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RESUMEN 
 

El uso de partículas poliméricas especialmente elaboradas con polímeros naturales, 

ha ganado gran interés en investigación para el desarrollo de nuevas tecnologías 

en la industria alimentaria.  En este estudio se elaboraron partículas de quitosano 

(Cs) y quitosano-lisozima (CS-LZ) por el método de nanoprecipitación, y de 

quitosano-carragenina (CS-Crg) y quitosano-carragenina-lisozima (CS-Crg-LZ) por 

el método de complejación iónica.  El objetivo fue analizar la actividad 

antimicrobiana de partículas elaboradas sobre Aspergillus parasiticus, 

caracterizarlas fisicoquímicamente y determinar su citotoxicidad.  Las partículas se 

analizaron por Microscopía de Fuerza Atómica (MFA) y Dispersión de Luz Dinámica 

(DLS) para visualizar su forma, dispersión de tamaño y potencial Z.  Se realizó un 

análisis del porcentaje de asociación de la lisozima por MicroBCA y la actividad 

biológica se evaluó mediante el ensayo de viabilidad celular por XTT en esporas de 

Aspergillus parasiticus y el ensayo de citotoxicidad por MTT en células ARPE-19. El 

efecto sobre las estructuras subcelulares de células ARPE-19 se determinó 

mediante fluorescencia con biomarcadores DAPI y faloidina, además se realizó un 

ensayo de Ames para evaluar la mutagenicidad.  El análisis de MFA evidenció la 

formación de partículas semiovaladas con un tamaño aproximado de 400 y 280 nm 

para CS-Crg y CS-Crg-LZ, respectivamente.  Estos resultados son similares a los 

obtenidos por DLS, en donde se observaron tamaños de 725±5.5 y 250±8.1 nm para 

CS-Crg y CS-Crg-LZ, respectivamente.  Estos materiales presentaron un potencial 

Z que osciló entre 28.7±1.0 y 21.6±0.8 mV, respectivamente.  Al evaluar la actividad 

antifúngica se encontró que las partículas de CS-Crg presentaron un mayor efecto 

inhibitorio sobre la viabilidad de las esporas de A. parasiticus (50%) a una 

concentración de 350 μg/mL, en comparación con las partículas de CS-LZ.  El 

análisis de citotoxicidad por MTT mostró que ninguna de las partículas causó un 

efecto adverso en la viabilidad de las células ARPE, encontrando una proliferación 

celular del 100% en todas las concentraciones probadas (50-400 μg/mL).  

Asimismo, no se evidenciaron cambios y/o afectaciones en la morfología celular con 
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respecto al control, a las 48 h, observándose estructuras normales en el 

citoesqueleto de actina y en la estructura de ADN. Además el ensayo de Ames 

reveló que las partículas no presentan potencial mutagénico.  Estos ensayos 

demuestran que las partículas a base de quitosano constituyen una opción factible 

y segura para el control de hongos patogénicos de interés agrícola-alimentario.   
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INTRODUCCIÓN 

 

Los materiales elaborados a escala micro y nanométrica constituyen un nanoproducto 

de creciente importancia y su uso ha sido muy significativo en las últimas décadas.  A 

la fecha se han desarrollado diferentes sistemas nanoparticulados con distintas 

aplicaciones en el área industrial y empaque de alimentos, siendo en particular una 

importante herramienta en el área biomédica.  Los nanomateriales se han utilizado 

como terapias para el tratamiento de diferentes enfermedades, como vehículos para 

la liberación controlada de fármacos y en ingeniería biomédica, entre otras 

(Hernández-Téllez, Plascencia-Jatomea, & Cortez-Rocha, 2016).    

 

El uso y desarrollo de estos nanocompuestos se encuentra en pleno auge.  En este 

contexto, debido a la competencia y progreso de diferentes mercados, se ha vuelto 

necesario que las compañías investiguen nuevas maneras de mejorar su productividad 

en términos de seguridad, uso de empaques de manera sostenible e implementación 

de tecnología flexible y estandarizada.  Recientes avances en el área de la 

nanotecnología le han proporcionado a las grandes compañías oportunidades de 

reacomodar sus esquemas de proceso, empaque y manufactura (Camacho Elizondo, 

Vega Baudrit, & Campos Gallo, 2011).  Esta tecnología tiene aplicaciones potenciales 

en diversas áreas y permite el desarrollo de productos novedosos en la industria de 

alimentos, medicina, farmacéutica, entre otras. 

 

El desarrollo y estudio de nanocompositos elaborados a partir de polímeros naturales 

(biocompositos) con compuestos bioactivos es un área de desarrollo de la 

nanotecnología.  Debido a su biocompatibilidad, actividad biológica y 

biodegradabilidad, estos nanocompositos tienen importantes aplicaciones en medicina 

y farmacéutica.  En general, los polímeros naturales más utilizados para la elaboración 

de nanopartículas (NP’s) son el ácido poliláctico, celulosa, almidón, proteínas y 

quitosano.  A partir de estos se han elaborado diversos sistemas nanoparticulados 

cuyo estudio se ha enfocado principalmente en la eficiencia de encapsulación del 
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compuesto activo (Deng, Zhou, & Luo, 2006), capacidad de cargado (Piras et al., 

2014), tasa de liberación (Derakhshandeh & Fathi, 2012) y análisis físicos (Cai, 

Bakowsky, Rytting, Schaper, & Kissel, 2008).  Sin embargo, existe escasa o nula 

información que documente acerca de la toxicidad y seguridad de estas NP’s en 

sistemas biológicos. 

 

Las NP’s presentan características particulares que pueden ser contraproducentes 

cuando son expuestas a organismos vivos como el ser humano, animales y plantas.  

Tienen la capacidad de atravesar membranas celulares como la hematoencefálica y 

presentan un área de superficie amplia y una alta capacidad de reacción, lo que se 

atribuye a su tamaño nanométrico.  Debido a estas características intrínsecas, las NP’s 

pueden presentar una actividad tóxica en un organismo, así como el daño celular 

causado por una acumulación en tejidos cuando un organismo es expuesto a una dosis 

determinada, aún cuando son elaboradas a partir de compuestos naturales (Cota-

Arriola et al., 2013; Hernández-Téllez et al., 2016). 

