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Resumen

Se logro inmovilizar la Pseudomonas aeruginosa, por un tiempo de hasta 5 dias logrando el
intercambio libre de las moléculas necesarias para la supervivencia y funcionalidad de estas
bacterias. El soporte utilizado fue el s6lido mesoporoso bimodal tipo UVM-7, con el cual se ob-
tuvieron monolitos utilizando silatrano-agua como agente cohesionante, los cuales presentan
una adecuada resistencia mecanica que permitiéo su manipulacion, y con caracteristicas mor-
fologicas y texturales similares al UVM-7 en polvo, a saber, el patron de DRX mostré un pico a
2,27° de 20 correspondiente al plano d(100); 38,65 A, area superficial de 864 m”/g, mesoporos
de 3,5 nm y macroporos de 75,9 nm.
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Pseudomonas aeruginosa CAZ-003, inmovilization
on UVM-7 monoliths

Abstract

Immobilization of Pseudomonas aeruginosa was achieved as long as 5 days, allowing the
free exchange of molecules necessary for her survival and functionality. Bimodal mesoporous
solid UVM-7 was used as a support, obtaining monoliths with silatrane-water as cohesion
agent, which exhibit a adequate mechanical strength for his manipulation. Morphological and
textural characteristics were similar to the UVM-7 powder. XRD pattern showed a peak at 2.27°
26 corresponding to d(100) plane, 38.65 A, surface area 864 m’/g, meso and macropores of 3.5
and 75.9 nm respectively.
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Introduccion

Las ventajas de la inmovilizacién en bio-
tecnologia han impulsado a generaciones en-
teras de cientificos a buscar métodos adecua-
dos para la obtenciéon de beneficios econoémi-
cos. Existen diferentes medios para la inmovi-
lizacion como son: gel de alginato (1), perlas
de alginato (2), espuma de poliuretano (1, 3),
zeolita natural (clinoptilolita) (4), entre otros.

Los materiales porosos tienen ciertas
caracteristicas que favorecen la inmoviliza-
cién, en comparacion con los materiales no
porosos, debido a su tamano de poro, elevada
area superficial y volumen de poro (5). Los re-
sultados de la inmovilizacién incluyendo el
funcionamiento de las enzimas inmoviliza-
das, dependen en gran medida de las carac-
teristicas del soporte, hasta ahora diversos
materiales nanoestructurados se han utili-
zado, tales como, silices mesoporosas, nano-
tubos, nanoparticulas y nanofibras (6).

Las ventajas que se obtienen al inmovi-
lizar la bacteria Pseudomonas aeruginosa en
comparaciéon con otros agentes (enzimas)
que se han inmovilizado, es la obtencion de
los productos que ésta sintetiza, como lo son,
la piocianinay fluoresceina, con aplicaciones
antibacterial y en medicina oftalmolégica,
respectivamente. Ademas de evitar las eta-
pas de extraccion y purificacion necesarias
como es el caso de las enzimas aisladas.

Se ha propuesto la inmovilizaciéon de
microorganismos en matrices sélidas, para
asegurar la separacion de la biomasa micro-
biana, extraccion de los productos y mejorar
la resistencia y el manejo de la propia bio-
masa. Mas aun, si tales biomasas estan in-
movilizadas aumentarian su estabilidad,
fuerza mecanica y reutilizacion, facilitando
ademas la manipulacion.

La Pseudomonas aeruginosa pertenece
ala subdivision (16SrRNA) de las gamas Pro-
teobacterias (7). Presenta una distribucion
cosmopolita, aislandose de tierra, agua,
plantas, animales y seres humanos (8). Se
caracteriza en especial por producir dos pig-

mentos: uno amarillo verdoso fluorescente
(fluoresceina) y otro azul claro llamado pio-
ciani, la mezcla de pigmentos amarillo y azul
da a los cultivos en el que prolifera este mi-
croorganismo un color azul verdoso (9).

La busqueda de nuevos materiales em-
pleados en diferentes reacciones quimicas,
llevo a los investigadores de la Mobil Oil Cor-
poration, a sintetizar una nueva familia de
materiales mesoporosos, llamados M41S,
cuya estructura puede ser hexagonal, cubi-
ca o laminar. Muchos de estos materiales
presentan un alto potencial en aplicaciones
como la catalisis, técnicas de separacion,
entre otras (10, 11). En esta rama de la cien-
cia, se ha desarrollado un nuevo material de
la familia M41S, denominado UVM-7, el
cual presenta dos sistemas de poro. La sin-
tesis del UVM-7 parte de un complejo de sili-
cio, que permite un efectivo control del pro-
ceso de hidrolisis y condensacion (12). Estu-
dios recientes han demostrado que estos
materiales contienen abundantes grupos si-
lanoles en la superficie que favorecen la in-
movilizacién de material biolégico (13).

