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Resumen

De la tesis de Kevin Alexis Hernandez Hernandez, presentada como requisito para la

obtencién del titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California. Febrero de 2020.

SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO CON COBRE Y ACIDO

SALICILICO
Resumen aprobado por:
Dr. Rubén D4rio Cadena Nava Dr. David Cervantes Vasquez
Director Co-director

Las nanociencias y la nanotecnologia tienen fundamento en el estudio de los fenémenos que
ocurren a nanoescala y en los nanomateriales (con tamafios de 1-100 nm), los cuales tienen
diversas aplicaciones en 4reas diferentes. La produccién de nanomateriales puede ser larga y
por lo tanto susceptible al error humano. Con un sistema semi-automatizado estos materiales
se producirian mas eficiententemente. Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que
las nanoparticulas de quitosano pueden ser una alternativa para el combate de plagas en
cultivos. El quitosano es un polimero natural derivado de la quitina, el cual es biocompatible,
biodegradable y no téxico. Por lo anterior, en este trabajo se propone la modificacion de
protocolos reportados en literatura para la sintesis de nanoparticulas a base de quitosano con
cargas de 4cido salicilico o cobre, el cual pueda ser reproducible, gracias a un sistema de
goteo semiautomatico por medio de microcontroladores, con la idea de obtener
nanoparticulas cargadas que puedan usarse para la proteccién de cultivos contra hongos y
bacterias patogenas. La caracterizaciéon de las nanoparticulas de quitosano se realizo
mediante DLS, FTIR y TEM. Las nanoparticulas de quitosaﬁo (CS NPs) sintetizadas
mostraron un tamafio de 46 + 8.3 nm y un potencial zeta de 30.3 + 5.2 mV, las nanoparticulas
de quitosano con cobre (CuCS NPs) mostraron un tamafio de 29 + 5.8 nm y un potencial zeta
de 41.4+4.1 mV, las nanoparticulas de quitosano con acido salicilico (SACS NPs) mostraron

un tamafio de 49.5 + 16.2 nm y un potencial zeta de 44.2 + 4.3 mV, finalmente las
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nanoparticulas de quitosano con cobre y &cido salicilico (CUSACS NPs) mostraron un
tamafio de 41.4 = 14.6 nm y un potencial zeta de 29.8 £ 17.3 mV. En los ensayos de
inhibicion con Staphylococcus aureus, las nanoparticulas que presentaron mejor actividad

fueron las SACS NPs a concentraciones de 0.2 y 1 mg/mL.

Palabras claves: Quitosano, cobre, acido salicilico, nanoparticulas.
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Nanosciences and nanotechnology are based on the study of phenomena that occur at the
nanoscale and also on nanomaterials (with dimensions of 1-100 nm), which have different
applications in different areas. Production of nanomaterials can be long and therefore
susceptible to human error. With a semi-automated system these materials would be
produced more efficiently. On the other hand, different studies have shown that chitosan
nanoparticles can be an alternative for the control of pests in crops. Chitosan is a natural
polymer derived from chitin, which is biocompatible, biodegradable and non-toxic.
Therefore, this work proposes the modification of protocols reported in the literature for the
synthesis of chitosan-based nanoparticles with loads of salicylic acid or copper, which can
be reproducible, thanks to a semi-automatic drip system through microcontrollers , with the
idea of obtaining charged nanoparticles that can be used for the protection of cultures against
fungi and pathogenic bacteria. The characterization of the chitosan nanoparticles was
performed using DLS, FTIR and TEM. Synthesis of chitosan nanoparticles (CS NPs) showed
a size of 46 + 8.3 nm and a zeta potential of 30.3 = 5.2 mV, chitosan nanoparticles with
copper (CuCS NPs) showed a size of 29 + 5.8 nm and a zeta potential of 41.4 + 4.1 mV,
chitosan nanoparticles with salicylic acid (SACS NPs) showed a size of 49.5 + 16.2 nm and



a zeta potential of 44.2 + 4.3 mV, finally chitosan nanoparticles with copper and salicylic
acid (CuSACS NPs ) showed a size of 41.4 + 14.6 nm and a zeta potential of 29.8 £ 17.3 mV.
In the inhibition assays with Staphylococcus aureus, nanoparticles that exhibited the best
activity were the SACS NPs at concentrations of 0.2 and 1 mg/mL.

Keywords: Chitosan, copper, salicylic acid, nanoparticles.
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Capitulo 1, Introduccion

Capitulo 1

Introduccion

Las nanoparticulas son particulas microscdpicas con un tamafio entre 1-100 nm. Las cuales
tienen diversas aplicaciones en la industria, alimentos, medio ambiente, biomédica, entre otros.
La generacion de nanoparticulas es de relevancia basicamente por tres razones: Por los
beneficios que aportan en distintas areas, por ser una tecnologia emergente en pleno desarrollo
y por los riesgos asociados a ellas (Keller et al., 2013). La automatizacién del proceso de la
sintesis de nanoparticulas es ventajosa, ya que se reducen costos de produccion, muchas veces
eliminando la susceptibilidad del error humano, ademas de un acortamiento de tiempo y mayor
eficiencia. Para ejemplificar las ventajas de las nanoparticulas a lo largo de este trabajo se hara

énfasis en la parte agricola.

El uso de la nanotecnologia en la agricultura ha creado un gran interés, ofreciendo el potencial
para mejorar significativamente la productividad y eficiencia agricola con un menor costo y
menos desperdicio (Scott & Chen, 2013; Kah, 2015). La agricultura y en general las plantas
pueden ser afectadas por diferentes plagas y patdgenos (bacterianos, fingicos y virales, entre
otros), causando frecuentemente condiciones de estrés que activan la respuesta inmune de la
planta. Aunque las plantas han desarrollado naturalmente mecanismos para combatir o
neutralizar a estas condiciones, en la agricultura comercial los pesticidas son utilizados
normalmente para su control. El cuidado del medio ambiente ha sido abordado por las
nanociencias y nanotecnologia con el desarrollo de nuevos materiales. Dentro de este desarrollo

tenemos a las nanoparticulas de quitosano para el control contra patégenos microbianos.

El quitosano es un material amigable con el medio ambiente y que en forma de particulas de

tamafio nanometrico (nanoparticulas) parece ser un buen vehiculo para los procesos
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biocataliticos (Alarcén-Paydn & Vazquez-Duhalt, 2017). El quitosano puede inhibir
eficazmente el crecimiento del micelio radial, la esporulacién, germinacion de esporas y el
alargamiento de los hongos Fusarium spp., Rhizopus spp., Phytophthora spp., Botrytis spp., y
Alternaria spp., etc. Adicionalmente, en experimentos in vitro se ha demostrado que el
quitosano presenta una buena actividad antibacteriana contra bacterias patogenas de plantas
como Streptomyces scabies, Xanthomonas, Pseudomonas syringae, Pseudomonas fluorescens,
Agrobacterium tumefaciens, Erwinia, Burkholderia seminalis, Acidovorax citrulli y Acidovorax
avenae (Hassan & Chang, 2017).

Otros estudios han reportado la actividad antiviral del quitosano, por ejemplo, contra el virus
del mosaico del tabaco (TMV) y los virus de necrosis del tabaco, el virus de la papa X (Badawy
& Rabea, 2011), el virus del mosaico del pepino (CMV) y el virus del mosaico de la alfalfa
(AMV) (Badawy & Rabea, 2011; Nagorskaya et al., 2014; Jia et al., 2016).

Son varias las hipétesis que se han propuesto sobre el mecanismo de accién del quitosano en las
plantas, entre otras:

I. El quitosano y sus derivados tienen un doble mecanismo de accién: inhiben el
crecimiento del patdégeno y modifican las respuestas de defensa de la planta (Alvarez-
Aramberri et al., 2015; Xing et al., 2015; Zhang et al., 2015; Li et al., 2016).