 

Se han realizado diversos estudios orientados a la aplicación de estos materiales en 

medicina para humanos y se les ha asociado con propiedades como actividad 

antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, anticancerígena, antidiabética y efecto 

reductor de colesterol (Durango et al., 2006; Hirano, Yamaguchi, Fukui, & Iwata, 1990; 

Lin et al., 2007;  Muzzarelli et al., 1989; Park, Je, Byun, Moon, & Kim, 2004).  La 

aplicación en ingeniería médica ha sido de gran interés ya que su biocompatibilidad 

permite el uso biopolímeros como el quitosano en la reconstrucción de tejidos 

musculares y óseos en el humano; además, se ha documentado la capacidad 

proliferativa de éste tipo de células en estos materiales biopoliméricos, promoviendo 

la regeneración de tejidos dañados (Muzzarelli et al., 1989).   

 

Debido a esta gran aplicación industrial y en particular biomédica, es muy importante 

el estudio de los bionanocompositos ya que representan una tecnología de alto nivel 

con resultados prometedores.  El utilizar compuestos de base biológica aumenta aún 

más su potencial uso en aplicaciones versátiles, además de poseer una gran 
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funcionalidad.  Aunado a lo anterior, es de gran interés demostrar que el uso de estos 

bionanocompositos es seguro para su utilización y que no poseen efectos adversos a 

la salud humana. 

 

La investigación en nanotecnología se encuentra en pleno auge.  Se han desarrollado 

diferentes nanoproductos y sistemas aplicados a una vasta gama de disciplinas.  Hoy 

en día existe una amplia aplicación y demanda de nanocompuestos principalmente en 

las áreas de farmacología y biomedicina, donde se utilizan como vectores de 

compuestos bioactivos para su posterior liberación; además, en el área de alimentos 

se ha probado su uso como aditivos y en empaques para conservar y extender la vida 

de anaquel de los mismos.  Debido a esto, es importante promover el estudio de los 

nanocompuestos con relación a su citotoxicidad, ya que, dadas las características 

intrínsecas antimicrobianas del quitosano, es posible elaborar NP’s de este 

biopolímero y utilizarlas contra microorganismos patógenos sin afectar la biota.  La 

adición de péptidos antimicrobianos como la lisozima a las NP´s de quitosano 

constituye una vía prometedora para maximizar este efecto contra hongos 

filamentosos productores de toxinas y dirigirlo hacia un área que aún no es explorada, 

tal como la aplicación en agricultura y productos postcosecha. 
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ANTECEDENTES 

 

Quitosano 

 

El quitosano (CS) es un polisacárido cristalino conformado estructuralmente por 

residuos de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina que se obtiene mediante la 

desacetilación parcial, vía química o enzimática, de la quitina, la cual es el segundo 

polímero natural más abundante después de la celulosa.  El grado de desacetilación 

(DD) del CS normalmente oscila entre el 70 y el 95%, siendo considerado como tal a 

partir de un DD del 60%.  La principal fuente de polímeros quitinosos es el caparazón 

de los crustáceos, aunque también se le encuentra formando parte de la pluma de 

calamar, la cutícula de insectos y la pared celular de algunos hongos (Kim, 2010). 

 

A diferencia de la quitina, el grupo amino del CS permite que el polímero sea soluble 

en ácidos orgánicos diluidos y el grado de desacetilación determina el número de 

grupos amino presentes en el polisacárido, lo cual influye en su funcionalidad (Kim, 

2010).  El CS posee propiedades interesantes como biocompatibilidad, 

biodegradabilidad, baja o nula toxicidad y propiedades fisicoquímicas versátiles que lo 

vuelven muy interesante para una amplia variedad de aplicaciones en diferentes áreas 

como en alimentos (Camacho Elizondo et al., 2011), cosmetología (Kumar, 2000), 

biomedicina (Felt, Buri, & Gurny, 1998), agricultura (Cota-Arriola et al., 2013) y 

tratamiento de aguas residuales (Li et al., 2008).  Una aplicación novedosa es el diseño 

de materiales funcionales y biodegradables, lo que constituye una alternativa 

prometedora al uso de materiales poliméricos sintéticos no degradables, líderes en la 

contaminación ambiental (Rogovina, Alexanyan, & Prut, 2011).   

 

Por lo anterior, es importante el desarrollo y estudio de materiales biodegradables con 

potenciales aplicaciones en alimentos para su preservación (De Azeredo, 2009), así 

como en agricultura para la liberación de compuestos bioactivos, un área de aplicación 

poco estudiada.    
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Toxicidad  

 

El CS ha sido ampliamente estudiado durante las últimas dos décadas, atrayendo la 

atención de investigadores y científicos debido a sus interesantes propiedades y 

versatilidad.  Se le puede encontrar en distintas formas y tamaños, puede variar en 

cuanto a su grado de desacetilación (DD) y peso molecular (PM), del cual dependerá 

su actividad biológica y toxicidad.   

 

Normalmente, en un sistema de liberación controlada el CS funciona como el 

excipiente acarreador del compuesto activo y posterior al consumo de este se debe 

dar seguimiento a su internalización, distribución y posible toxicidad.  Se ha reportado 

que, en los vertebrados, el CS es degradado a nivel del colon bajo la acción de 

diferentes enzimas como lisozima y enzimas bacteriales, principalmente.  No obstante, 

se han identificado tres enzimas quitinasas humanas capaces de degradar al 

biopolímero.   

 

En general, algunas especies de microorganismos sintetizan y/o degradan quitina, el 

precursor natural del CS; las quitinasas de estos microorganismos hidrolizan las 

uniones N-acetil-β-1,4-glucosamina al azar y algunos autores han reportado que la 

velocidad de biodegradabilidad en organismos vivos depende del DD; si incrementa el 

DD, disminuye la velocidad de degradación (Elgadir et al., 2015; Kean & Thanou, 

2010). 

