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ABSTRACT: Chitin is a linear polysaccharide produced by animal and fungal species. One of its
sources is the fungus Aspergillus niger, which is culturable in industrial bioreactors. Chitin is a
neutral biopolymer that modifies the electrical properties of composite materials. These are use-
ful features in some electronic devices. This study aimed to carry out physicochemical character-
izations of chitin films obtained from the above-mentioned fungus, using a chemical method
enhanced with exposure to heat and shock waves, and to determine their electrical resistivity at
high voltages (between 10 and 20 kV). Shock waves were used in this study because they are
known to induce pores into cells and could promote alkali entry into the hypha, allowing better
removal of residual cellular components. Chitin was neutralized, dried, and films were produced.
Residual protein values were quantified by bicinchoninic acid assay (BCA). The films obtained had
low amounts of protein. The characterization of the specific morphotype extracted was done by
FTIR and XRD. An especially designed circuit revealed significant variations of the resistivity as the
voltage was varied. This behavior is typical of a non-linear varistor and, to the best of our knowl-
edge, has not been reported for chitin.
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RESUMEN: La quitina es un polisacarido lineal producido por especies animales y fungicas. Una
de sus principales fuentes de obtencion es el hongo Aspergillus niger, cultivado en biorreactores
industriales. Es un biopolimero neutro que modifica las propiedades eléctricas de los materiales
compuestos, una caracteristica muy Gtil para algunos dispositivos electronicos. Nuestro objetivo
en este trabajo fue la caracterizacion fisicoquimica de peliculas de quitina, extraida de dicho
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hongo por un método quimico asistido por ondas de choque y calor, asi como también determi-
nar su resistividad eléctrica al aplicarle altos voltajes (entre 10 y 20 kV). Las ondas de choque se
utilizaron en este estudio porque se sabe que inducen poros en las células y podrian promover la
entrada de alcali en la hifa, permitiendo una mejor eliminacion de los componentes celulares
residuales. La quitina fue neutralizada, secada y se formaron peliculas. Los valores de proteina
residual se cuantificaron con la técnica de acido bicinconinico (BCA), obteniendo peliculas con
bajas cantidades de proteina. La caracterizacion del morfotipo especifico extraido se estimo me-
diante infrarrojo transformado de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos X (XRD). Para evaluar la re-
sistividad ante voltajes elevados, se disei6 un circuito especial que permitio detectar variaciones
significativas de esta con respecto al voltaje aplicado, es decir, la quitina mostré un comporta-
miento coincidente con un varistor no lineal y, hasta donde sabemos, este es el primer informe
de dicho comportamiento para la quitina.

PALABRAS CLAVE: Aspergillus niger, ondas de choque, peliculas de quitina, resistividad eléctrica.

Introduccion

Después de la celulosa, la quitina es el segundo biopolimero més abundante
en el mundo. Se produce por varias especies de hongos, crusticeos, insectos,
poriferos, cnidarios y tardigrados (Chen et al., 2021). Es un polisacarido lineal
conformado por unidades repetidas de (-(1-4)-N-acetilglucosamina (Song et
al., 2012), reportado por primera vez en el afio 1811 por el quimico francés
Henri Braconnot, quien observé una fraccién del hongo Agaricus volvaceus in-
soluble en 4lcali, a la cual denominé “fungina”. El término quitina se debe al
quimico francés Auguste Odier, quien, en 1823, la obtuvo a partir de élitros
de insectos. La quitina y el quitosano (derivado desacetilado de la quitina) po-
seen propiedades de adsorcién, biodegradabilidad, baja toxicidad y buena
biocompatibilidad (Crini, 2019). Ambos polimeros son de gran interés para
aplicaciones en 4reas biomédicas, en el tratamiento de aguas, en el procesa-
miento y embalaje de alimentos, en la industria cosmética, en el desarrollo de
baterias de estado sélido y en la fotografia, entre otras (Hirano, 1996; Song et
al., 2012).

Se han descrito multiples ventajas del uso de la quitina fangica, como
tener el menor contenido de sustancias alergénicas (Jones et al., 2020), ser
fuentes de produccién continuas y homogéneas (a diferencia de las fuentes
animales que son estacionales y heterogéneas); su extraccién es mas amigable
con el ambiente debido a una menor generacién de productos de desecho du-
rante la extraccion, entre otras (Philibert et al., 2017). El contenido de quitina
puede variar desde 2 y hasta 42% y depende de la especie de hongo, de las
condiciones ambientales de crecimiento, asi como de la edad y la estructura
fungica utilizada en la extraccién (Nawawi et al., 2020).

Aspergillus niger es un hongo muy utilizado en la industria, pues es pro-
ductor de 4cido citrico y otros dcidos organicos. También produce una gran can-
tidad de enzimas como amilasas, fitasas y proteasas (Shahlaei y Pourhossein,
2013). Este hongo microscopico, se usa actualmente como plataforma para la
produccién de proteinas heterdlogas recombinantes (Ntana et al., 2020). Es
cultivado a gran escala en biorreactores, pudiéndose usar como fuente para la
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extraccién de quitina fungica (Posch et al., 2013). Se ha reportado que sus pa-
redes celulares poseen un contenido de quitina de aproximadamente 23% (Wu
etal., 2005).

