
tsecado por aspersiéon — |:E:| : 1000 [ﬁ%f] = 4, 6 [h] =273 [mm] (FQ)
0,21 7

Con todo lo anterior, el tiempo requerido para desarrollar la metodologia de secado por
aspersion corresponde a:

tiotar = 8 [dias] con 11 [h] y 3 [min]

F.4. Electrohilado

1. Preparar una solucion al 8% de acrilamida, para lo que se estima un tiempo de 30
minutos.

2. Polimerizar la solucién de acrilamida utilizando persulfato de potasio, con el objetivo
de producir poliacrilamida, por un periodo fijo de 2 horas.

3. Verificar la correcta produccion de poliacrilamida, determinando el peso molecular pro-
medio de viscosidad, para esta etapa se aproxima un tiempo de 1 hora.

4. Preparar una soluciéon de quitosano en acido acético, para lo que se estima un tiempo
de 30 minutos.

5. Preparar una solucion de poliacrilamida en agua destilada, proceso que se estima tarde
30 minutos.

6. Unir ambas soluciones previamente preparadas y extraer una cantidad fija de soluciéon
compuesta, para esta etapa se aproxima un tiempo de 30 minutos.

7. Autoclavar a 121°C por 20 minutos todas las soluciones y los elementos a utilizar, para
lo que se estima un tiempo total de 2 horas [38].

8. Realizar el cultivo de Trichoderma reseei en una placa de Petri, para esto se estima un
tiempo de 8 dias.
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10.

11.

12.
13.

14.

Anadir agua destilada a la placa y extraer cuidadosamente las esporas, recuperar la
suspension de esporas del organismo, para esto se estima un tiempo de 1 hora

Realizar el recuento de las esporas en una camara Neubauer, para esta etapa se aproxima
un tiempo de 2 horas.

Extraer el volumen de suspension fingica que permite contar con una cantidad fija de
1,9 - 10? esporas, para lo que se estima un tiempo total de 30 minutos.

Filtrar y recolectar las esporas del microorganismo, proceso que se estima tarde 1 hora.

Mezclar la solucion compuesta con la masa de esporas extraida, proceso que se estima
tarde 30 minutos.

Ajustar el equipo de electrohilado, cargar en la jeringa la solucién compuesta con espo-
ras y correr un caudal de 0,7 mL/h, como el volumen de solucién total es de 0,26 mL,
el tiempo que tarda esta etapa se muestra en la Ecuacion F.3.

0,26
telectrohilado - % = Ou 37 [h] =22 [mln] (F3)
0,7 { . ]

Con todo lo anterior, el tiempo requerido para desarrollar la metodologia de electrohilado
corresponde a:

totar = 8 [dias] con 12 [h] y 22 [min]
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