 

Actividad Antimicrobiana  

 

El CS presenta actividad frente a determinados microorganismos como Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus niger, Fusarium solani, entre otros (Kurita, 

2006;  Muzzarelli et al., 1990).  Esta actividad antimicrobiana se asocia principalmente 

a la interacción entre los grupos amino protonados del CS y las cargas negativas de 

las paredes celulares de los microorganismos, que dan lugar a cambios en la 

permeabilidad de membrana.  También se ha reportado una inhibición de la síntesis 
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de ARNm y proteínas debido a la unión del CS al ADN (Chung & Chen, 2008; 

Sudarshan, Hoover, & Knorr, 1992), sin embargo, este mecanismo se asocia a CS de 

muy bajo peso molecular o bien a quitooligómeros.  Asimismo, el biopolímero es capaz 

de inhibir el crecimiento de una gran variedad de levaduras y hongos, algunos de los 

cuales producen micotoxinas contaminantes durante el almacenamiento de productos 

agrícolas, provocando grandes pérdidas económicas en el mundo (alrededor del 25%) 

(Plascencia-Jatomea, Yépiz-Gómez, & Velez-Haro, 2014).  

 

Aspergillus flavus y A. parasiticus son los principales contaminantes de productos 

como el maíz, maní, algodón, frutos secos, arroz, tabaco y especias, caracterizándose 

por producir aflatoxinas, compuestos poliacéticos naturales.  La aflatoxina B1 (AFB1) 

es la más importante debido a su alta toxicidad para humanos y animales y, 

dependiendo de la duración y nivel de exposición, son hepatotóxicas y cancerígenas 

(Cota‐Arriola et al., 2011).  Con base a lo anterior, el uso de sustancias bioactivas 

naturales para el control de infecciones ocasionadas por el desarrollo de hongos 

toxigénicos ha atraído la atención debido al impacto negativo derivado del uso de 

agentes químicos, los cuales producen contaminación ambiental, generan residuos en 

productos alimenticios y se les ha asociado con el desarrollo de hongos resistentes a 

tratamientos químicos.   

 

Con relación al estudio del efecto del CS sobre el crecimiento de microorganismos, se 

han desarrollado sistemas biopoliméricos con compuestos bioactivos para combatir 

afectaciones de origen microbiano en diversos productos y alimentos postcosecha.  

Estudios previos han demostrado la actividad antimicrobiana que exhiben los sistemas 

nanoparticulados elaborados a base de formulaciones con CS (Chávez-Magdaleno et 

al., 2017; Hernández-Téllez et al., 2017; Luque-Alcaraz et al., 2016), no obstante, 

también se ha demostrado que la exposición prolongada a este y otros tipos de NP’s 

puede conducir a una toxicidad (Hsu et al., 2011).   

 

Al evaluar la actividad antifúngica del CS contra Aspergillus parasiticus se encontró 

que concentraciones de 6.71 y 10.66 g L-1 (CI50) son efectivas para retrasar el 
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crecimiento radial en un 50% a las 122 h y la germinación de esporas en >50% a las 

8 h, respectivamente.  Sin embargo, aunque el CS disminuyó (P ≤ 0.05) la producción 

de aflatoxina B1 a los 8 d con respecto al control, se encontró un incremento (P ≤ 0.05) 

en la producción total de aflatoxinas de A.  parasiticus (Cota‐Arriola et al., 2011).  Estos 

resultados demuestran la actividad antimicrobiana y antimicotoxigénica que presenta 

el CS, así como su potencial para reducir la síntesis de AFB1.    

 

 

Bionanocompositos de Quitosano 

 

Los bionanocompositos se han reconocido como un sistema novedoso y muy utilizado; 

representan un grupo emergente de materiales híbridos nanoestructurados, formados 

por una combinación de polímeros naturales y sólidos inorgánicos que presentan al 

menos una dimensión en la escala nanométrica (Hernández-Téllez et al., 2017).  Estos 

materiales híbridos exhiben un mejoramiento estructural y propiedades funcionales 

como alto rendimiento y bajo peso, características que son de gran interés para 

diferentes aplicaciones (Patel, Jammalamadaka, Sun, Tappa, & Mills, 2015).  Las 

propiedades inherentes de los biopolímeros como su compatibilidad y 

biodegradabilidad abren nuevas perspectivas con especial incidencia en la industria 

alimentaria. 

 

Los bionanocompositos forman parte de la nanotecnología, la cual involucra la 

habilidad para trabajar en una escala de 1-1000 nm dependiendo su aplicación, con el 

fin de entender, caracterizar y utilizar materiales, dispositivos y sistemas con nuevas 

propiedades derivadas de nanoestructuras (De Azeredo, 2009).  Se ha sugerido que 

las propiedades de los biomateriales de empaque pueden ser superadas por la 

tecnología de nanocompositos, ya que exhiben un incremento en las propiedades de 

barrera y fuerza mecánica, además de una mejora de la resistencia comparada a los 

polímeros convencionales (Arora & Padua, 2010).  El desarrollo de compositos de base 

biológica y el uso de tecnologías innovadoras pueden reducir la dependencia de los 
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combustibles fósiles.  Sin embargo, las nuevas propiedades fisicoquímicas de los 

materiales a nanoescala enfatizan la necesidad de evaluar adecuadamente los efectos 

y riesgos potenciales a la salud humana, específicamente en lo que concierne a la 

posible citotoxicidad.  Aunque evidencias experimentales sugieren que las NP´s 

pueden tener un efecto adverso en la salud humana, la relación entre el fundamento 

causa y efecto aún no es completamente entendida (Foldbjerg, Dang, & Autrup, 2011). 