El objetivo general de este estudio comprendié la extraccién de quitina
del hongo A. niger por un método quimico asistido por ondas de choque con-
centradasy calor, formando peliculas a las que se les determiné su resistividad
eléctrica ante voltajes relativamente elevados (entre 10 y 20 kV). Asi, uno de
los objetivos particulares fue probar dichas ondas de choque como posible ad-
yuvante de la extraccién, mientras que el otro fue dirigido al andlisis de las
propiedades eléctricas de la quitina en condiciones extremas, donde su uti-
lidad como dieléctrico —entre otras— no ha sido explorada a la fecha.

Las ondas de choque reportadas en este trabajo son del tipo utilizado en apli-
caciones clinicas y biotecnoldgicas (Lohrer y Gerdesmeyer, 2014; Loske, 2017;
Molina et al., 2020; Larrafiaga-Ordaz et al., 2022). Se trata de pulsos de presién
con una duracién de 0.5 a 3 ps y presiones entre 10 y 150 MPa, seguidos de un
pulso de rarefaccién de aproximadamente 2 a 20 ps, cuya amplitud (considerada
negativa con respecto a la presion de equilibrio) puede superar 20 MPa. Se pro-
ducen en un fluido, generalmente agua, y se concentran con reflectores, lentes o,
como en el caso descrito aqui, con generadores de forma semiesférica. El nimero
de veces (dosis), la presién y la frecuencia con la cual se emiten estos pulsos de-
pende de la aplicacién especifica. Una caracteristica importante es que el tiempo
en el que la presién aumenta desde su valor de equilibrio (presién hidrostatica)
hasta el valor maximo (P*) es extremadamente corto (menor a 500 ns).

Al hacer pasar este tipo de perturbaciones a través de un fluido como el
agua o una suspensién de hongos microscépicos, se produce cavitacién acis-
tica, es decir, el crecimiento y colapso violento de microburbujas (Choi et al.
1993; Ohl e Ikink, 2003; Cleveland y McAteer, 2007; Johnsen y Colonius,
2008). El incremento subito de presién comprime las microburbujas de aire
contenidas en el fluido, aumentando su presién interna significativamente. A
este fenémeno, conocido como colapso forzado, le sigue una expansién si-
bita, con duracién de decenas de microsegundos, debida a la elevada presién
dentro de la burbuja y a la influencia de la presién negativa de la onda de
choque. Después de aproximadamente 100 a 600 ps, las burbujas sufren un
colapso inercial sumamente violento, durante el cual se generan ondas de
choque secundarias y microchorros de fluido, denominados microjets, cuyas
velocidades pueden llegar hasta 700 m/s (Philipp et al., 1993).

Los efectos fisicos, bioldgicos y terapéuticos de las ondas de choque de-
penden en gran medida de la cavitacién acustica, es decir, de los esfuerzos
producidos por las ondas de choque secundarias y los microjets emitidos por
el colapso de las microburbujas. La formacién de burbujas también es propi-
ciada por nucleos de cavitacién, que son sitios en los que la fuerza de adhesién
entre el fluido y alguna superficie es relativamente baja.

La emisién de los microjets puede ser potenciada haciendo incidir una se-
gunda onda de choque justo durante el colapso de las burbujas generadas por
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la onda de choque precedente, lo cual es un proceso denominado generacién
de ondas de choque tdndem (Lukes et al., 2016). La eleccién del intervalo de
tiempo 6ptimo entre la primera y la segunda onda de choque (también lla-
mado retraso) para cierta aplicacién es complicada, debido a que la cavitacién
depende de muchas variables como la viscosidad, la temperatura, la densidad
de microburbujas, asi como de la cantidad y tamarios de los nicleos de cavita-
cién en la suspensién.

Las ondas de choque tdndem se han usado como método de permeabili-
zacién celular para aumentar la eficiencia de transformacién genética de A.
niger (Loske et al., 2014). En el ensayo reportado aqui, se recurrié a su uso con
la finalidad de promover el ingreso de élcali al interior de las hifas, permi-
tiendo una mayor eliminacién de componentes celulares residuales que po-
drian considerarse como contaminantes en el producto final.

La quitina y el quitosano poseen propiedades eléctricas como la capa-
cidad de carga y descarga, capacidad de actuacidn, dielectricidad y triboelec-
tricidad. La quitina es un biopolimero neutro mientras que el quitosano es un
biopolimero catiénico (Ponnamma et al., 2017). Su uso potencial en la elec-
trénica se contempla como una alternativa para enfrentar el problema de los
desperdicios electrénicos y el desarrollo de materiales de nueva generacidn,
renovables y amigables con el ambiente (Wang et al., 2021; Ponnamma et al.,
2017). Autores diversos han reportado que la presencia de quitina como com-
ponente en algunos materiales compuestos modifica las propiedades dieléc-
tricas y triboeléctricas originales, resultando de utilidad en la propuesta de
dispositivos electrénicos como capacitores, biosensores y nanogeneradores
triboeléctricos. Zhangy Olin (2020) y Salaberria et al. (2018) han encontrado
que el refuerzo de materiales de quitosano con nanocristales de quitina re-
dujo la conductividad eléctrica y disminuyé su tendencia a absorber agua. Por
otro lado, Wang et al. (2020) al utilizar nanoldminas de nitruro de boro con
una fuerza dieléctrica alta y pérdida electrénica baja, embebidas en una ma-
triz de quitina, observaron que esta dltima impact6 el comportamiento en
ambas variables. Kamalov et al. (2020) demostraron que el uso de nanofibras
de quitina en matrices de cultivo para fibroblastos permitié modular e incre-
mentar la conductividad eléctrica de la matriz.