Il.  Elquitosano reacciona tanto con la membrana celular como en la pared celular e inactiva
el patdgeno mediante un mecanismo secuencial de dos pasos: una separacion inicial de
la pared celular de su membrana celular, seguida de la destruccion de la membrana
celular (Chung & Chen, 2008).

I1l.  El modo de accién del quitosano esta relacionado con su capacidad para quelar algunos
nutrientes esenciales, iones metalicos y oligoelementos necesarios para el crecimiento
de bacterias y hongos (Hauer, 1978; Rabea et al., 2003; Bhuvaneshwari &

Sivasubramanian, 2013).

IV.  El quitosano puede formar una pelicula densa en la superficie del patdgeno que bloquea
el flujo de nutrientes y el proceso de metabolismo de los microbios que son esenciales

para su supervivencia en la naturaleza (Xing et al., 2015).
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Por otro lado, en 2015 la Agencia de Proteccion del Ambiente de EE. UU. (EPA) concluy6 que
no hay riesgo para el medio ambiente por el quitosano, ya que no ha mostrado toxicidad en los

mamiferos, ademas de ser un biopolimero natural.

Descripcion del problema

La generacion de nanoparticulas manualmente puede traer variaciones en su tamafio. Por tales
razones, en este trabajo se propone la sintesis de nanoparticulas de quitosano cargadas con cobre
y é&cido salicilico de una manera semi-automatizada, como una estrategia para mejorar los
tiempos de produccion. Para tal efecto se realizara la estandarizacion de un método eficiente y
reproducible. Ademas de la caracterizacion de las nanoparticulas para demostrar la efectividad

del sistema y su efecto antimicrobiano.
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Capitulo 2

A continuacion, se exponen conceptos fundamentales que ayudaran a comprender mejor este
trabajo. En primer lugar, se describiran las propiedades fisicoquimicas y posibles aplicaciones
del quitosano, posteriormente el sistema inmune de la planta, y el papel del cobre y el acido
salicilico en la misma. Seguido, se explica brevemente al sistema Poseiddn, un sistema
automatizado de goteo semi-controlado empleado como una herramienta para estandarizar el
método de sintesis de las nanoparticulas. Finalmente, se expone la hipétesis del presente trabajo,

y el objetivo general y los objetivos especificos.

Quitosano

El quitosano es un polisacarido derivado de la quitina (Figura 1); la quitina es el segundo
polisacarido mas abundante en el mundo, después de la celulosa. El quitosano es biocompatible,
biodegradable y no tdxico. También se utiliza como agente quelante debido a su capacidad para
unirse con el colesterol, las grasas, las proteinas y los iones metalicos. El quitosano no es sélo
un polimero que contiene grupos amino, también es un polisacarido, que contiene enlaces
glicosidicos con los cuales se podria formar otro tipo de polisacaridos con propiedades
diferentes (Ibrahim & El-Zairy, 2015).

El quitosano fue descubierto por primera vez por Rouget en 1859, cuando hirvi6 la quitina en
una solucién concentrada de hidroxido de potasio, resultando en la deacetilacion de la quitina
(Muzzarelli, 2013). La deacetilacion de la quitina se realiza por hidrélisis quimica en
condiciones alcalinas severas o por hidrolisis enzimatica en presencia de enzimas particulares,

entre ellas la quitina deacetilasa (Jayakumar et al., 2010; Venkatesan & Kim, 2010).
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Figura 1. Estructura quimica del quitosano.

A escala industrial, las dos fuentes principales de quitosano son los crustaceos y los micelios
fangicos; sin embargo, la fuente animal presenta algunos inconvenientes como los estacionales,
suministros limitados y variabilidad del producto, que puede conducir a caracteristicas
fisicoquimicas no deseadas (Kannan et al., 2010).

La produccion de quitosano implica cuatro pasos: desproteinizacion, desmineralizacion,

decoloracion y deacetilacion (Ibrahim & El-Zairy, 2015) como se muestra en la Figura 2.

Caparazon de cangrejo mojado

!

Lavado y secado

'
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Lavado
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3.5% NaCH (w/v) por 2 h a 65°C,
solido; solvente: (1:10, w/v)

1 N HCI por 30 min a temperatura
ambiente, sdlido: solvente (1:15, w/v)

l L Extracto con acetona y blanqueo con 0.315%
Decoloracion -4+——— NaOCI (w/v) por 5 minutos a temperatura
ambiente; sélido: solvente (1:10, w/v)
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l

Desacetilacion -

|

Lavado y secado

|

Quitosano

50% NaOH por 30 minutos a 115 psi/
121°C; solido: solvente (1:10, w/v)

Figura 2. Diagrama de flujo de produccién de quitosano (Modificado de: No & Meyers, 1995; Hudson
& Jenkins, 2001).
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El grado de deacetilacion del quitosano comercial tipico suele estar entre el 70% y el 95%, y el
peso molecular entre 10 y 1000 kDa. Las propiedades fisicoquimicas, la biodegradabilidad y el
papel bioldgico del quitosano dependen con frecuencia de las proporciones relativas de los
residuos de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina (George & Abraham, 2006). EI quitosano
es un ingrediente alimenticio no digerible que es biolégicamente renovable, biodegradable,
biocompatible, no antigénico, no toxico y biofuncional (Malafaya et al., 2007). En un ambiente
acido, el quitosano esta cargado positivamente y es soluble debido a la protonacion de los grupos
amino de la glucosamina (Antoniou et al., 2015). A un pH mayor el quitosano tiende a perder
su carga y puede precipitarse en la solucion debido a la deprotonacion de los grupos amino
(Sharma et al., 2018).

El quitosano ha demostrado ser un buen compuesto antimicrobiano y antifungico, ademas, se
ha propuesto su uso para combatir virus, aunque adn esta en investigacion su propiedad antiviral.
La razén de la eficacia antimicrobiana se explica por la union del quitosano catidnico a las
moléculas anionicas de la superficie externa de la membrana bacteriana (Boonsongrit et al.,
2006). El quitosano tiene una carga positiva y las paredes celulares bacterianas tienen una carga
negativa; en la interaccion, el quitosano interrumpe la pared celular debido al desequilibrio de

carga, lo que lleva a la muerte de las células bacterianas (Chopra & Ruhi, 2016).

La actividad antifingica de los nanomateriales a base de quitosano ha sido evaluada contra
diferentes géneros de hongos por su efecto sobre el crecimiento del micelio, la esporulacion y
sus arreglos moleculares. Las nanoparticulas de cobre - quitosano a una concentracién de 0.1%
mostraron actividad contra Alternaria alternata, Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia
solani con 89.5%, 63.0% y 60.1% de inhibicion del crecimiento, respectivamente (Saharan et
al., 2013). Los efectos antivirales de los nanomateriales a base de quitosano se han estudiado
menos en comparacion con sus actividades antibacterianas y antiflngicas, pero el quitosano se
ha considerado como un potencial agente antiviral en plantas, animales y microorganismos
(Chirkov, 2002).
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Propiedades fisicoquimicas del quitosano

El quitosano es un material que tiene diversas propiedades y caracteristicas que pueden ser
determinadas por diferentes técnicas (Tabla 1). Cada una de estas propiedades determinan la
actividad que el quitosano pueda tener al momento de interactuar con algin organismo o

compuesto.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del quitosano (modificado de Li et al., 1992).

Propiedad Determinado por:
Grado de deacetilacion Espectrofotometria UV
Adsorcion de colorantes
Espectrometria IR
Titulacion metacromética
Cromatografia de gases
Peso molecular Cromatografia
Dispersion de la luz
Viscosimetria
Viscosidad Afectado por:
Fuerza idnica
Tiempo de deacetilacion
Peso molecular
Concentracion
Solubilidad Usualmente disuelto cuando el pH < 6 pero también afectado por:
Mezcla del solvente
Deacetilacion
Salvacion
Modificacion quimica
Capacidad de coagulacion Unién para:
lones metalicos
Polimeros anidnicos
Aminoéacidos
Proteinas
DNA
Células
Colorantes
Solidos

Aplicaciones del quitosano

El quitosano es un polimero flexible que puede ser utilizado en diferentes aplicaciones
tecnologicas (Tabla 2). Este trabajo estd enfocado principalmente en la formacion de

nanoparticulas a base de quitosano para su posible uso agricola.
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Tabla 2. Aplicaciones del quitosano (modificado de Li et al., 1992).