 

Métodos de Obtención de Materiales Nanoestructurados a Base de Quitosano 

 

Los sistemas nanoparticulados de liberación controlada varían en su estructura y 

morfología.  Pueden presentarse en forma de partículas, fibras, cápsulas, capas o en 

micelas, todas en su escala nano e incluso micrométrica.  La forma final y funcionalidad 

puede variar en función del método de elaboración utilizado.  Algunos de los métodos 

más comunes son los siguientes: 

 

Complejación iónica 

 

Este método se basa en las interacciones electrostáticas entre los grupos amino 

positivos del CS con los aniones (sulfatos) de la carragenina (Crg).  La Crg es un 

polisacárido extraído de algas rojas y está compuesto por unidades de galactosa y 

anhidrogalactosa unidas mediante uniones glucosídicas.  Dependiendo del tipo de alga 

y de extracción, tres tipos de Crg pueden obtenerse: kappa (k), iota (i) y lambda (λ), 

las cuales varían su estructura en el grado de sustitución de grupos sulfato y de ello 

dependerá el tipo de material a formar.  Una ventaja de este método es que evita el 

uso de solventes orgánicos y residuos, los cuales pueden interferir con la integridad 

del compuesto activo. Asimismo, las interacciones en las partículas pueden ser 

reversibles por cambios en la fuerza iónica, pH y temperatura.  La síntesis se realiza 

en condiciones completamente hidrofílicas.  La solución de Crg se gotea a la solución 

de CS con el compuesto activo bajo agitación, donde un cambio de turbidez o color en 

la suspensión indica la formación de las partículas (Grenha et al., 2010).    
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La selección del método más adecuado dependerá del producto final y de los objetivos 

particulares requeridos, así como del tamaño de partícula, estabilidad térmica, tiempo 

de liberación del compuesto activo y toxicidad final del producto.  La liberación del 

compuesto bioactivo a partir de sistemas de partículas dependerá de la densidad de 

la matriz del polímero (Cota‐Arriola et al., 2013a).   

 

Nanoprecipitación 

 

Este método presenta numerosas ventajas, es una técnica sencilla, rápida y fácil de 

realizar.  La formación de las NP’s es instantánea y el procedimiento se realiza en un 

solo paso.  Se requiere usar dos disolventes miscibles, el primero debe disolver tanto 

al polímero a utilizar como el fármaco (disolvente), mientras que el segundo debe ser 

no soluble para ambos (no disolvente).  La nanoprecipitación ocurre cuando el 

polímero en solución entra en contacto con el no disolvente, llevándose a cabo un 

desplazamiento de solvente y las cadenas del polímero comienzan a plegarse y el 

compuesto activo queda atrapado en las NP’s.  El efecto que predomina en este 

proceso se denomina Marangoni, que es la transferencia de masa entre dos fases 

turbulentas causadas por el disolvente y no disolvente.  Algunos de los fenómenos 

complejos que intervienen en este sistema de precipitación son el flujo, la difusión y 

las variaciones en la tensión superficial.  Además del CS también se han utilizado otros 

tipos de polímeros para la formación de sistemas nanoparticulados mediante esta 

técnica (Agnihotri et al., 2004; Bilati, Allémann, & Doelker, 2005; Cota-Arriola et al., 

2013a). 

 

Precipitación de emulsión-goteo 

 

El método de la coalescencia de gotas de emulsión utiliza los principios de emulsión, 

reticulación y precipitación.  La precipitación se induce por permitir la coalescencia de 

pequeñas gotas de CS con gotas de NaOH.  Una emulsión estable que contiene 

solución acuosa de CS mezclada con el compuesto activo se produce en aceite de 

parafina líquida; después, otra emulsión que contiene solución acuosa de NaOH se 
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produce de la misma manera.  Cuando ambas emulsiones se mezclan a alta velocidad 

de agitación, las gotitas de cada emulsión pueden colisionar al azar y fusionarse, 

precipitando gotas de CS para dar lugar a partículas de tamaño pequeño (Cota‐Arriola 

et al., 2013a). 

 

Entrecruzamiento 

 

Este método involucra el entrecruzamiento o reticulación de grupos amino del CS con 

grupos aldehídos de un agente entrecruzante.  Se prepara una emulsión de agua en 

aceite y se estabiliza con un surfactante.  Después, la emulsión se combina con el 

agente entrecruzante (generalmente glutaraldehído) para formar esferas, mismas que 

son filtradas y lavadas con n-hexano o alcohol seco.  El tamaño de partícula se controla 

por el tamaño de goteo de la emulsión que interactúa con el medio reticulador, el grado 

de reticulación y la velocidad de agitación.  El método tiene sus inconveniencias, es 

tedioso y puede generar reacciones químicas con el agente activo.  Los parámetros 

que afectan la preparación y rendimiento de las esferas son el peso molecular, la 

concentración de CS así como el tipo y concentración de surfactante utilizado 

(Agnihotri, Mallikarjuna, & Aminabhavi, 2004). 

 

Secado por pulverización 

 

Es una técnica conocida para producir polvos, gránulos o aglomerados de la mezcla 

de soluciones de fármacos, excipientes y suspensiones.  El método se basa en el 

secado de gotas atomizadas en una corriente de aire caliente.  El CS se disuelve en 

ácido acético en la que se disuelve el fármaco y después se añade un agente 

entrecruzante adecuado.  Esta solución o dispersión se atomiza en una corriente de 

aire caliente, lo cual conduce a la formación de pequeñas gotas de disolvente; este se 

evapora instantáneamente y forma las partículas que fluyen de forma libre.  El tamaño 

de partícula dependerá del tamaño de la boquilla, velocidad de flujo de pulverización, 

presión de atomización, temperatura del aire de entrada y la extensión de reticulación 

(Agnihotri et al., 2004). 
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Gelificación iónica 

 

Se han aplicado interacciones electrostáticas por entrecruzamiento físico reversible en 

lugar de reticulación química, para evitar la posible toxicidad de los reactivos y otros 

efectos indeseables.  El tripolifosfato (TPP) es un polianión que puede interactuar con 

el CS catiónico por fuerzas electrostáticas.  En el método de gelificación iónica, el CS 

se disuelve en solución ácida acuosa para obtener el CS catión y esta solución se 

añade gota a gota con agitación constante a la disolución de TPP polianiónico.  Debido 

a la complejidad entre especies cargadas opuestamente, el CS se somete a 

gelificación iónica y precipita para formar partículas esféricas.  Sin embargo, las 

partículas formadas por TPP/quitosano tienen una fuerza mecánica pobre, lo que limita 

su uso en la liberación de compuestos activos (Agnihotri et al., 2004; Cota‐Arriola et 

al., 2013a).    