En tal sentido, el presente trabajo de
investigacion tuvo por objetivo elaborar un
monolito adecuado del material mesoporo-
sobimodal UVM-7 y probarlo para una eficaz
inmovilizacion de Pseudomonas aeriginosa.

Materiales y métodos

Elaboracion de los monolitos/soporte

El s6lido UVM-7 se prepar6 mediante el
proceso Sol-Gel, con una relacién molar 2Si:
7TEA: 0,52CTAB: 180H,O descrita por
Huerta y col. (14), para la elaboracion de los
monolitos se tomaron 0,8 g del solido y se
mezcl6 con agua (M1) para obtener una pas-
ta la cual fue moldeada con un troquel y una
prensa a 0,5 TM por 1 min, Posteriormente,
se realizaron las pruebas de temperatura de
secado a 25, 60y 120°C. El mismo procedi-
miento se repitié para otros agentes cohesi-
vos: n-propanol (M2), pega vinilica-agua
(M3), y silatrano-agua (M4). Los monolitos
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se perforaron con un taladro de alta veloci-
dad. La materia organica se eliminé por cal-
cinacion, sometiendo al monolito a una tem-
peratura de 540°C por 4 h, a una velocidad
de calentamiento de 1°C/min.

Caracterizaciones del soporte

Los patrones de Difraccion de Rayos X
(DRX) se registraron entre 1,5y 20 grados
de 26, con un paso de 0,02° (26) y tiempos
de adquisicion de 3 s/paso utilizando un
equipo modelo DS8FOCUS marca Bruker
con una fuente de radiacién de CuKa y un
detector LynxEye tipo PSD (Position Sensi-
tive Detector). Las isotermas de adsorcion —
desorcion de nitrogeno se realizaron en un
ASAP 2010, desgasificando previamente la
muestra a 200°C en vacio hasta alcanzar
una presion residual de 0,04 torr. El calcu-
lo de la Distribucion de Tamarno de Poro
(DTP) se realiz6 utilizando las ecuaciones
de Barret, Joyner y Halenda (BJH) (15). E1
area superficial especifica de los sélidos se
determiné aplicando las ecuaciones de
Brunauer, Emmet y Teller (BET) (16). Los
volumenes de poro se determinaron por el
método (BJH). Para la Microscopia Electro-
nica de Barrido (MEB), se utiliz6 un equipo
FEI Quanta 200, trabajando a 30,00 kV.

Microorganismo y medio de cultivo

Se seleccion6 un aislamiento de Pseu-
domonas aeruginosa (CAZ-033), suminis-
trada por la coleccion de bacterias del Dr.
Anibal Zaindenberg, adscrita a la federacion
mundial de colecciones de cultivos (WFCC).

La incubacion del microorganismo
tuvo lugar en aerobiosis en placas de agar
Mueller-Hinton (BBL-DIFCO), a 37°C du-
rante 48 horas. La bacteria se cosech6 con
buffer TB (Tris Base) (pH 7,4). La biomasa
celular se centrifugé a 3.148xg durante 15
min, descartandose el sobrenadante.

Inmovilizacion en monolitos de UVM-7

El monolito fue inoculado con 200 pL
de la suspension bacteriana cosechada en

buffer TB (Tris base 20 mM pH 7.4). Des-
pués del sellado definitivo, el monolito fue
introducido estérilmente en un kitasato de
500 mL de capacidad, conteniendo 250 mL
de Caldo Nutriente (BBL-DIFCO) estéril. La
incubacion en aerobiosis del sistema en agi-
tacion se realiz6 a 37°C durante 120 horas.

Determinacion de la viabilidad celular
en el soporte

La viabilidad celular se evalu6 a través
de un método enzimatico. Este consistio en
poner en contacto a las bacterias inmoviliza-
das en el soporte con una solucion de un
sustrato SIGMA FASTTM, BCIP/NBT espe-
cifico para la enzima fosfatasa alcalina. Esta
enzima esta presente en el citoplasma de las
células viables en el sistema. La reaccion
fosfatasa alcalina-sustrato produce un pre-
cipitado coloreado que indica la actividad
enzimatica intracelular y por ende el poten-
cial de viabilidad bacteriana.

Resultados y discusion

Se sintetiz6 el material UVM-7 mesoes-
tructurado, obteniéndose un sélido blanco
de aspecto pastoso. Para el proceso de ela-
boracién de los monolitos se realizaron dife-
rentes ensayos evitando obtener monolitos
con fracturas y que no se dispersaran las
particulas en el medio liquido, variando
para ello el medio cohesivo. Estos resulta-
dos se presentan en la tabla 1, donde se ob-
serva que los mejores materiales se obtuvie-
ron al emplear la mezcla de silatrano-aguay
el solido mesoestructurado seco.