Existe gran interés en conocer las propiedades eléctricas de biopolimeros
que puedan integrarse en el desarrollo y el mejoramiento de dispositivos elec-
trénicos biodegradables. De entre la variedad de biopolimeros existentes, la
quitina es uno de los mdas abundantes y sus propiedades eléctricas han sido
analizadas principalmente como parte de materiales compuestos.

Material y métodos
Preparacion de muestras

Se elaboraron suspensiones de la masa fingica a una concentracién de 25
mg/mL (m/v) en hidréxido de sodio (NaOH 1M), las cuales fueron homoge-
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neizadas en vortex (Benchmark Scientific Inc., Sayreville, NJ, EUA). Para to-
dos los tratamientos se utilizaron 3 mL por muestra, colectados completa-
mente en 16 pipetas de transferencia de polietileno con capacidad de 4 mL
(SEDI-PET, SAMCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), sellando
su tallo con calor a 20 mm del bulbo. Cuatro de las suspensiones se incubaron
durante 1 h y el resto (12 pipetas) se dejaron a temperatura ambiente (T.A.)
durante 24 h previas a cualquier otro tratamiento. Tres pipetas de cada lote
fueron sometidas a ondas de choque como método adyuvante en la extrac-
ci6én y una se dejé como control de tratamiento.

Aplicacion de ondas de choque

La aplicacién de ondas de choque se llevé a cabo con el equipo experimental
mostrado en la figura 1, el cual fue disefiado para generar ondas de choque
tdndem con retrasos seleccionables en los intervalos de 10 a 100 ps (+ 2 ps)
y de 100 a 900 ps (+ 5 ps). Basicamente consiste en un emisor de ondas de
choque piezoeléctrico Piezolith 2501 (Richard Wolf GmbH, Knittlingen, Ale-
mania), montado en el fondo de una tina de acrilico de 675 x 675 mm de
base y 450 mm de altura, que produce ondas de presién por la stibita expan-
sién de 3000 cristales piezoeléctricos montados sobre la parte céncava de
una superficie semiesférica de aluminio al ser expuestos a una descarga de
alto voltaje de 2 a 6 kV. Una superficie polimérica aisla los cristales y sus con-
tactos eléctricos del agua. Debido a efectos no lineales y a la superposicién de
la contribucién del pulso de presién de todos los cristales se produce una
onda de choque en torno al centro del arreglo, denominado foco (F).

Figura 1. Fotografia del generador de ondas de choque utilizado, con lineas y leyendas sobrepuestas
para facilitar su comprension.

“ ') | /Poulclonudorm

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Para el voltaje usado (6 kV), el volumen dentro del cual P* tiene un valor
igual o mayor al 50% de su maximo, denominado zona focal de -6 dB, tiene la
forma de un elipsoide vertical, centrado en F, con ejes de aproximadamente
6.6 y 1.8 mm. La densidad de energia en el foco es de 0.895 mJ/mm?. Un po-
sicionador xyz (UniSlide Assemblies Velmex, Inc., Bloomfield, NY, EUA) y dos
laseres situados en dos paredes (perpendiculares una a la otra) de la tina, ala
altura de F (plano focal), permiten colocar las muestras dentro de la tina con
una precisién de + 0.05 mm.

El nivel de agua dentro de la tina se mantuvo fijo a 40 mm arriba de Fyla
frecuencia de generacién de eventos tandem se ajusté en 0.5 Hz, es decir,
cada dos segundos se emiti6 una pareja de ondas de choque. Cada pipeta fue
colocada dentro de la tina del generador de ondas de choque de tal manera
que el centro de la suspensién coincidiera con F, y sometida a 2000 eventos
tandem con tres retrasos diferentes, distribuidos de la siguiente manera: 200
eventos tdndem (400 ondas de choque) con retraso de 210 ps, 700 eventos
(1400 ondas de choque) con retraso de 170 ps y finalmente 1100 eventos
(2200 ondas de choque) con retraso de 120 ps. Los viales control se mantu-
vieron en las mismas condiciones experimentales, sin tratamiento de ondas
de choque. Las dosis de ondas de choque y los retrasos correspondientes
fueron seleccionados con base en experimentos previos (no reportados aqui).
Informacién mas detallada sobre el generador de ondas de choque puede en-
contrarse en la bibliografia citada.

Tratamiento con calor

Las muestras de 3 lotes (tanto las que recibieron ondas de choque como las
que se reservaron como controles) fueron sometidas a un tratamiento con ca-
lor por 3 h en bafio de agua a 65 °C (Benchmark Scientific Inc., Sayreville, NJ,
EUA). La diferencia entre lotes fue el tiempo (1 y 24 h) que estuvieron en con-
tacto con el solvente (NaOH 1 M), previo a recibir ondas de choque.