   

Toxicidad de Sistemas Nanoparticulados 

 

Las NP’s poseen composición química, tamaño, forma, solubilidad, carga eléctrica y 

estructura superficial que les permite atravesar las membranas fácilmente o unirse a 

compuestos orgánicos.  Debido a esto, la acción tóxica de las NP’s es superior en 

comparación a partículas de mayor tamaño, incluso elaboradas a partir de los mismos 

compuestos.  Una dosis de un fármaco encapsulado en NP’s puede conllevar a la 

aparición de efectos secundarios más graves que la misma dosis en una formulación 

común (Mateo, Morales, Ávalos, & Haza, 2013), siendo el tamaño más eficaz para una 

formulación de NP’s entre 50 y 200 nm.  Entre los efectos más tóxicos y usuales que 

producen está la muerte celular por apoptosis y la inflamación, producida por dosis 

prolongadas debido a la acumulación de metales o fármacos, ya sea dentro de la célula 

o por fagocitosis (Mateo et al., 2013).  Algunos autores han planteado posibles efectos 

citotóxicos relacionados con el tipo de sal y el peso molecular del polímero (Carreno-

Gomez & Duncan, 1997; Chae, Son, Lee, Jang, & Nah, 2005; Opanasopit et al., 2007). 
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Existen múltiples factores que participan en la guía de las rutas de internalización 

celular y la focalización de los principales modos de captación, endocitosis y el cruce 

directo de la membrana plasmática (translocación) (Mateo et al., 2013; Pae et al., 

2014).  Con la reducción de las partículas de una sustancia se aumenta la superficie 

específica y por tanto su potencial reactivo, que en algunos casos puede conducir a la 

formación de especies reactivas al oxígeno (ROS) (Maurer-Jones, Lin, & Haynes, 

2010).   

 

Últimamente existe un gran interés en utilizar materiales naturales que sirvan como 

base para la elaboración de sistemas nanoparticulados, siendo los más utilizados los 

biopolímeros como el almidón, celulosa y sus derivados, ácido poliláctico y CS.  Sin 

embargo, también se manejan NP’s de origen metálico, principalmente de plata y oro.  

Las NP’s con sales de oro se han utilizado en la investigación como agentes 

antitumorales; debido a la vascularización en éstas células, las partículas con un 

tamaño de alrededor de 130 nm son capaces de atravesar los vasos cuando en el 

resto de los tejidos sanos tendrían problemas para lograrlo (Mateo et al., 2013).   

 

En un estudio realizado para el tratamiento de heridas en ratas se encontró que las 

NP´s de CS con Au y Ag promueven la reparación de las heridas de la piel y 

hemostasis, así como una eficiencia antiinflamatoria muy efectiva.  Sin embargo, estos 

datos demostraron que la liberación de iones al medio fue insignificante en corto 

tiempo, aunque la liberación en un período de tiempo más extenso in vivo podría ser 

significante y conducir a una toxicidad.  Además, las NP’s de CS con Ag en una 

concentración de 120 ppm también presentan efecto antibacterial contra 

Staphylococcus aureus (Hsu et al., 2011).  Con relación a las propiedades 

fisicoquímicas, se observó que pequeñas cantidades de NP’s de Ag pueden inducir 

cambios significantes en las propiedades fisicoquímicas del CS, tales como una buena 

dispersión y homogeneidad en la matriz elaborada y el aumento de dominios 

nanocristalinos, lo cual puede incrementar su biocompatibilidad y potencial en el 

tratamiento de heridas (Hsu et al., 2011).   
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NP’s de CS formuladas con TPP, con tamaños entre 80 y 20 nm, presentaron un mayor 

efecto antifúngico contra Aspergillus parasiticus en comparación con CS en solución, 

ocasionando cambios morfológicos tanto en las hifas como en las esporas del hongo.  

De acuerdo a estos autores, el tamaño de las partículas y la disponibilidad de los 

grupos funcionales de CS/TPP (grupo amino y fosfato, respectivamente) sugieren un 

posible efecto sinérgico entre el CS y el TPP (Cota-Arriola et al., 2013b). 

 

En general, las NP’s tienen propiedades particulares que pueden ser aprovechadas; 

sin embargo, se ha documentado que la forma, tamaño y naturaleza en la que se 

suministra un material a un organismo es crucial para su eliminación.  Por ello, es 

importante determinar si las NP’s de CS pueden presentar un riesgo y bioacumulación 

en los organismos vivos. 

 

 

Sistemas Nanoparticulados de Quitosano con Compuestos 

Bioactivos 

 

En los últimos años se ha incrementado el interés en desarrollar matrices formuladas 

a base de polímeros naturales, que resultan en un sistema de liberación controlada 

que provee una dosificación continua de compuestos funcionales.  No obstante, el 

desarrollo de la versatilidad y la gran capacidad de respuesta de los sistemas de 

liberación siguen constituyendo un reto (Pinheiro et al., 2012).  Los recubrimientos con 

nanocapas tienen aplicaciones muy prometedoras incluyendo la industria 

farmacéutica, biomedicina y empaques de alimentos.  La liberación de compuestos 

bioactivos de estos materiales puede ocurrir por mecanismos de difusión, hinchazón 

de la matriz polimérica, erosión del polímero y degradación, los cuales pueden 

prevalecer dependiendo del sistema y de las condiciones ambientales.  Por ejemplo, 

la liberación y transporte del compuesto catiónico azul de metileno incorporado en 

diferentes posiciones de nanocapas de CS está asociada al gradiente de 

concentración y a la relajación de las nanocapas compuestas de CS y k-carragenina, 
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siendo dependiente de la temperatura, pH del medio y de la posición de la molécula 

del colorante azul de metileno (Pinheiro et al., 2012).  De igual forma, el CS también 

se ha empleado en la elaboración de nanocompuestos con nobiletina, un flavonoide 

con alta actividad antiproliferativa presente en las frutas.  En este estudio, la actividad 

antiproliferativa de las NP’s cargadas exhibió una inhibición (IC50 = 8 µg/mL) 

considerable de células cancerosas, revelando su gran potencial para aplicaciones en 

quimioterapias de cáncer.  Los autores propusieron la formación de un enlace imino 

entre los grupos amino del CS y el grupo carbonilo de la nobiletina vía base-Schiff 

(Luque-Alcaraz et al., 2012).    