La figura 1 muestra el material M4 calci-
nado y sin calcinar, donde es posible observar
que estan libres de fractura. La eficiencia en la
cohesion de los granos se debe a los grupos si-
lanoles que se encuentran en la superficie de
la particula (14) mesoestructurada y en las
particulas que se estan formando al mezclar
silatrano y agua, se enlazan (condensan for-
mando puentes de oxigeno) aportando una
fuerte unioén entre ellas, evitando la fractura
de los monolitos, De igual manera fueron rea-
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Tabla 1
Materiales empleados para los diferentes ensayos en la elaboracion de los monolitos

Solido Medio cohesivo

Resistencia a la Manipulacion

M1* Mesoestructurado
M2* Mesoestructurado
M3* Mesoestructurado

M4* Mesoestructurado

n-propanol
Pega vinilica-agua

Silatrano-agua

Poca resistencia
Poca resistencia
Poca resistencia

Sin fractura y alta resistencia

* Nomenclatura para los monolitos.

a) b)
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Figural. Variacién del tamafio. a)y c) alturay
diametro de M4, b) y d) altura y dia-
metro de M4 calcinado.

lizadas diferentes pruebas de secado para el
M4, el cual consistié en someter el monolito
a diferentes temperaturas para eliminar la
humedad, observandose que su estructura
se conservaba estable (sin fracturas) y sin
disminuir su tamano.

Caracterizaciones del monolito
de UVM-7

Laisoterma de adsorcion-desorcion de
nitrégeno para el material M4 calcinado, se
presenta en la figura 2, donde se observa
una isoterma tipo IV caracteristica de ma-
teriales mesoporosos bimodales (14), mos-
trando dos incrementos bien definidos de
volumen en 0,4y 0,9 P/P,, correspondiente

a los mesoporos y macroporos respectiva-
mente, indicando la presencia de un siste-
ma bimodal. Esta isoterma también mues-
tra la histéresis del tipo H1 (IUPAC) caracte-
ristico de los s6lidos mesoporosos en la zona
de los macroporos. La figura 3 muestra la
distribucion del tamano de los poros indi-
cando que el material posee dos sistemas de
poros (mesoporos de 3,5 nm y macroporos
de 75,9 nm). También se puede observar con
poca intensidad poros definidos de 11 nm,
que pueden ser originados por la manipula-
cion del solido en el momento de la elabora-
cion del monolito.

La figura 4 muestra los difractogramas
del s6lido UVM-7 mesoestructurado, UVM-7
calcinado y el monolito M4 calcinado. Aqui
se observan los maximos de los picos a apro-
ximadamente 2,27° de 20 que corresponden
alareflexion d(100), y un hombro a 4,25° de
20 que corresponde a los planos solapados
d(110) y d(200). Estos patrones son caracte-
risticos de un ordenamiento hexagonal de-
sordenado o pseudohexagonal (14). Una vez
que el agente director de estructura se elimi-
na por calcinacion el material pierde orden
lo cual se evidencia por el desplazamiento de
2,14° a 2,27° de 20 del pico que corresponde
al plano d(100) hacia angulos mayores, de-
bido a que en el proceso de calcinacion se
produce una contraccion de la estructura
que modifica el orden encontrado en el ma-
terial mesoestructurado.

La tabla 2 resume las principales ca-
racteristicas del UVM-7 (monolito M4 calci-
nado), esta disminucién de m?/ g del area
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Figura 2. Isoterma de adsorcién-desorcién de
N: (a) y Distribuciéon del Tamafio de
Poro (DTP) (b) del monolito M4
calcinado.

superficial puede ser debido a que ahora las
particulas originalmente sueltas del UVM-7,
se encuentran unidas por puentes de oxige-
no, excluyendo esta area de union de la su-
perficie que puede ser accesible al gas sonda
utilizado (N,).

La microscopia electronica de barrido
(MEB) se utilizé6 como una poderosa herra-
mienta que permitio la caracterizaciéon mor-
folégica del solido. En la figura 5 se muestra
como los granos formados por la aglomera-
cion de particulas se han compactado dan-
dole forma al monolito, también se puede
observar (figura 6) como el grano del sélido
UVM-7 esta formado por la aglomeracion de
particulas, originando intersticios que dan
origen a los macroporos.

d(100)

Intensidad

d(110,200)

Grado de 2p

Figura 3. Difraccion de rayos X normalizados
para el material M4 calcinado. (A),
UVM-7 calcinado (B) y
Mesoestructurado (C).

Figura4. Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) del M4 calcinado.