Neutralizacion

Las suspensiones fueron recuperadas en tubos cénicos de 50 mL. Se hicieron
lavados para eliminar restos celulares y neutralizar el pH, agregando 20 mL
agua destilada estéril en cada lavado. La recuperacién de masa se realiz6 por
centrifugaciéon a 10,000 x g (Heraeus, Multifuge X1R, Thermo Fisher Scienti-
fic) durante 5 min y el sobrenadante fue descartado. En cada ocasién el bot6n
fungico se resuspendié agitando con vértex. El pH fue medido después de
cada lavado, hasta alcanzar un valor cercano al neutro (pH 7 - 7.4).

Determinacion de la masa final recuperada

Una vez neutralizada, la masa fingica se suspendié en un volumen final de 10
mL y se procedié con la documentacién fotografica de una fraccién, utilizan-
do un microscopio éptico (BX40F, Olympus Scientific Solutions, Waltham,
MA, EUA) con un objetivo 10 x para evidenciar el efecto de cada tratamiento
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en el tamario de la colonia del hongo. A partir de la suspensién final se toma-
ron 3 mL de cada muestra y se colocaron en moldes de teflén, dejando secar a
50 °C durante la noche. El producto fue recuperado en forma de pelicula tan-
to circular como rectangular, mismos que fueron pesados y almacenados.

Cuantificacion del porcentaje de proteina residual

A partir de las muestras tratadas conservadas en liquido y en forma de pelicu-
la, se evalud el porcentaje de proteina utilizando el kit para determinacién por
reaccién con acido bicinconinico (ABP Biosciences, Beltsville, MD, EUA) en
microplaca de 96 pozos, de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se
utiliz6 albumina de suero bovino incluida en el kit para la elaboracién de una
curva de referencia de concentraciones conocidas de proteina (1, 0.5, 0.25,
0.12, 5,0.0625 y 0 mg/mL). Para la cuantificacién se colocaron 200 pL de so-
lucién de trabajo del kit y 20 pL de muestra liquida; mientras que para las
muestras que formaron peliculas se cortaron fragmentos de 2 x 2 mm y se pu-
sieron en contacto directo con 200 pL de la solucién de trabajo. La placa se in-
cub6 a 37 °C por 30 min en oscuridad, se dejé enfriara T.A. y seleyé a 562 nm
utilizando el equipo Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) en modo es-
pectrofotémetro. Las muestras se analizaron por triplicado.

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Los datos se obtuvieron utilizando un espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo
Nicolet, Madison, WI, EUA) con un cristal de reflectancia atenuada. Las me-
diciones se realizaron sobre fragmentos de 5 x 5 mm obtenidos a partir de las
muestras que formaron peliculas. El espectro fue registrado en el rango de
4000 a 500 cm™.

Difraccion de rayos X

El anélisis estructural de la quitina obtenida se llev6 a cabo mediante difrac-
cién de rayos X sobre las peliculas, utilizando un difractémetro Rigaku Ultima
IV (Wilmington, MA, EUA). Estas fueron colocadas en un portamuestras zero
background para evitar lecturas que provinieran del mismo. El voltaje y la co-
rriente de la fuente de rayos X fueron prestablecidos en 40 kV y 30 mA, res-
pectivamente. El rango de escaneo de las muestras fue de 5° a 80° en 26, con
un incremento de paso de 0.02°, a una velocidad de 2 °/min en una configu-
racién Bragg-Brentano.

Evaluacion de la resistencia longitudinal de las peliculas

rectangulares de quitina

Las peliculas rectangulares de quitina obtenidas de la muestra que recibié
2000 ondas de choque y se calent6 a 65 °C durante 3 h, se evaluaron eléctri-
camente mediante el arreglo mostrado en la figura 2, donde es notable que la
muestra fue intercalada en el circuito de manera longitudinal, a fin de evitar
su posible rotura dieléctrica con los voltajes de interés en este anélisis (entre
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10y 20 kV), suministrados por una fuente de alto voltaje marca Gamma High
Voltage Research, mod. HVR RR30-20R (Ormond Beach, FL, USA). Tal fuen-
te es regulada con disponibilidad de hasta 30 mA de corriente y su voltaje es
variable en el intervalo de 0 a 30 kV mediante un helipot de 10 vueltas con
vernier, permitiendo establecer valores con resolucién de 0.2% y linealidad de
99.999% en todo el intervalo de voltajes.

Figura 2. Esquema del montaje para la aplicacion de altos voltajes a la biopelicula de quitina y la me-
dicion de corrientes con resolucion de centésimas de nA.

Biopelicula I
de quitina
\[

1.001 M2
*£0.1%

Fuente: Elaboracion de los autores.