 

Por otra parte, NP’s de CS cargadas con lisozima, elaboradas por gelación iónica y 

con tamaño de 150 nm de diámetro, presentaron una actividad antibacteriana efectiva 

de la enzima contra Staphylococcus epidermidis, manteniéndose una liberación que 

se prolongó durante 3 semanas in vitro. Además, las NP´s mostraron una 

citocompatibilidad completa en ensayos in vitro con fibroblastos murinos (Piras et al., 

2014).  En un estudio similar, al evaluar la liberación de albúmina sérica bovina (BSA) 

cargada en NP’s de CS, se encontró que los factores que afectan las propiedades de 

liberación de la BSA fueron el peso molecular y el grado de desacetilación del CS, 

además de la concentración inicial de BSA y la presencia de polietilenglicol (PEG) en 

el medio de encapsulación.  Al aumentar el peso molecular del CS de 10 a 210 kDa, 

la eficiencia de encapsulación se mejoró dos veces y la liberación de BSA en medio 

PBS (pH 7.4) se redujo de 73.9 a 17.6% a los 8 días.  El incremento del grado de 

desacetilación de 75.5 a 92% promovió la eficiencia de encapsulación y desaceleró la 

velocidad de liberación, mientras que la adición de PEG afectó de manera negativa la 

encapsulación de BSA y aceleró la velocidad de liberación.  Los autores concluyeron 

que los parámetros moleculares y de formación de NP’s de CS tienen un rol importante 

en la liberación de la proteína, siendo posible modular parámetros relativos para 

satisfacer las necesidades de entrega de proteína (Xu & Du, 2003). 

 

Deng y col. (2006) sintetizaron NP’s de CS cargadas con lisozima por gelación iónica, 

observando tamaños entre 50-280 nm de diámetro.  Los autores analizaron el efecto 
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del peso molecular del CS y el contenido inicial de CS, TPP y lisozima sobre la 

eficiencia de encapsulación (EE), capacidad de cargado (CC), tasa de liberación y 

actividad de la lisozima en las NP’s de CS (Deng et al., 2006).  Ellos encontraron que 

todos los parámetros tienen un gran efecto sobre la eficiencia de encapsulación, no 

obstante, encontraron un bajo efecto en la capacidad de cargado, ya que a mayor peso 

molecular del CS se obtiene una mayor EE y CC de la lisozima, aunque una menor 

tasa de liberación.  Por otra parte, estos parámetros disminuyeron al incrementar la 

cantidad de CS, concluyendo que estos pueden ser modificados según las 

necesidades de liberación de la proteína.    

 

Los estudios relacionados con el desarrollo de NP’s de CS cargadas con compuestos 

bioactivos dirigidos al área de farmacología, básicamente se han enfocado hacia la 

utilización de matrices de CS para la liberación controlada del compuesto activo, 

determinando principalmente su tasa de entrega o liberación.  Si bien es cierto que 

poseen un gran potencial en esta área, existe escasa información asociada a la 

citotoxicidad de estos nanocompuestos y de su efecto in vivo e in vitro en hongos 

fitopatógenos productores de toxinas de importancia agrícola.    

 

 

Lisozima y su Actividad Antimicrobiana 

 

La lisozima, también llamada muramidasa, es una enzima con un peso molecular de 

14.4 kDa (E.C.3.2.1.17) que fue descubierta por Alexander Fleming en 1922.  Esta 

enzima cataliza la hidrólisis de las uniones β-1, 4 entre los residuos de ácido N-acetil 

murámico y N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano.  Es una proteína de 129 

aminoácidos, presenta un pH óptimo en el rango de 6-9, un punto isoeléctrico cercano 

al 9.2 y posee actividad antimicrobiana, antiviral, antitumoral e inmunomodulatoria 

(Carrillo, 2013).  En el humano es abundante en la saliva, las lágrimas y el moco, 

también está presente en pulmones, bazo, leucocitos, leche, plasma y cartílago y actúa 

como mecanismo de defensa frente a infecciones (Lesnierowski, Kijowski, & 
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Cegielska‐Radziejewska, 2009).  Así mismo se encuentra en organismos como 

insectos, anfibios, reptiles, aves y mamíferos, incluyendo los huevos de las aves, 

siendo esta última la fuente para su producción industrial.  Se ha utilizado como modelo 

enzimático, en química de proteínas, cristalografía, resonancia magnética nuclear 

(NMR), entre otros (Jollès & Jollès, 1984).  Presenta 19 aminoácidos cargados 

positivamente en su cadena peptídica, por lo cual es una proteína de carácter 

altamente catiónico, cuenta con 8 cisteínas las cuales dan lugar a 4 puentes disulfuro 

(You, Udenigwe, Aluko, & Wu, 2010).      

 

La lisozima presenta actividad antibacteriana particularmente contra bacterias Gram 

(+) causando lisis o rupturas en la pared celular, usualmente por estrés osmótico (Ellis, 

1990).  Sin embargo, el acoplamiento de esta enzima a matrices poliméricas puede 

presentar efectos sinérgicos respecto a su actividad biológica, tales como la actividad 

antimicrobiana y residual.  La actividad antimicrobiana de la lisozima se puede mejorar 

extendiendo su actividad a bacterias Gram (+) mediante la conjugación con goma 

xanatana, un carbohidrato, presentando una inhibición significativa del crecimiento de 

Staphylococcus aureus y E. coli en una respuesta dependiente de la dosis, además de 

mejorar las propiedades espumosas y de emulsión (Hashemi, Aminlari, & 

Moosavinasab, 2014).  La actividad residual de esta enzima acoplada a nanofibras de 

CS es mayor en comparación con lisozima libre, manteniendo su actividad residual 

hasta el 73.5%, mientras que en forma libre fue de 59.7%, en un período de incubación 

de 180 min a 40°C (Park et al., 2013).     