Aplicacion

Ejemplos

Tratamiento de aguas

Pulpay papel

Medica

Cosmeéticos

Biotecnologia

Agricultura

Comida

Membranas

Remocién de iones metalicos
Floculante/Coagulante:

Proteinas

Colorantes

Aminoéacidos
Filtracion
Tratamiento de superficies
Papel fotografico
Papel de copia sin carbon
Vendas, esponjas
Vasos sanguineos artificiales
Control de colesterol en la sangre
Inhibicion de tumores
Membranas
Inhibicion dental de placa
Quemaduras en la piel/ Piel artificial
Fluido humor del ojo
Lentes de contacto
Liberacién controlada de farmacos
Tratamiento de enfermedades 6seas

Magquillaje en polvo

Esmalte de ufias

Hidratantes

Accesorios

Locion de bafio

Cremas para cara, mano y cuerpo
Pasta dental

Mejora la espuma

Inmovilizacion de enzimas
Separacién de proteinas
Cromatografia
Recuperacion celular
Inmovilizacion celular
Electrodo de glucosa

Recubrimiento de semillas
Recubrimiento de las hojas
Hidroponia/Fertilizante

Liberacién controlada de agroquimicos

Remocidn de colorantes, solidos, acidos
Conservantes

Estabilizacion del color

Aditivo para pienso

Osmosis inversa
Control de permeabilidad
Separacion de solventes
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Sistema inmune de la planta

Aunque las plantas carecen de las células inmunes circulantes que se encuentran en los
vertebrados, estas poseen un sistema inmune innato que puede detectar y limitar la colonizacion
de patdgenos (Thomma et al., 2011; Spoel & Dong, 2012; Asai & Shirasu, 2015).

El sistema inmune de la planta utiliza receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en la
superficie celular para examinar las moléculas que contienen patrones caracteristicos que son
unicos y ampliamente conservados en los microbios. La deteccidn de estos patrones moleculares
asociados a patégenos/microbios (PAMPs/MAMPs) conduce a la activacion del sistema inmune
activada por patrones (PTI). En muchos casos, la PTI previene una mayor colonizacion de
patdgenos. Sin embargo, algunos patdégenos han desarrollado proteinas efectoras que suprimen
la PTI. Estos patdgenos se combaten a través de la inmunidad activada por efectores (ETI), que
comprende la otra rama del sistema inmune innato. La ETI se activa cuando las proteinas de
resistencia codificadas por la planta, que generalmente se encuentran dentro de la célula vegetal,
reconocen directa o indirectamente sus efectores codificados por patogenos afines (Dempsey &
Klessig, 2017). Hien (2004) propuso que el quitosano participa en la activacion de mecanismos
de defensa en las plantas, estimulando el crecimiento de las raices y la induccion de actividades

enzimaticas.

Los parametros fotosintéticos, incluyendo el contenido total de clorofila, los carotenoides y el
agrandamiento del cloroplasto, se mejoraron en presencia de nanomateriales a base de quitosano
(Van et al., 2013).

El acido salicilico en la planta

El acido salicilico (SA) (Figura 3) es un compuesto fendlico (que contiene un anillo de benceno
con uno 0 mas grupos hidroxilo) que regula muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de la
planta como: la germinacion de semillas, el establecimiento de plantulas, el crecimiento celular,
la respiracion, la expresion génica asociada a la senescencia, la respuestas a estrés abidticos, el
rendimiento de frutos, la regulacion de la termogénesis y la resistencia a las enfermedades (Vlot
et al., 2009).
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Estudios in vitro e in vivo han demostrado que muchas de las proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) son agentes antimicrobianos efectivos para al menos ciertos patdgenos
bacterianos y fungicos y que algunas son activadas por el SA; el tratamiento exdgeno de SA
mejora la resistencia a muchas bacterias, hongos y patdgenos virales e induce la expresion de
PR en una amplia variedad de especies de plantas dicotileddneas (Dempsey et al., 1999). Sin
embargo, la sobreexpresion de proteinas PR no siempre confiere una mayor resistencia al ataque
de patogenos (Neuhaus et al., 1991). El efecto del SA exdgeno sobre el crecimiento vegetativo
depende de la especie de planta, la etapa de desarrollo y la concentracion aplicada (Rivas &
Plasencia, 2011). La via de sefializacion de defensa mediada por SA se activa después de la
infeccion por patégenos biotroficos, que requieren tejido vivo del huésped. Por el contrario, el
ataque de patdgenos necrotroficos, que se alimentan de tejido muerto, induce una via de defensa
distinta que esta regulada por las hormonas vegetales tales como el acido jasmonico (JA) y el
etileno. Las vias de defensa mediadas por SA y JAletileno son generalmente antagdnicas
(Dempsey & Klessig, 2017).

Las bajas concentraciones de SA inducen una acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) de bajo nivel, que sirven como sefiales secundarias para activar procesos biologicos. Por
el contrario, las altas concentraciones de SA exdgeno estimulan la acumulacion de altos niveles

de ROS, que causan estrés oxidativo y muerte celular (Vlot et al., 2009).

O OH

OH

Figura 3. Estructura quimica del acido salicilico (SA).

El cobre en la planta

El cobre (Cu) actua como un elemento estructural en las proteinas reguladoras y participa en el
transporte de electrones fotosintéticos, la respiracion mitocondrial, las respuestas al estrés

oxidativo, el metabolismo de la pared celular y la sefializacion hormonal. Los iones de Cu actdan

10
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como cofactores en muchas enzimas como la superoxido dismutasa de Cu/Zn (SOD), citocromo
C oxidasa, amino oxidasa, lacasa, plastocianina y polifenol oxidasa. Cuando estos iones no estan
disponibles, las plantas desarrollan sintomas de deficiencia especificos, la mayoria de los cuales

afectan las hojas jovenes y los 6rganos reproductivos (Yruela, 2005).

A altas concentraciones, el Cu puede volverse extremadamente toxico causando sintomas como
clorosis y necrosis, retraso en el crecimiento, decoloracion de las hojas e inhibicion del
crecimiento de las raices (Van Assche & Clijsters, 1990; Marschner, 1995). Por lo tanto, se
altera el transporte de electrones cuando la planta se encuentra en un exceso o deficiencia de

cobre (Figura 4).

 Deficiencia de cobre

Figura 4. La planta de lechuga a la derecha muestra una deficiencia de cobre en comparacién con la que
no es deficiente a la izquierda (imagen modificada de la Universidad de Minnesota).

Mecanismo de accion del cobre en las bacterias

Algunos estudios sugieren que el cobre, en concentraciones elevadas, tiene un efecto toxico
sobre las bacterias debido a la liberacion de radicales de hidroperoxido, los iones de cobre
potencialmente podrian sustituir iones esenciales para el metabolismo bacteriano como el hierro,
interfiriendo inicialmente con la funcién de la membrana celular y luego a nivel del citoplasma
alterando la sintesis proteica, ya sea inhibiendo la formacion de proteinas o provocando la
sintesis de proteinas disfuncionales, alterando la actividad de enzimas esenciales para el

metabolismo bacteriano (Rodriguez-Montelongo et al., 1993; Gordon et al., 1994).