Se aplicaron siete valores distintos de alto voltaje (V) alos extremos més
distantes de la pelicula de quitina, los cuales fueron confirmados con el vol-
timetro V1 y la punta atenuadora esbozados en la figura 2, registrando
también la corriente I a través de la quitina mediante un nano-amperimetro
implementado con el voltimetro V)2 conectado en paralelo a la resistencia
de precisién mostrada. Asi, por ley de Ohm, fue posible determinar la resis-
tencia longitudinal R de la pelicula para cada voltaje aplicado (R = V/I); y mi-
diendo también las dimensiones geométricas de la pelicula (largo L, ancho a
y espesor e), se determiné su resistividad eléctrica p en cada caso (p = Rae/L).

Todas las mediciones se efectuaron en las condiciones ambientales reco-
mendadas para dicha instrumentacién (temperatura entre 18 y 22 °C, hu-
medad relativa menor a 60%, etc.), ademas de tener en cuenta las incertidum-
bres sistemadticas involucradas y sus propagaciones conforme a la teoria de
errores (Baird, 1994). A continuacion, se describen las especificaciones de los
instrumentos de medicién utilizados y los criterios tomados al respecto.

El voltimetro Vy,1 es marca Fluke, mod. 8060A (Everett, WA, USA), con
despliegue de 4 % digitos e incertidumbre de + 0.05% de la lectura + 2 digitos
en el rango utilizado (20 V); y por su impedancia de entrada (10 M) es com-
patible con la punta atenuadora acoplada, de la marca Simpson, mod. 00168
(Elgin, IL, USA), con razén de atenuacién nominal 1000:1 y 2% de tolerancia.
Cabe mencionar que a esta ultima se le midié previamente su relacién de ate-
nuacién con mayor precisién, encontrando la razén 985:1, con incertidumbre
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de 0.1%, a fin de disminuir en lo posible las incertidumbres sistemdticas. Asi,
cada valor de alto voltaje V suministrado por la fuente fue determinado por la
expresion V=m V;, donde m es dicho factor de atenuacion (985) y V; es el vol-
taje registrado en el voltimetro (Vy1), cuyas incertidumbres absolutas res-
pectivas se denotaron como dm y dV, en las que se cumplen las expresiones:
dm = (0.001) m = 0.985 y dV; = (0.0005) V; + 0.002, segin los datos antes
mencionados. Con lo anterior, la incertidumbre absoluta propagada a V en
cada medicién se calculé con la ecuacién: dV = |V, dm| + |mdV, |, o bien de
manera relativa con: dV/V = |dm/m| + |dV,/V,| = 0.001 + |dV,/V,]|.

El segundo voltimetro (V\;2) utilizado como nano-amperimetro es marca
Schlumberger, modelo 7150 plus de 5% digitos (Farnborough, Hampshire,
UK), con impedancia mayor a 10 GQ en el rango utilizado (0.2 V) e incerti-
dumbre de 0.2% de la lectura + 3 digitos. Al acoplarle la resistencia de preci-
sién antes mencionada (de 1.001 M), con 0.1% de tolerancia, fabricada pre-
viamente para tal propésito), su impedancia quedé practicamente de 1 M),
ya que el arreglo en paralelo de al menos 10,000 M£2 con 1.001 MQ resulta en
tal valor y los voltajes V, registrados entre 0y 0.19999 V pueden ser interpre-
tados como de corriente en pA (y resolucion hasta centésimas de nA), ya que
por simple analisis dimensional de la expresion de Ohm se deduce: [I] = [V,]
/(10° Q) = [V2/Q] x 107° = [A]; y en cuanto a la propagacién de incertidum-
bres se cumple que dI = (dV, + 0.001V,) [pA], o bien en forma relativa: dI/I =
dV,/V, + 0.001, donde dV, = 0.002V, + 0.00003.

En los calculos de la resistencia (R) y resistividad (p) de la pelicula de qui-
tina, las propagaciones de incertidumbres respectivas se determinaron en
forma relativa mediante las expresiones: dR/R = |dV/V| + |dI/I| y dp/p =
|dR/R| + | (@™ + e+ L) dx|, donde dx tuvo el valor de 0.01 mm en todos los
casos, ya que para la medicién del ancho (a), espesor (e) y longitud (L) de la
muestra se utilizé un vernier mecanico marca Mitutoyo, mod. 530-312, de
0.02 mm de resolucién en toda su escala, es decir, dicha incertidumbre dx co-
rresponde a + % de la minima divisién.