 

También ha sido utilizada como modelo proteico de liberación controlada, ya que sus 

características como el punto isoeléctrico y su actividad antimicrobiana coinciden con 

las características de péptidos antimicrobianos, los cuales han ganado interés como 

nuevos y efectivos agentes antimicrobianos (Piras et al., 2014).  Por otra parte, debido 

a que la lisozima posee la capacidad de degradar parcialmente al quitosano, se ha 

planteado la posibilidad de cargar esta enzima a matrices poliméricas para acelerar la 

velocidad de degradación de la misma (Deng et al., 2006).   
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Con estas propiedades, la investigación en torno a las potencialidades de la lisozima 

se puede ampliar hacia diferentes tópicos, que abarcan la posible aplicación en la 

industria farmacéutica y agroalimentaria como un compuesto bioactivo antimicrobiano, 

así como un ingrediente funcional con cualidades emulsificantes, formador de 

espumas o como antibacteriano natural en alimentos. 
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HIPÓTESIS 

 

 

Los bionanocompositos de quitosano-lisozima, además de presentar actividad 

antifúngica efectiva contra hongos productores de toxinas como Aspergillus 

parasiticus, no exhiben potencial mutagénico y presentan baja toxicidad.  Asimismo, la 

adición de carragenina permitirá reforzar la matriz del biocomposito quitosano-

lisozima-carragenina, sin afectar las propiedades antimicrobianas y toxicológicas. 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General 

 

Evaluar el efecto citotóxico y antifúngico de nanocompositos de base biopolimérica 

elaborados a partir de quitosano, lisozima y carragenina. 

 

 

Objetivos Particulares 

 

1. Sintetizar bionanocompositos de quitosano-lisozima y quitosano-lisozima-carragenina 

mediante nanoprecipitación y complejación iónica y evaluar las propiedades 

fisicoquímicas de los materiales obtenidos. 

2. Evaluar el efecto antifúngico de los bionanocompositos sobre esporas de Aspergillus 

parasiticus.    

3. Evaluar el potencial mutagénico in vitro y el efecto citotóxico de los bionanocompositos.    

4. Evaluar el efecto de la incorporación de carragenina en la matriz biopolimérica y el 

efecto sobre la morfología de células ARPE, utilizando un sistema in vitro.    
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DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 

 

Para comprobar la hipótesis de investigación, el trabajo se realizó en dos etapas. 

 

Primera Etapa 

A partir de quitosano y lisozima comercial se llevó a cabo la síntesis de biocompositos 

mediante la técnica de nanoprecipitación.  Estos nanocompositos fueron 

caracterizados fisicoquímicamente y se evaluó su potencial antifúngico, viabilidad y 

germinación de esporas de Aspergillus parasiticus. 

 

Segunda Etapa 

Se sintetizaron partículas a partir de quitosano con carragenina y lisozima comercial 

mediante la técnica de complejación iónica.  Se caracterizaron fisicoquímicamente y 

se evaluó su actividad biológica mediante el efecto antifúngico de Aspergillus 

parasiticus y su citotoxicidad. 

 

El trabajo realizado de investigación queda formado por los siguientes tres capítulos:  

 

Descripción del Capítulo 1 

 

Consiste en un capítulo de libro correspondiente a la revisión bibliográfica del estado 

del arte relacionado con el tema de esta investigación.  El capítulo fue publicado en el 

año 2016 en un libro de editorial Elsevier, reconocida a nivel internacional: CHITOSAN 

in the Preservation of Agricultural Commodities.  El título del capítulo es Chitosan-

Based Bionanocomposites: Development and Perspectives in Food and 

Agricultural Applications.  Esta revisión abarca temas generales sobre el quitosano 

y parámetros que afectan su funcionalidad tales como la fuente de extracción, 

propiedades químicas, toxicidad y actividad antimicrobiana.  Asimismo, técnicas para 

elaborar bionanocompositos y su asociación con agentes bioactivos, la toxicidad y 

actividad antimicrobiana que estos presentan.   
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Descripción del Capítulo 2 

 

El capítulo dos consta de un artículo original derivado de los resultados obtenidos 

durante el desarrollo de la primera etapa de la investigación, titulado: Activity of 

chitosan–lysozyme nanoparticles on the growth, membrane integrity, and -1,3-

glucanase production by Aspergillus parasiticus, que fue publicado en el 2017 en 

la revista 3 BIOTECH (indizada en el Journal Citation Reports, ISSN impreso 2190-

572X y electrónico 2190-5738, factor de impacto 1.497 (2018), Q2).  En este artículo 

se muestran los resultados del efecto antifúngico de las nanopartículas de quitosano-

lisozima elaboradas por nanoprecipitación, sobre la viabilidad, germinación de esporas 

de Aspergillus parasiticus y la producción de -1,3 glucanasas.  De igual manera se 

muestra la caracterización fisicoquímica de estas nanopartículas.  Los resultados 

fueron favorables en cuanto al control del crecimiento del hongo y la asociación con la 

producción de enzimas -glucanasas.    

 

Descripción del Capítulo 3 

 

El capítulo tres corresponde a la segunda etapa de la investigación, específicamente 

la síntesis y caracterización de las partículas de quitosano, lisozima y carragenina.  El 

artículo original de investigación se titula: CHITOSAN/CARRAGEENAN/LYSOZYME 

PARTICLES: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY 

AGAINST Aspergillus parasiticus, que fue publicado en el 2018 en la Revista 

Mexicana de Ingeniería Química (indizada en el Journal Citation Reports, ISSN 

electrónico 2395-8472, factor de impacto 1.097 (2018), Q2).  En este artículo se 

presentan los resultados de la síntesis de partículas a base de quitosano por el método 

de complejación iónica utilizando carragenina a fin de reforzar la matriz polimérica.  Se 

muestran los datos de la caracterización fisicoquímica y biológica de las partículas 

resultantes y el efecto antifúngico sobre Aspergillus parasiticus, así como las 

interacciones de sus componentes y la liberación de la lisozima.   
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CAPÍTULO 1. Revisión bibliográfica del estado del arte del quitosano y los parámetros 

de su funcionalidad, toxicidad, actividad microbiana y sistemas nanoestructurados con 

agentes bioactivos y su actividad biológica.    

 

 

 

Chitosan-Based Bionanocomposites: Development and Perspectives in Food 
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Cortez-Rocha.  En: Silvia Bautista-Baños, editors: Chitosan in the Preservation of 

Agricultural Commodities, Oxford: Academic Press; 2016, p. 313-338. 
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CAPÍTULO 2. Efecto antifúngico de las nanopartículas de quitosano-lisozima 

elaboradas por nanoprecipitación, sobre la viabilidad, germinación de esporas de 

Aspergillus parasiticus y la producción de -1,3 glucanasas 

 

 

 

Activity of chitosan–lysozyme nanoparticles on the growth, membrane 

integrity, and b-1,3-glucanase production by Aspergillus parasiticus 

 

Hernández-Téllez, C. N., Rodríguez-Córdova, F. J., Rosas-Burgos, E. C., Cortez 
Rocha, M. O., Burgos-Hernández, A., Lizardi-Mendoza, J., Plascencia-Jatomea, M. 