11
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Quitosano como nanoparticula

Los nanomateriales basados en polimeros han ganado gran atencion por su potencial para
proporcionar proteccion inofensiva a las plantas mediante el uso de agentes que son
biodegradables y naturales (Kah & Hofmann, 2014). La actividad antibacteriana propuesta mas
prevalente del quitosano es que se une a la pared celular bacteriana cargada negativamente,
causando la interrupcion de la célula, alterando asi la permeabilidad de la membrana, seguida
de la unién al ADN que causa la inhibicion de la replicacion del ADN vy, posteriormente, la

muerte celular (Nagy et al., 2011).

La aplicacion de nanoparticulas de quitosano activa varias enzimas relacionadas con la defensa,
como la superdxido dismutasa y la catalasa, lo que fortalece ain mas la capacidad de eliminar
las especies reactivas de oxigeno (ROS) y reducir el dafio asociado a las membranas (Zeng &
Luo, 2012).

La actividad antibacteriana del quitosano también depende de varios factores, tanto intrinsecos
como extrinsecos. Los factores intrinsecos incluyen el peso molecular y el grado de
deacetilacion del quitosano original, el tamafio y la concentracion de nanoparticulas, etc. Los

factores extrinsecos incluyen pH, temperatura, tiempo de reaccion, etc (Kong, et al., 2010).

La sintesis de las nanoparticulas en este trabajo estan basadas en una reaccion llamada gelacion
i6nica en donde los grupos amino protonados del quitosano son entrelazados por enlaces inter e
intramoleculares por polianiones multivalentes (Antoniou et al., 2015). En este trabajo se utiliza
al tripolifosfato de sodio (TPP) para llevar acabo los enlaces de las nanoparticulas, el TPP es un
polianiobn muy popular porque no es toxico y forma geles con propiedades deseables
(Kawashima et al., 1985; Gan et al., 2005; de Moura et al., 2009).

12
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Hipotesis

Es posible sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con cobre y &cido salicilico de una

manera practica, eficiente y reproducible, ademas estas nanoparticulas presentan actividad

antimicrobiana.

Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con cobre y &cido salicilico.

Obijetivos especificos

Construir un sistema semi-automatico de goteo para la sintesis practica y eficiente de

nanoparticulas de quitosano.

Disefar un protocolo para la sintesis de nanoparticulas de quitosano.
Sintetizar nanoparticulas de quitosano.

Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con cobre.

Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con acido salicilico.
Sintetizar nanoparticulas de quitosano cargadas con cobre y acido salicilico.

Determinar la morfologia y estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas por medio de
microscopia electrénica de transmision (TEM) y por medio de dispersion dinamica de
luz (DLS).

Caracterizar la estructura de las nanoparticulas por medio de espectroscopia infrarroja
(FTIR-ATR).

Verificar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de quitosano sintetizadas.

13
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Capitulo 3

Metodologia

En el capitulo anterior se explicaron los conceptos fundamentales de este trabajo. En este
capitulo se expondra la metodologia que se usé para llevar a cabo los experimentos. La sintesis
de las nanoparticulas esta basada en la gelacion ionica, que como se explico en el capitulo
anterior es cuando los grupos amino protonados del quitosano son entrelazados
(entrecruzamiento) por enlaces inter e intramoleculares por polianiones multivalentes (el
polianion en este caso es el tripolifosfato de sodio). El entrecruzamiento es la formacion de
enlaces quimicos entre cadenas moleculares para formar redes tridimensionales de moléculas
conectadas (Fink, 2013).

La mayoria de los protocolos para la sintesis de las nanoparticulas de quitosano utilizan la ultra-
centrifugacion para recolectar las particulas con menor tamafio como el propuesto por Calvo y
colaboradores en 1997 o variaciones del mismo como el que propusieron Koyani & Vazquez-
Duhalt (2016). El protocolo que se propone elimina el uso de la ultra-centrifugacion, lo que se
traduce en menor costo, menor tiempo y permite facilmente el escalamiento a volimenes
mayores. Elimina también la ultra-sonicacion, que si bien reduce el tamafio de la particula puede
causar fragmentacion en su estructura (Antoniou et al., 2015). Ademas, la sintesis que se
propone es semi-automatizada, utilizando el proceso de gelacion idnica, lo que permite obtener

resultados con alta reproducibilidad y escalabilidad.
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Materiales y métodos

Los reactivos empleados para la elaboracion de la sintesis fueron: quitosano (CS) de céscara de
camaron > 75% (deacetilado), tripolifosfato de sodio (TPP), sulfato de cobre (11) pentahidratado
y acido salicilico (SA) probado en cultivo de células vegetales, todos ellos adquiridos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). El &cido acético glacial fue comprado de Faga Lab (Sinaloa, México).
Todos los demés productos quimicos y reactivos utilizados fueron de grado analitico y se

encuentran disponibles comercialmente (etanol, reactivos para medio LB).

Sistema Poseiddn modificado de (Booeshaghi et al., 2019)

Para la realizacion de este trabajo, se utilizé el sistema Poseidon disefiado por Booeshaghi et al.,
(2019), el cual es originalmente un sistema automatico de goteo controlado, que ademas tiene
un microscopio que sirve para examinar el dispositivo de microfluidica durante la operacion.
Este sistema se modifico y reconstruyo para tener unicamente el sistema de goteo (Figura 5).
Antes de empezar a trabajar con el sistema es importante que la placa Arduino tenga el sketch
instalado, de otro modo no podré funcionar adecuadamente. Todos los archivos y modelos se
pueden encontrar en la siguiente liga: https://github.com/pachterlab/poseidon (Booeshaghi et
al., 2019). En la seccion de anexos se presenta un manual detallado del uso del sistema Poseidon.
Se utilizé una aguja de jeringa de insulina, puesto que la gota suministrada es mas pequefia en
comparacion a la obtenida por una aguja de mayor tamafio, lo que favorece la obtencion de las

gotas de tamarfio adecuado para formar las nanoparticulas de quitosano.
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Figura 5. Modelo 3D del sistema Poseidon tomado de Booeshaghi et al., 2019.

Sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de las nanoparticulas de quitosano primero se hizo la preparacion de una
disolucion de quitosano 0.25% (w/v) en agua ultra pura y 2% (v/v) de &cido acético glacial. Se
dejo en agitacion 24 horas; se centrifugd la disolucion a 8000 x g por 15 min a 4 °C (rotor JA-
14 Beckman) y se recuperd el sobrenadante. Posteriormente, se centrifug6 el sobrenadante a
11,000 x g por 20 min utilizando el mismo rotor, se ajustd el pH a 4.5 con NaOH vy la solucion
se filtré con papel filtro de 1.2 um, posterior a esto se filtré con papel filtro de 0.45 um (Figura
6). Se agregaron 5 mL de quitosano a pH 4.5 mientras se agitaba a 800 rpm durante 10 min
utilizando una barra de agitacion y placa magnética rotatoria. Se agregaron 200 pL de agua o
muestra a una velocidad de 0.09 mm/s de giro del motor del sistema Poseidon al cual se le
acopl6 una jeringa de 1 mL y una aguja de insulina, se mantuvo en agitacion por 15 min a 800
rpm, mientras tanto se preparé una solucion de TPP 0.25% wi/v y se filtra con una membrana de
0.45 um. EI TPP se debe de preparar y filtrar siempre al momento de llevar a cabo la sintesis de
las nanoparticulas (Figura 7). Se agregd 1 mL de TPP a una velocidad de 0.09 mm/s con una
jeringa de 3 mL en el sistema Poseidon y se dejé una hora en agitacion. Se afiadieron 100 pL de
glutaraldehido 2.5% a una velocidad de 0.09 mm/s con una jeringa de 1 mL en el sistema
Poseiddn y se dejé una hora en agitacion. Se centrifug6é a 3500 rpm 30 min a 4 °C (Sorvall
Legend RT Rotor 75006445) y se colect6 el sobrenadante. Se centrifugd a 12000 rpm 1 hora
(Thermo Heraeus Multifuge X1R Rotor 75003652) y se colectdo el sobrenadante. La
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centrifugacion permite la separacion de agregados de nanoparticulas. En las figuras 8 y 9 se
muestra parte del proceso de la elaboracion de las particulas y un esquema general para la

produccion de las mismas.