Resultados

Masa recuperada y proteina residual

El registro fotografico de las muestras sometidas a tratamientos diferentes (fi-
gura 3) demuestra que el solvente por si solo no fue capaz de disgregar las hifas
organizadas de manera compacta, como se percibe en la imagen 3a, correspon-
diente a una colonia tomada directamente del cultivo. En 3by 3c (24 y 48 horas
en NaOH 1M, respectivamente) es notorio que, aunque los agregados son de
menor tamarfio, ain pueden observarse algunas zonas compactas. Finalmente,
en la imagen 3d, perteneciente a una muestra sometida a ondas de choque, se
distingue claramente que las hifas estdn separadas y presentan tamarios varia-
dos. Resulta importante contar con un método mecanico de dispersién del mi-
celio que permita una mejor interaccién entre el dlcali y el micelio fingico.
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Figura 3. Fotografias de microscopia Optica del efecto del tratamiento sobre el micelio de A. niger (au-
mento 10x): a) fragmento de colonia crecida en cultivo sumergido en medio minimo liquido; b) colonia
incubada durante 24 h en NaOH 1 M; c) colonia incubada durante 48 h en NaOH 1 M, y, d) fragmentos
de micelio observados después del tratamiento con ondas de choque, solvente NaOH 1M. Barra de
escala: 200 pm.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Una vez secas, las muestras de control y las tratadas formaron una peli-
cula delgada como se observa en la figura 4. Se utilizé un molde circular de 31
mm de didmetro para el secado. Cada pelicula fue pesada para evaluar el por-
centaje de masa recuperada, asi como la proteina presente en el producto final
(tabla 1). Para el control sin ondas de choque del tratamiento 1, se aprecia que
fue recuperada una cantidad pobre de masa fungica con altos valores de pro-
teinas alcanzando el 9.73% del total recuperado. Después de la aplicacién de
ondas de choque, los valores de proteina disminuyeron hasta casi un 2%, en
una cantidad mayor de masa recuperada. Los valores registrados para las
muestras sometidas a calentamiento indican que no hubo una diferencia en
aquellas que permanecieron poco o nulo tiempo en incubacién, previo a la ac-
ci6én de las ondas de choque. Aquellas muestras en las que se combinaron incu-
bacién previa de 24 horas en el solvente, ondas de choque y calor, registraron
disminucién en la cantidad de masa recuperada, similarmente a lo sucedido
para el control.

De acuerdo con la tabla 1, es de notar que el tratamiento con calor a 65
°C por 3 h ayudo a reducir la cantidad de proteina residual en las peliculas;
un resultado esperado, ya que por arriba de 50 °C se promueve la desnatura-
lizacién de las proteinas, lo cual ayuda a descartar material celular no de-
seado (Kaur y Dhillon, 2015). Las ondas de choque al disgregar el micelio en
la colonia de A. niger y promover su ingreso al interior de la hifa permiten
que el NaOH tenga una mayor 4rea de contacto con las estructuras celulares,
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Figura 4. Peliculas circulares de quitina con 31 mm de diametro generadas a partir de a) muestra con la
combinacion: solvente 24 h - ondas de choque - solvente 24 h. En b) la pelicula corresponde a la combi-
nacion: sin incubacion previa en el solvente - ondas de choque - tratamiento con calor.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Tabla 1. Porcentaje de masa recuperada (quitina) para cada lote de 3 peliculas y su cuantificacion de
proteinas correspondiente.

% masa recuperada % de proteina en

Combinacion de parametros de tratamiento

(quitina) las peliculas
1 24 h T.A. 2000 OCH 24 h T.A. 2311+ 2.67 1.92 + 0.08
Control sin OCH 14.20 £ 0.2 9.73 £ 0.1
2 2000 OCH 65°C3h 19.41 + 3.41 11+ 0.56
Control sin OCH 19.10 + 0.25 0.70 + 0.9
3 1h T.A. 2000 OCH 65°C3 h 20.44 + 533 0.92+ 0.4
Control sin OCH 20.90 + 0.22 073+ 0.7
4 24 h T.A. 2000 0OCH-65°C-3h 12.44 + 5.33 0.82 + 0.67
Control sin OCH 14.20 + 0.2 410 £ 0.5

Fuente: Elaboracion de los autores.

promoviendo, de esta manera, la accién quimica del 4lcali, dando como re-
sultado la disminucién del contenido proteico. Cabe mencionar que el por-
centaje de proteina residual disminuyé con el tiempo de exposicién de la
masa fingica en el solvente previo a las ondas de choque, como se observa en
la tabla 1. Los rendimientos de quitina recuperada como masa insoluble en
alcali obtenidos en este estudio (~12 a 23%) son similares a los reportados
por Wu et al. en 2005 para la quitina cruda de A. niger (~24%), pero mayores
alos rendimientos de quitina obtenida por otros tipos de hongos, tales como
Agaricus bisporus (3-19%), Lentinula edodes (1-10%), Pleurotus ostreatus (2-
15%), P. eryngii (3-9%), Saccharomyces cerevisae (1-3%) y Mucor rouxii (8-9%)
(Wan-Nawawi et al., 2015).