(2017). Activity of chitosan–lysozyme nanoparticles on the growth, membrane 
integrity, and β-1, 3-glucanase production by Aspergillus parasiticus. 3 Biotech, 7(5), 

279. DOI 10.1007/s13205-017-0913-4 
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CAPÍTULO 3. Síntesis y caracterización de partículas de quitosano, carragenina y 

lisozima por complejación iónica, actividad biológica contra Aspergillus parasiticus. 

 

 

 

CHITOSAN/CARRAGEENAN/LYSOZYME PARTICLES: SYNTHESIS, 

CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY AGAINST Aspergillus 

parasiticus  

 

 Hernández-Téllez, C., Cortez-Rocha, M., Burgos-Hernández, A., Rosas-Burgos, E., 
Lizardi-Mendoza, J., Torres-Arreola, W., Plascencia-Jatomea, M. (2018). 

CHITOSAN/CARRAGEENAN/LYSOZYME PARTICLES: SYNTHESIS, 
CHARACTERIZATION AND ANTIFUNGAL ACTIVITY AGAINST Aspergillus 

parasiticus. REVISTA MEXICANA DE INGENIERIA QUIMICA, 17(3), 897-912.  
doi: 10.24275/uam/izt/dcbi/revmexingquim/2018v17n3/Hernandez 
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CONCLUSIONES  

 

En este estudio se logró la síntesis y caracterización fisicoquímica y biológica parcial 

de dos sistemas de bionanocompositos elaborados a base quitosano acoplados con 

lisozima.  Los dos métodos utilizados para la síntesis de biocompositos fueron factibles 

para su obtención, nanoprecipitación (CS-LZ) y complejación iónica (CS-Crg-LZ).  Al 

evaluar el efecto antifúngico se encontró que las partículas de CS-LZ tienen una mayor 

inhibición de la viabilidad celular sobre A. parasiticus comparado con las partículas de 

CS-Crg-LZ, mostrando además un efecto fungistático y una tendencia marcada de 

dosis-respuesta en ambas partículas en las concentraciones empleadas.  Respecto a 

citotoxicidad, los resultados sugieren que las partículas de CS-Crg-LZ son seguras y 

citocompatibles al momento de estar en contacto con células sanas de retina humana 

(ARPE-19); además, la prueba de Ames mostró que no existe potencial mutagénico 

de los dos tipos de partículas.  

  

Con estos hallazgos se puede concluir que estas partículas tienen un efecto 

antifúngico efectivo contra esporas de hongos patógenos como Aspergillus parasiticus 

y además son seguras en parámetros de citotoxicidad, mutagenicidad e inducción de 

cambios o alteraciones morfológicas para su utilización en contacto con humanos, 

animales o plantas.  Sin embargo, se deben realizar estudios más detallados para 

poder elucidar los mecanismos de acción del efecto de las partículas sobre las esporas 

del hongo, para así poder entender el comportamiento y desarrollar materiales 

nanoestructurados de origen natural que puedan actuar de una forma más efectiva 

para controlar el crecimiento de hongos patogénicos que aquejan a la industria 

alimentaria.  Estos sistemas nanoparticulados prometen ser una opción viable y segura 

para la aplicación en sistemas biológicos, sin repercusiones al ser humano y la biota.  

Los beneficios potenciales de la nanotecnología para la agricultura, la alimentación, la 

pesca, la acuicultura necesitan equilibrarse con las preocupaciones por el suelo, el 

agua, el medio ambiente y la salud ocupacional de los trabajadores. 
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RECOMENDACIONES 

 

Analizar el efecto de estos biocompositos utilizando ensayos in vivo, a fin de conocer 

la seguridad y las posibles repercusiones al ser utilizadas en sistemas biológicos 

(agrícolas, alimentos, etc.) en donde se requiera controlar el desarrollo de 

microrganismos patógenos. 

 

Incorporar en matrices de CS-Crg otros compuestos bioactivos antimicrobianos, 

evaluar la asociación/liberación del agente bioactivo y relacionarlo con la bioactividad.  

 

Evaluar el efecto de las NP’s elaboradas sobre organelos subcelulares, producción de 

glucanasas y biosíntesis de toxinas fúngicas, para esbozar los posibles mecanismos 

de acción involucrados. 
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PRODUCTOS 

 

Este proyecto de tesis se presentó además en los siguientes congresos nacionales e 

internacionales: 

  

Presentación de la ponencia Bionanocompositos de quitosano/lisozima: 

mutagenicidad y efecto sobre la viabilidad celular de Aspergillus parasiticus, en el VII 

Simposio Iberoamericano de Quitina, llevado a cabo del 20 al 23 de abril del 2015, en 

Nuevo Vallarta, Nayarit, México. 

 

Presentación de la ponencia Chitosan Nanocomposites Coupled with Lyzozyme: Effect 

of Cell Viability and Morphometry of Aspergillus parasiticus, presented in Latin Food 

2016, held in Cancún Q. Roo, México. November 9-11, 2016.  

 

Participación en la modalidad cartel con el trabajo: 

CHITOSAN/CARRAGEENAN/LYZOZYME BIOCOMPOSITES: SYNTHESIS, 

CHARACTERIZATION AND EFFECT ON THE VIABILITY OF Aspergillus parasiticus 

SPORES, en el 2do ENCUENTRO INTERNACIONAL SOBRE EL QUITOSANO Y SUS 

APLICACIONES AGRÍCOLAS, llevado a cabo en Cuernavaca, Morelos del 13 al 15 

de noviembre del 2017.  

 

Presentación del cartel “Chitosan/carrageenan/lizozyme biocomposites: synthesis 

characterization and effect on the viability of Aspergillus parasiticus spores” dentro de 

la XXII Reunión Universitaria de Investigación en Materiales, realizada del 22 al 24 de 

noviembre de 2017 en Hermosillo, Sonora, México.       
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