Figura 6. Eliminacién de particulas grandes de quitosano. (A) mediante centrifugaciones se obtuvieron
agregados de particulas grandes y (B) posteriormente se filtraron con membranas de 1.2 umy 0.45 pm.

Figura 7. Membrana de 0.45 um para filtrar el TPP. Se observan las particulas que se eliminaron del
filtrado.
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Figura 8. Sintesis de nanoparticulas a base de quitosano. (A) Uso del sistema Poseiddn para tener un
sistema de goteo controlado, (B) proceso de la sintesis finalizado, se observan particulas que pueden
llegar a las micras y para eso se hace una serie de centrifugaciones en donde en (C) se observa el primer
pellet resultante de la primer centrifugacién y en (D) el segundo pellet de la segunda y ultima
centrifugacion, después de esto se pueden hacer las mediciones por DLS y guardar a 4 °C.

1. 200 pl de agua o muestra v = 0.09
mm/s con jeringa de 1 ml dejar en
agitacién 15 min a 800 rpm

2. 1 ml de TPP filtrado con 0.45
pum v=0.09 mm/s con jeringa
de 3 ml dejar 1 h en agitacién

3. Agregar 100 pul de glutaraldehido
2.5% v =0.09 mm/s con jeringa de
1 ml dejar 1 h en agitacion =
DLS

8000 x g 15 min
Sobrenadante
11,000 x g 20 min CS NPs
Filtrar con 1.2 pum e 1
En agua ultrapura - y 0 45 pm H
CS 0.25% (wWi)y Sobm _— ¢ Sobrenadante ¥ 7| =«
2% (viv) deico 3500 tpm 30 min 4°C
acético glacial Soh i el -
= renadante
FTIR
E 12,000 rpmlh4°C
24 horas en agitacion pH 45 5mlCSa
800 rpm \
‘ﬂ
TEM

1,2y 3, en ese orden

Figura 9. Esquema de la sintesis de nanoparticulas de quitosano. Todo el proceso se hace a temperatura
ambiente.
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Estandarizacion del método

Para determinar los parametros apropiados para la sintesis de las nanoparticulas y su
reproducibilidad se realizaron ensayos previos. Primero se probaron diferentes velocidades de
centrifugacion con las nanoparticulas de quitosano sin cargar con el sistema Poseidon (Tabla 3).

Los experimentos se hicieron por triplicado.

Tabla 3. Velocidades de prueba para la estandarizacion de la sintesis de nanoparticulas.

Etiqueta Velocidad
CS-A 9 x 10t mm/s
CS-B 9 x 102 mm/s
Cs-C 4.5 x 10 mm/s
CS-D 2.25 x 10 mm/s

Se determind la fraccidon en donde se encontraba el mayor volumen de nanoparticulas mas
pequefias, por mediciones de tamafio a través de DLS, de la muestra en el pellet (Tabla 4) y en

el sobrenadante (Tabla 5).

Se puede observar que en el pellet (Figura 10) los tamafios de las nanoparticulas aumentan
reduciendo la velocidad del sistema y se obtienen tamafios menores a los 230 nm en volimenes
menores al 50%. En el caso del sobrenadante (Figura 11) a una velocidad de 9 x 10 mm/s se

obtienen nanoparticulas de 55.7 + 13.8 nm.

Las réplicas determinaron que a una velocidad de 9 x 102 mm/s el tamafio de las nanoparticulas
era constante en el sobrenadante de la muestra (Tabla 5), por lo que esta velocidad fue la que se

tomo6 como base para los ensayos para las nanoparticulas ya cargadas con SA 'y Cu.
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Tabla 4. Determinacion del tamafio de las nanoparticulas de quitosano en el pellet por DLS en la Gltima
fraccion de la centrifugacion.

Velocidad Tamafio minimo % Volumen Tamafio maximo % Volumen PDI
(mm/s)
9x10% 148.6 + 26.6 nm 14 785.8 + 154.7 nm 86 0.35
9x102 162.5+31.9 nm 22.4 719.0 + 158.0 nm 77.6 0.43
45x10° 204.0 + 34.6 nm 51.3 1526.0 + 296.8 nm 48.7 0.58
2.25x 10 228.9+43.7 nm 44.4 1357.0 £389.6 nm 55.6 0.54

PDI = indice de polidispersion
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o 1 1 1 0 1 1 1
N a > > N S > >
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) ) N N ) ) D N
19 Q¥ > ¥
Velocidad (mm/s) Velocidad (mm/s)

Figura 10. Estandarizacion del método de obtencién de nanoparticulas centrifugado a diferentes
velocidades, el pellet de la muestra (Ultima fraccion de la centrifugacion). Se muestran dos distribuciones
de tamafio, una en donde se encuentran las nanoparticulas mas pequefias (izquierda) y, otra en donde
estan las mas grandes (derecha).

Tabla 5. Determinacién del tamafio de las nanoparticulas de quitosano en el sobrenadante por DLS en
la Gltima fraccion de la centrifugacion.

Velocidad  Tamafio minimo % Volumen Tamafio maximo % Volumen PDI
(mm/s)
9x10% 120.3+26.8 nm 30.6 483.2 £ 130.3 nm 69.4 0.48
9x 102 55.7 £13.8 nm 51.1 327.7 £123.7 nm 48.9 0.44
45x10° 64.3+12.0 nm 50.9 301.4+78.0 nm 49.1 0.4
225x10° 59.0+12.6 nm 42.8 338.3+114.0 nm 57.2 0.49
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Figura 11. Estandarizacion del método a diferentes velocidades de centrifugacion probadas en el
sobrenadante de la muestra (Gltima centrifugacion). Se muestran dos distribuciones de tamafio, una en
donde se encuentran las nanoparticulas mas pequefias (izquierda) y, otra en donde estan las mas grandes
(derecha).

Particulas elaboradas

Se prepararon: nanoparticulas de quitosano (CS NPs), nanoparticulas de cobre-quitosano (CuCS
NPs), nanoparticulas acido salicilico-quitosano (SACS NPs) y nanoparticulas de cobre-acido
salicilico-quitosano (CuSACS NPs).

Caracterizacion

La caracterizacion de las nanoparticulas es fundamental, ya que se puede verificar el tamafio;
ademas de asegurar que el cobre y el acido salicilico estan interactuando con el quitosano. Para
esto se utilizaron diferentes técnicas tales como la dispersién dinamica de luz (DLS),
espectroscopia infrarroja (FTIR) y microscopia electronica de transmision (TEM), cada una se

detalla a continuacién.

Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz se utiliza para medir el tamafio de particula y el tamafio molecular.
Esta técnica mide la difusidn de particulas en movimiento Browniano, y convierte este valor a

tamafio y a una distribucion de tamafio utilizando la relacion de Stokes-Einstein (Ecuacion 1).
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El movimiento browniano es el movimiento aleatorio de particulas debido al bombardeo de las
moléculas solventes que las rodean, cuanto mas grande sea la particula, mas lento sera el
movimiento browniano. La velocidad del movimiento browniano se define por una propiedad

conocida como el coeficiente de difusion (Malvern Panalytical Ltd., 2018).

kT

d(H) =
(H) 3nnD

Ecuacién 1

donde:

d(H) = diametro hidrodinamico

D = coeficiente de difusion traslacional
k = constante de Boltzmann

T = temperatura absoluta

n = viscosidad

Las fases en el detector de la luz dispersada desde diferentes particulas dependen de las
posiciones relativas de las particulas en relacion con la direccion de los haces de luz entrantes y
dispersos. Por lo tanto, en un instante dado, la intensidad dispersada total en un angulo de
dispersion dado depende de las posiciones de las particulas (estructura). Sin embargo, las
particulas poseen movimiento browniano por lo cual sus posiciones flucttan. Por lo tanto, la
intensidad dispersada también fluctda. Estas fluctuaciones de intensidad dispersadas ocurren en
la escala de tiempo que toma una particula para mover una fraccion significativa de la longitud
de onda de la luz (Pecora, 2000).