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

El anélisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)
es muy utilizado para indicar el tipo de quitina obtenida (figura 5), sabiendo
que esta presenta tres formas polimoérficas diferentes: a, B yy (Tsurkan et al.,
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2021). La figura 5 muestra espectros de absorcién de quitina obtenidos en la
regién de nimero de onda entre 4000 y 500 cm™. Para cada espectro se resal-
tan las bandas de absorcién mds intensas caracteristicas para la quitina: 3269
cm™ (tensién del grupo N-H), 2918 cm™ (tension de enlace C-H; CH;), 1640
cm™ (C=0), 1555 cm™ (C-N, C-N, N-H amida II), 1375 cm™ (C-H,CH,), 1312
cm™ (-NHCOCH;), 1154 cm™ (C-O-C), 1027 cm™ (C-0), 894 cm™ (C-H ani-
llo), 682 cm™ (N-H), 573 cm™ (C-C). En la pelicula sin calentamiento (24 h,
T.A., 2000 OCH, 24 h, T.A., NaOH 1M), la regién correspondiente al grupo
amida presenta una sola banda intensa en 1642 cm™, caracteristica de la qui-
tina f3. En este polimorfo la banda de absorcién cercana a 1650 cm™ es atri-
buida al enlace de hidrégeno entre el grupo (C=0) y los grupos amida (H-N)
(Cérdenas et al., 2004; Jang et al., 2004; Aylanc et al., 2020). En el resto de los
tratamientos en la misma regién se encuentran dos picos poco definidos y
menos intensos a 1626 y 1640 cm™, similares a los que presenta la quitina y.
La quitina a y la quitina y muestran bandas similares debido al arreglo de las
cadenas poliméricas en antiparalelo, una banda cercana a 1660 cm™ corres-
pondiente al enlace de hidrégeno entre los grupos carboxilo (C=0) y los gru-
pos amida [ y IT (H-N) de la misma cadena y en 1620 cm™ causada por el en-
lace de hidrégeno entre grupos carbonilo, con los grupos -CH,OH de las
cadenas laterales (Cardenas et al., 2004; Jang et al., 2004). La presencia de
una banda pronunciada para todos los tratamientos en 3269 cm™, correspon-
diente alos grupos OH y NH y la ausencia del pico en 3479 cm™, es una carac-
teristica distinguible en la quitina 8 (Cardenas et al., 2004). Por las observa-
ciones anteriores, es probable que se hayan obtenido peliculas de quitina con
contribuciones de 3 y y; sin embargo, resulta interesante que las bandas aso-
ciadas con quitina de tipo Yy, se hayan presentado en las muestras que recibie-
ron tratamiento con calor.

Figura 5. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de las peliculas de quitina.
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Fuente: Elaboracion de los autores.
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Analisis cristalografico mediante difraccion de rayos X
El patrén de difraccién de quitina tipicamente tiene picos en el rango de 5° a 35°
en 20. La diferencia en la posicién de estos permite diferenciar entre los polimor-
fos a, By Y quitina. En la quitina @ normalmente se distinguen cuatro picos prin-
cipales alrededor de 9.6°, 19.6°, 21.1°y 23.7°. En la quitina {3 aparecen dos picos
cerca de 9° y 20°, mientras que en la quitina y los picos posicionados en 9.6° y
19.8° son similares a los de la quitina o (Cardenas et al., 2004; Jang et al., 2004).
Los patrones obtenidos para las muestras estudiadas se presentan en la fi-
gura 6, los cuales sumados a los resultados de FTIR indican que la quitina ex-
traida a partir de A. niger podria ser del tipo polimorfo (3. Asi, el primer pico co-
rresponderia al plano (010) y el segundo a la contribucién de los planos (110) y
(020) pertenecientes a la celda unitaria monoclinica (Cardenas et al., 2004). Los
angulos maximos de difraccién de los dos picos principales se describen en la
tabla 2. Una distincién notable en los cuatro patrones de difraccién obtenidos es
que el primer pico es mas intenso que el segundo en todos los casos, lo cual no se
presenta en la mayoria de los andlisis reportados de difraccién de rayos X (Car-
denasetal., 2004; Jang et al., 2004; Farinha et al., 2015), a excepcién de la quitina
B3 obtenida por Cuong et al. (2016), donde el primer pico se encuentra a 8.1° con
mayor intensidad que el segundo pico ubicado en 26 = 19.6°. Dicha diferencia en
intensidad podria estar asociada con una orientacién preferencial en el plano
cristalino (010), que se produce por el apilamiento para la formacién de peliculas.

Figura 6. Patrones de difraccion obtenidos por difraccion de rayos X para las peliculas producidas me-
diante los tratamientos de extraccion mencionados.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

Resistencia y resistividad eléctrica de las peliculas rectangulares

de quitina

Las mediciones de voltaje y corriente registradas para peliculas obtenidas de
la muestra que recibi6 2000 OCH y se calenté durante 3 h a 65 °C, se presen-

-
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Tabla 2. Posiciones de los picos de difraccion de rayos X mas altos obtenidos en las peliculas de quitina.

Muestras
Primer pico Segundo pico
Control 9.34° 19.52°
24 h T.A. 2000 OCH 24 h T.A. 9.4° 19.57°
2000 OCH 65°C3h 9.33° 19.54°
24 h T.A. 2000 OCH 65 °C 3h 9.28° 19.5°

Fuente: Elaboracion de los autores.

tan en la tabla 3. Se utiliz6 esta muestra debido a que fue la que present? la
menor cantidad de proteina y buena recuperacién de masa fingica. Se desta-
ca que al aumentar el voltaje, la corriente en el material siguié un comporta-
miento 6hmico, aunque no de forma lineal, esto es, la resistencia como cons-
tante de proporcionalidad paramétrica varié de acuerdo con la resistividad
del material, al mantenerse las dimensiones de la pelicula constantes en los
valores: a = 2.40 mm, e = 0.27 mm y L = 36.57 mm, todos ellos dentro de la
incertidumbre mencionada (+ 0.01 mm).