Inmovilizacion de Pseudomonas
aeruginosa CAZ-033 en el monolito
de UVM-7

La bacteria permaneciéo inmovilizada
en el monolito por un tiempo maximo de 5
dias (figura 7). Transcurrido ese periodo, las
Pseudomonas se exteriorizaron hacia el me-
dio de cultivo, presumiblemente por la pre-
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Tabla 2
Caracteristicas generales del M4 calcinado.

Material d (100) a,
(mm) (mm) (nm)

Pared Area BET Pico
(m?/g)

Pico Vol. Tot Vol. Vol.
Meso Macro (cm®/g) meso macro
(nm)  (nm) (cm®/g) (cm?3/g)

UVM-7 3,86 4,63 0,9
(Monolito M4

calcinado)

Meso 4,44 5,13 nd
estructurado

Calcinado 4,25 4,9 2

3,5 75,9 1,76 0,60 1,11

nd nd nd nd nd

3.0 ~ 60 nd 0,77 1,03

Figura5. Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) ampliada del M4 calcinado.

sencia de intersticios en la estructura del
solido mesoporoso, a través de los cuales
esta bacteria motil se desplazé hacia un gra-
diente positivo de disponibilidad de nutrien-
tes en el medio liquido exterior. En otros es-
tudios realizados donde la superficie de la
matriz contiene muchos grupos —OH, se re-
porta informacion sobre la interaccion que
existe entre los grupos silanoles (-OH) y la
pared celular de la cepa, lo cual favorece la
inmovilizacion (17).

Entre las ventajas que se pueden obte-
ner empleando el s6lido UVM-7 como sopor-
te de las Pseudomonas aeruginosaes que di-
cha bacteria se caracteriza principalmente

Pseudomonas
aeruginosa en M4 calcinado. a) inicio,
b) 24 h., ¢) 72 h, d) 5 dias.

Figura 6. Inoculacion de

por sintetizar dos pigmentos uno llamado
piocianina de color azul-verdoso con propie-
dades antibacterial (18), y otra sustancia
llamada fluoresceina de color amarillo-ver-
doso que tiene aplicaciones en el area de of-
talmologia, también se puede identificar la
presencia de la bacteria a través de sus pig-
mentos en enfermedades como dermatitis,
ulceras, fibrosis quistica, entre otros (19).
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Figura7. Biopelicula de la Pseudomonas aeruginosa. a) biopelicula y b) vista en el microscopio a 400 x.

Dichos pigmentos pueden salir del monoli-
to, quedando la bacteria inmovilizada.

Adicionalmente, se observo al exami-
nar el interior del monolito la presencia de
biopelicula bacteriana. Esta biopelicula es
permeable por ende no impidi6 el acceso de
los nutrientes desde exterior, ni la exteriori-
zacion del microorganismo hacia el medio de
cultivo, fue observada a través de un mi-
croscopio optico a 400X, como se muestra
en la figura 8. En este caso la bacteria pro-
duce la biopelicula con la finalidad de au-
mentar la superficie de absorciéon de nu-
trientes. La produccion de esta superestruc-
tura biologica fue facilitada por el sistema de
inmovilizacién que ofreci6 a la poblacion
bacteriana utilizada una fase sélida de ad-
herencia en la cara interna del monolito.

Determinacion de la viabilidad celular
en el soporte

Se realizé dicho ensayo con la finalidad
de observar si las bacterias se encontraban
vivas dentro de la estructura contenedora.
En la figura 8 se muestran los controles (fi-
gura 8a bacteria suspendida en agua, y 8b
agua esterilizada), donde se puede observar
la aparicion del precipitado coloreado (8a)
originada por la actividad enzimatica aso-
ciada a la viabilidad celular. En la Figura 8 d
se observa el ensayo realizado con el monoli-
to 48 h después de la inoculacién, eviden-
ciando que la Pseudomonas aeruginosa per-
manece viable y activa en el interior del mo-
nolito a través del tiempo.

a) b)

Figura 8. Viabilidad celular en el Soporte para
verificar la actividad enzimatica. a)
agua con bacterias b) agua
esterilizada, c) agua con monolito sin
inocular, d) agua con monolito inocu-
lado (todos contienen sustrato).

Conclusiones

Se logro sintetizar monolitos de UVM-7
como soporte para la inmovilizacién, sin
fracturas y con alta resistencia a la manipu-
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lacion, con el uso de la mezcla de silatrano-
agua para cohesionar el material mesoes-
tructurado. La bacteria Pseudomonas aeru-
ginosa permanecio inmovilizada en el mono-
lito por un periodo de tiempo maximo de 5
dias. Se demostro la viabilidad del UVM-7
como soporte para la inmovilizacién de la
Pseudomonas aeruginosa.

El sistema de inmovilizaciéon bacteria-
na en UVM-7 permiti6 la produccion de bio-
pelicula.
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