La distribucion de tamarfio, el indice de polidispersion (PDI) y el potencial zeta de las
nanoparticulas fueron determinados por la técnica de dispersion dindmica de luz usando un
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Las muestras fueron analizadas por triplicado a

25 °C. Para medir la muestra se tomaron 200 uL de las nanoparticulas sintetizadas y se le
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agregaron 1300 pL de agua MiliQ. Para medir las distribuciones de tamafio se utiliz6 una celda
ZENO0040 (Malvern).

Potencial Zeta

La carga adquirida por una particula o molécula en un medio dado es su potencial zeta y surge
de la carga superficial y la concentracion y los tipos de iones en la disolucidn. En otras palabras,
es una medida de la magnitud de la repulsion o atraccion electrostatica entre las particulas y es
uno de los parametros que se sabe, afectan a la estabilidad. Dado que las particulas de carga
similar se repelen entre si, aquellas con cargas altas resistiran la floculacion y la agregacion
durante periodos mas largos, haciendo que esas muestras sean mas estables. La
microelectroforesis de laser Doppler se utiliza para medir el potencial zeta. Se aplica un campo
eléctrico a una solucién de moléculas o a una dispersion de particulas, que entonces se mueven
con una velocidad relacionada con su potencial zeta. Esta velocidad se mide utilizando una
técnica interferométrica de laser patentada llamada dispersion de luz para andlisis de fase (M3-
PALS, por sus siglas en inglés). Esto permite el calculo de la movilidad electroforética, y a partir
de esta, se obtiene el potencial zeta y la distribucion de potencial zeta (Malvern Instruments,
2004). Para medir el potencial Zeta se utiliz6 una celda DTS1070 (Malvern).

indice de polidispersion

Las dispersiones de nanoparticulas son a menudo polidispersas; es decir, puede haber particulas
con una distribucion de tamafios y formas en lugar de particulas de un solo tamafio y forma (
Pecora, 2000). Cuando el PDI = 1, todas las moléculas son de un mismo tipo y se dice entonces
que la mezcla es monodispersa. El indice de polidispersién es determinado en conjunto con la

distribucion de tamafio y, por lo tanto, se utiliza la misma celda.

Caracterizacion de las nanoparticulas por espectroscopia infrarroja (FTIR)

Las caracteristicas estructurales de las nanoparticulas fueron evaluadas mediante FTIR (Bruker,
Alpha 11, USA) con un accesorio ATR (reflexion total atenuada) y un rango de 4000 a 400 cm”
1 a una resolucion de 4 cm™. Para realizar las graficas se utilizo el software Origin. El accesorio

ATR permite medir diferentes liquidos y solidos sin necesidad de una compleja preparacién de
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la muestra. Cabe resaltar que solo es necesario colocar una gota de muestra para poder obtener

el espectro de FTIR de las nanoparticulas.

La espectroscopia de infrarrojo es una técnica de amplia utilidad en quimica para la
determinacion de grupos funcionales en sistemas moleculares. En las técnicas espectroscopicas
se da la interaccion de la materia con la radiacion. Esta interaccion provoca efectos tales como
la absorcion? o la difusion; cuando una molécula absorbe o emite un foton, su estado energético
cambia (los procesos de absorcion y emision sélo pueden darse a determinadas frecuencias de
los fotones). Este cambio se manifesta como un cambio en la energia traslacional de la molécula
y como un cambio en su estado electrdnico vibracional o rotacional. EI conjunto de frecuencias
a las que se producen estos procesos es propio de cada molécula. Para cada molécula dada, su
espectro de adsorcion?/emision constituye una huella dactilar de la misma (esta es caracteristica
de cada compuesto, en la que pequefias diferencias en la estructura de la molécula dan lugares

a variaciones muy importantes en los méximos de absorcion).

Tabla 6. Rangos de longitud de onda de espectrofotometria infrarrojo.

Infrarrojo cercano (NIR) 780 nm — 2500 nm (12800 cm* — 4000 cm™?)
Infrarrojo medio (MIR) 2.5 pum — 25 um (4000 cm™ — 400 cm™?)
Infrarrojo lejano 25 um — 400 pum (400 cm™* — 25 cm™?)

Caracterizacion de las nanoparticulas por microscopia electrénica de transmision (TEM)

La caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas fue evaluada por microscopia electrénica
de transmision (Hitachi, H7500, Japon). Operado a 80 kV usando rejillas de cobre PELCO®. La
microscopia electronica de transmisidn se basa en un haz de electrones que, manejado a través
de lentes electromagnéticas se proyecta sobre una muestra muy delgada situada en una columna
de alto vacio (para que los electrones puedan desprenderse de la fuente luminosa). Por lo tanto,

los electrones del haz atraviesan la muestra y estos chocan con los atomos de la muestra.

1 Absorcidon. Fendmeno de sorcion en el que atomos, moléculas o iones pasan de una fase fluida (liquido o gas) a otra fase que
puede ser fluida o sélida. En la absorcion hay transferencia de materia de una fase A (absorbato) a una fase B (absorbente), la
sustancia absorbida difunde en el material absorbente y queda disuelta o dispersa en él.

2 Adsorcion. Proceso por el cual &tomos, iones 0 moléculas de gases, liquidos o sdlidos disueltos son atrapados o retenidos en
una superficie.
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Obteniendo informacion estructural de la muestra segun las pérdidas especificas de los
diferentes electrones del haz. Obteniendo una imagen latente.

Para tefiir las muestras se agregaron 10 pL de muestra sobre la rejilla, se dejo secar por 2:30
min, se secd el excedente con papel filtro, después se agregaron 6 L de acetato de uranilo 4%
v/v y se dejaron secar por 1:30 min, de igual manera quitando el excedente con papel filtro.
Posterior a esto, se analizaron al TEM para verificar el tamafio y morfologia de las

nanoparticulas.

Ensayos de inhibicion microbiana

Para los ensayos de inhibicion se utiliz6 a Staphylococcus aureus como organismo de prueba
(debido a que era la cepa con la que se contaba). Se ajusto la densidad optica a 0.1 en medio LB
con un espectrofotometro NanoDrop™ 2000c (Thermo, US). Utilizando diferentes tratamientos:
CS NPs, CuCS NPs, SACS NPs y CuSACS NPs a concentraciones de 1.96, 1.49, 1y 0.2 mg/mL
en placas de 96 pozos. Se dejaron en agitacion e incubacién a 37 °C por 24 horas para poder

medir absorbancia en un espectrofotdmetro Multiskan™ Go (Thermo, US).
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Sistema Poseidon modificado de (Booeshaghi et al., 2019)

Se obtuvo un sistema de goteo semi-automatizado para la correcta y eficiente sintesis de las
nanoparticulas (Figura 12). Este mecanismo permitio reducir el error que se tenia por pipeteo,
ya que en ocasiones era demasiado cansado y era dificil controlar la cantidad suministrada
(tomando en cuenta que se tenia que dejar caer una gota aproximadamente cada 5 segundos).
Este tipo de sistemas ayudan a automatizar un proceso y reducir costos de produccion en el caso

que se deseara escalar la sintesis de las nanoparticulas.

Figura 12. Sistema Poseidon montado para la sintesis de las nanoparticulas.
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Analisis dispersion dindmica de luz (DLS)

A continuacién, se presentan los datos obtenidos para la caracterizacién por dispersion dinamica
de luz para las particulas con Cu y SA (Figura 13). El quitosano (CS) antes de la formacion de
las nanoparticulas tuvo un tamafio de 16.60 + 9.28 nm y una vez formadas aumento
aproximadamente dos veces (Tabla 7). Por otro lado, el quitosano tuvo un indice de
polidispersion (PDI) de 0.79 comparado con las nanoparticulas de quitosano con un PDI de
0.32. Esto indica que las nanoparticulas son de tamafios variados, con tamafios minimos y

maximos, en donde arriba del 50% en volumen de la muestra fueron minimos.