Tabla 3. Mediciones del voltaje y la corriente aplicados a la pelicula de quitina (seccion izquierda) y
valores obtenidos de su resistencia y resistividad (seccion derecha).

vy vs  (dv/V)¥ It (dif)* RT  (dR/R)E  pf (dp/p)*

vl [kv] [%] [nA] [%] [Ta] [%] [MQm]  [%]
10.260 10106 0.7 1.01 3.27 10.01 3.44 1773 7.59
1420 1249 047 1.98 1.82 5.68 1.98 100.7 6.3
12409 12223 047 3.00 1.30 4.07 147 72.2 5.61
14361 13.949 016 5.03 0.90 2.77 1.06 491 5.21
15.820 15583 0.6 7.96 0.68 1.96 0.84 347 4.99
17331 17071 0.6 11.09 0.57 1.54 0.73 273 4.88
18.039 17768 016 12.97 0.53 137 0.69 243 4.84

*Voltaje atenuado medido.

§ Alto voltaje calculado mediante el factor de atenuacion (985).
¥ Incertidumbre relativa porcentual del alto voltaje.

t Corriente medida a través de la pelicula.

# Incertidumbre relativa porcentual de la medicion de corriente.
9] Resistencia calculada.

£ Incertidumbre relativa porcentual de la resistencia.

¢ Resistividad calculada.

W Incertidumbre relativa porcentual de la resistividad.

Fuente: Elaboracion de los autores.

En la figura 7 se muestran las graficas de la resistividad calculada (p)
contra el voltaje (V) y la corriente (I) aplicados a la pelicula. En ellas, es evi-
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dente que la quitina present6 una resistividad variable con respecto a dichos
pardmetros. Este comportamiento coincide con el de un varistor no lineal.

Figura 7. Graficas de la resistividad calculada versus a) el voltaje, y, b) la corriente para las peliculas de
quitina obtenidas.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

El efecto de varistor ocurre comunmente en 6xidos metalicos, de los
cuales el ZnO es el mas estudiado (He, 2019). En 2012 Rahman et al. repor-
taron que biopolimeros basados en almidén de sagt involucrados en la for-
macién de bionanocompuestos, embebidos con nanorrodillos de ZnO como
relleno, se comportan como varistores, mientras que, en biopolimeros sin re-
fuerzo no se observé dicho fenémeno.

Es de notar que p mostré una tendencia a estabilizarse con el aumento del
voltaje, acercindose a 20 MQ-m; mientras que la resistividad aumenté expo-
nencialmente conforme el voltaje disminuyé. Esto dltimo tiene relacién con lo
reportado por Kamalov et al. en 2020, quienes, con un voltaje constante de 10
V, obtuvieron valores de conductividad en el rango de 1.2 x 107 - 7.6 x 107!
S/m, para peliculas compuestas de quitosano y nanofibras de quitina mediante
la variacién de la concentracién de nanofibras de quitina del compuesto. Di-
chos valores de conductividad corresponden a resistividades de 13.16 — 83.3
GQ-m, los cuales son tres ordenes de magintud mayores a las resistividades
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calculadas en este trabajo. Es posible que al efectuar mediciones con voltajes
pequerios, también podrian alcanzarse valores de resistividad del orden de los
GQ'm en nuestras muestras, dada la tendencia exponencial que presentan los
resultados obtenidos. Para corroborar esta tendencia, es necesario obtener
mas datos experimentales con un mejor control de variables como la ausencia
o disminucién de perturbaciones ambientales (usando una cdmara de vacio) y
con medidores de corriente m4s sensibles, como un pico-amperimetro. En
cuanto a la comprobacién del valor de estabilidad de p en voltajes altos, es im-
portante determinar a corto plazo el valor del rompimiento eléctrico de las pe-
liculas de quitina, con los métodos e instrumentos adecuados para ello, pues
con el circuto usado en este analisis (figura 2) solo se pretendié investigar el
comportamiento reportado y, a lo mads, se limité la corriente de salida de la
fuente a su valor minimo (300 pA), a fin de proteger el nano-amperimetro im-
plementado contra una sobrecarga abrupta de corriente.

Conclusiones

Con todos los tratamientos usados en este estudio fue posible obtener pelicu-
las delgadas de quitina. Las caracterizaciones realizadas demostraron que exis-
ten variaciones ligeras en el producto obtenido a partir de un mismo lote de
masa fangica. Dichas variaciones se asocian con el tratamiento realizado en el
momento de la extraccién. Aunque la proteina residual no se eliminé comple-
tamente, si fue posible disminuir considerablemente estos valores, siendo la
aplicacién de calor una variable importante a considerar para la eliminacién de
estructuras celulares. Con el nimero de ondas de choque, la energia y los retar-
dos de ondas tdndem usados en este trabajo, no fue posible determinar su
efecto sobre la eficiencia de desproteinizacién. Resulta necesario explorar
otros pardmetros para mejorar la eficacia del método, principalmente en la eli-
minacién de restos celulares. Aunque la quitina se ha utilizado en pequefnias
cantidades para la regulacién de variables como corriente y voltaje, para nues-
tro conocimiento, esta es la primera vez que se reporta un comportamiento de
varistor de este biopolimero.
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