Tabla 7. Nanoparticulas de quitosano cargadas, tamafios minimos y maximos.

Nombre Tamafio minimo % Volumen Tamafio maximo % Volumen PDI
CS 16.6 £9.3 nm 98.2 711.3 £385.0 nm 1.8 0.79
CS NPs 46.0 £8.3nm 62.8 272.4 £78.0 nm 37.2 0.32
CuCS NPs 0.01% 542 +11.9 nm 62.5 260.0 £ 75.7 nm 375 0.42
CuCS NPs 0.1% 29.0 +5.8 nm 73.2 200.0 £ 67.5 nm 26.8 0.29
SACS NPs 0.1% 49.5+16.2 nm 59.1 3115+ 154.0 nm 40.9 0.32
CuSACS NPs 41.4 +14.6 nm 65.1 296.3 + 158.0 nm 34.9 0.33
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Figura 13. Nanoparticulas de quitosano cargadas. Se muestran dos distribuciones de tamafio, las
nanoparticulas pequefas (izquierda) y particulas mas grandes (derecha).

En lo que respecta al potencial zeta, el quitosano solo tuvo una carga de 21.1 + 4.6 mV, y las
nanoparticulas de quitosano el potencial zeta aumentd a 30.3 £ 5.2 mV (Tabla 8). En general,

esto demuestra que las nanoparticulas eran estables.
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Tabla 8. Potencial Zeta obtenido para las nanoparticulas cargadas y sin cargar.

Nombre Potencial Zeta

CS 21146 mV

CS NPs 30.3£52mV
CuCS NPs 0.01% 40.2+3.6 mV
CuCS NPs 0.1% 414+41mV
SACS NPs 0.1% 442+ 43 mV
CuSACS NPs 29.8+17.3mV

En trabajos previos, sobre el tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas los potenciales zetas
fueron diferentes pero cercanos a los obtenidos aqui, pero el tamafio de las nanoparticulas
obtenidas fue menor (Tabla 9). Esto puede explicarse debido a que las técnicas para la obtencion

de las nanoparticulas siguieron procedimientos distintos a los realizados en este trabajo.

Tabla 9. Nanoparticulas de gquitosano reportadas, tamafio y potencial zeta.

Tipo de NPs Tamafio reportado Potencial Zeta Referencia
CS NPs 150 ~ 250 nm +30+£53mV (Leeetal., 2016)
CS NPs 46.0+8.3nm +30.3+5.2mV Este trabajo
SACS NPs 473.2 +£20.4 nm No reportado (Boonsongrit et al., 2006)
SACS NPs 148+8.6a345+£129nm  +34.26 £ 0.39 a +42.43 + 2.84 mV (Jietal., 2011)
SACS NPs 368.7 £ 0.05 nm +34.1 mVvV (Kumaraswamy et al., 2019)
SACS NPs 495 +16.2 nm +44.2 £ 43 mV Este trabajo
CuCS NPs 374 +8.2nm +22.6 mV (Saharan et al., 2015)
CuCS NPs 29.0+£5.8nm +29.8+£17.3 mV Este trabajo

Analisis de tipos de enlaces por espectroscopia infrarroja (FTIR)

En la Figura 14 se pueden observar las bandas de alrededor 3400 cm™ las cuales indican un
estiramiento de los enlaces -OH y -NH, las bandas de alrededor de 1600 cm™ indica que se ha
producido una interaccion entre los grupos NHs™ del quitosano y el TPP dentro de las

nanoparticulas. En 500 cm™ un estiramiento del anillo de piranosa. Alrededor de 1650 cm™
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corresponde al grupo carboxilico del &cido salicilico el cual puede estar superpuesto por la
interaccion del TPP con el quitosano. La unién de Cu y SA con el quitosano induce la
redistribucion de las frecuencias de vibracion, pasando de 3344 cm™ a 3324 cm™ y de 1631 cm
1 'a 1635 cm™. De este andlisis se puede inferir que se logré la interaccion del TPP con el
quitosano formando las nanoparticulas, ademéas de la interaccion con el cobre y el &cido
salicilico. Los espectros obtenidos son similares a los que presentan, Ji et al., (2011),
Muthukrishnan, (2015) y Divya et al., (2019).
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Figura 14. Espectros obtenidos para diferentes nanoparticulas sintetizadas a base de CS.

Morfologia de las nanoparticulas por microscopia electronica de transmision (TEM)

Para evitar la agregacion de las nanoparticulas de quitosano debido al fendmeno de secado, se
realizé una dilucion de las particulas en agua MiliQ (1:20) para poder observar nanoparticulas
individuales. El analisis de las nanoparticulas se realizé con el software ImageJ para verificar el
tamafo obtenido en las micrografias por TEM. En general, todas las nanoparticulas mostraban
tamafios similares a los obtenidos por el andlisis de dispersion dindmica de luz (DLS), en las

nanoparticulas de quitosano (CS NPS) fue mayor la distribucion de particulas grandes. Se
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observaron también estructuras tipo gusano (worm-like), nanoparticulas, con morfologia

caracteristica, no esférica (Figura 15). Donde kx era la magnificacion que mostraba el TEM.
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Figura 15. CS NPs sin diluir observadas en TEM. Diferentes tamafios a (A) 15kx y (B) a 80kx.

—

En el caso de las nanoparticulas de cobre con quitosano (CuCS NPs) se tuvo que hacer una
dilucion 1:20, ya que la alta concentracion de particulas impedia su observacion. En promedio

mostraban un tamafio menor a los 50 nm (Figura 16).
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Figura 16. CuCS NPs diluidas: (A) a 25kx y (B) a 80kx.

En las nanoparticulas sin diluir de CuCS y SACS se obtuvieron particulas con morfologias
esféricas. Se puede observar que al agregar el Cu y el acido salicilico tienden a formar esferas
de tamafios menores a los 50 nm (Figura 17).
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Figura 17. (A) CuCS NPs sin diluir a 25kx; (B) SACS NPs sin diluir 40kx.

Ensayos de inhibicion microbiana

En los ensayos para evaluar la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de quitosano
obtenidas se observd que las nanoparticulas de quitosano sin cargar tienen actividad de
inhibicion sobre S. aureus, pero cuando estan cargadas hay un efecto mayor (Figura 18). A una
concentracion de 1 mg/mL el porcentaje de supervivencia con CS NPs fue de 27.1%, mientras
gue cuando esta cargada con Cu fue de 11.2% y con SA de 15.4%. Con la combinacion de CuSA
hubo una tasa de supervivencia del 8%. A una concentracion de 0.2 mg/mL la combinacion del
cobre con el acido salicilico no fue mejor que con el acido salicilico solo, pero si mucho mas
eficaz que con el cobre o que con el quitosano. A una concentracion de 1.49 mg/mL las
nanoparticulas tuvieron porcentajes de supervivencia en S. aureus de 9.9% (CS NPs), 7.9%
(CuCS NPs), 6.7% (SACS NPs) y 4.4% (CuSACS NPs). Asi las nanoparticulas de CuSACS
NPs tuvieron mayor efectividad. A una concentracién de 1.96 mg/mL (la cual es la mas alta) se
observaron porcentajes de supervivencia de 5.6% (CS NPs), 2.5% (CuCS NPs), 2.9% (SACS
NPs) y 2.4% (CuSACS NPs). Haciendo un andlisis de varianza se observé que las
concentraciones de 0.2 y 1 mg/mL para todas las nanoparticulas era diferente, en cambio para
1.49 y 1.96 mg/mL no hay cambio entre tratamientos, eso puede significar que a esas
concentraciones el efecto es el mismo. Del mismo modo, se hizo la prueba Tukey para
comprobar que nanoparticulas funcionaban mejor, siendo las SACS NPs a una

concentracion de 0.2 mg / mL, seguidas por CuCS NPs a una concentracion de 1 mg/ mL.
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Figura 18. Tratamiento con nanoparticulas a base de quitosano para S. aureus.
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Capitulo 5

Conclusiones

Se logro estandarizar un método préactico, eficiente y altamente reproducible para la produccion
de nanoparticulas a base de quitosano: CS NPs, CuCS NPs, SACS NPs y CuSACS NPs con la
construccidn del sistema Poseidon. El cual, hasta el momento no se ha reportado para el uso de
la sintesis de nanoparticulas de quitosano. Este sistema presenta una ventaja al momento de
Ilevar acabo la reaccion para la construccion de las nanoparticulas ya que, evita el error causado

por la persona que lleva a cabo la sintesis manual (generalmente, por problemas de pipeteo).

Se caracterizaron las nanoparticulas por diferentes técnicas como dispersion dinamica de luz
(DLS) obteniendo tamafios de 16.6 = 9.3 nm (CS), 46.0 £ 8.3 nm (CS NPs), 54.2 £ 11.9 nm
(CuCS NPs 0.01%), 29.0 £ 5.8 nm (CuCS NPs 0.1%), 49.5 £ 16.2 nm (SACS NPs 0.1%) y 41.4
+ 14.6 nm (CuSACS NPs), obteniendo potenciales zeta de entre 20 mV y 40 mV para las NPs,
demostrando ser estables. Los anlisis de espectroscopia infrarroja (FTIR) demostraron la unién
de las nanoparticulas con el cobre y el &cido salicilico. Los andlisis de microscopia electronica
de transmision (TEM) mostraron la morfologia esférica de las nanoparticulas, aunque también
las habia de tipo gusano (worm-like). Se hizo una comparacion de las nanoparticulas con las
que existen en la literatura, demostrando que se puede hacer omisién de la ultracentrifugacion

para su colecta.

Los ensayos de inhibicién demostraron actividad de las nanoparticulas con el organismo S.
aureus. Utilizando concentraciones de 0.2, 1, 1.42 y 1.96 mg/mL de las NPs. A una
concentracion de 1.96 y 1.42 mg/mL se observo que no hay diferecia entre esos tratamientos al

hacer un andlisis de varianza. A una concentracion de 1 y 0.2 mg/mL las nanoparticulas tenian
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efectos diferentes, realizando una prueba Tukey se demostrd que el tratamiento que mejor
funciond fue el de SACS NPs.
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Perspectivas

En futuros trabajos, se propone probar las nanoparticulas con cepas patdgenas de plantas para
determinar el efecto que tienen en su control, aunque actualmente en este trabajo se ha
demostrado que la mayoria de las nanoparticulas sintetizadas funcionan como control para S.
aureus (el cual es un agente patdgeno no proveniente de plantas). Seguido de estas pruebas

seguiria el tratamiento en plantas para comprobar su efectividad.
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ANexos

Manual para el sistema Poseidon

Para conectar al sistema:

1. Abrir el archivo ejecutable con extension .exe

a

1.1 Poseidon Pumps Controller - Pachter Lab Caltech 2018

File

/" Syringe Control '\ Camera \/ Setup \

Absolute

Incremental

Remain

Pump 1

Pump 2

Pump 3

Pump 1

M
LI

c3

c3

Syringe

BD 1 mL

BD 1 mL

BD 1 ml

Pump 2

c3 (g |

c3

Speed

0.0 mm/s

0.0 mm/s

Pump 3

C3 3 3

Amount

0.000 mm

0.000 mm

Coord.
* Abs

0.000 mm B
Incr.

2. Seleccionar el puerto y el microstepping (este ultimo depende de la configuracion que

se tenga en el CNC shield)

3. Enlainterfaz, en la pestafia de ajustes (setup) hacer click en conectar a controlador. Si

se hizo correctamente aparecerd un mensaje en la parte inferior mostrando “Conectado

exitosamente a la placa”.
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m]

/ Syringe Control N/ Camera \/ Setup \

Select port: |coms =] Refresh ports
Set Microstepping: 32 |
Syringe Units Speed Accel Jog Delta
Pump 1 /BoimL <] |[mm/ss ~ | [1.0000 = [1.00 = [1.0 = Send
pump 2 sDimL | [mm/s | |0.0000 = [0.00 = |o.01 | Send
Pump 3 /eoim. ~[[mmss | 0.0000 =1 Jo.00 = Jo.01 = Send

Connect to Controller

Disconnect from Controller Send all settings ‘

\".-':-‘r'ite notes about your experiment here. These v

will be appended to the end of your settings file.

se probaron con mm/s ya que

Seleccionar el tamafio de jeringa, velocidad y aceleracién requeridos. Nota: Las unidades

las demés no funcionaban adecuadamente. Jog Delta y

aceleracion se mantuvieron en un valor de 1

my

f Syringe Control /" Camera \/ Setup \

Hacer click en enviar y finalmente en enviar todas las configuraciones

Select port: |coms =1 Refresh ports
Set Microstepping: 32 &
Syringe Units Speed Accel Jog Delta
Pump 1 [eoitme < [mmis ~ | |1.0000 = J1.00 = |10 =1
Pump 2 spimt [ [mmis ~ | |o.0000 = Jo.00 = Jo.01 [=]] Send
Pump 3 (soimt [ [mmis ~ | |o.0000 = Jo.00 = Jo.01 [=]] Send

Caonnect to Controller

Send all settings

Discannect from Controller

Write notes about your experiment here. These

will be appended to the end of your settings file.

6. Si se hizo correctamente deberia verse la siguiente interfaz en la pestafia de control de

jeringa
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w0

[/ Syringe Control \/" Camera \/ Setup \

@Pump 1/ Pump2| | Pump3

P z

Absolute ) DD E D ause ero
Incremental N n ¥
Remain i I n

Syringe Speed Amount

Pump 1 BD 1 mL 1.0 mm/s 0.000 = mm Jog + Coord.
Pump 2 BD 1 mL 0.0 mm/s 0000 4 mm | | © Abs.
Pump 3 BD 1 mL 0.0 mm/s 0000 = mm 211° C Incr.

You clicked SEND ALL SETTINGS

7. Marcar la casilla con la jeringa que se le enviaron las configuraciones del paso 4 y

colocar la cantidad que se requiere. Nota: Si se quiere que el motor vaya para el lado

6 C¢

opuesto, en cantidad colocar antes del nimero un “- , ejemplo: -5

8] Poseidon Pumps Controller - Pachter Lab Caltech 2018 — O X
File

/" Syringe Control \/" Camera \/ Setup \

“Pumpl| ! Pump2 ' Pump3

P z

Absolute . E“] D D ause ero
Incremental i M n
Remain il ¥ n

Syringe Speed Amount

Pump 1 BD 1mL 1.0 mm/s 5000 = mm o Coord.
Pump 2 BD 1 mL 0.0 mm/s 0.000 = mm « Abs.
Pump 3 BD 1 mL 0.0 mm/s lm mm L C Incr.

You clicked STOP

8. Hacer click en Run
Para desconectar el sistema:

1. En la pestaiia configuraciones hacer click en desconectar del controlador
2. Desconectar la alimentacion a los motores

3. Desconectar el Arduino
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4. Desconectar el motor

Lista de precios para el sistema Poseidon

Las impresiones de los modelos se realizaron en una impresora 3D, con los disefios de

Booeshaghi et al., (2019). La Tabla 10 muestra las herramientas y componentes necesarios para

construir este sistema de goteo controlado.

Tabla 10. Lista de precios para construir el sistema Poseidén (abril, 2019).

Nombre

Precio

Motor a pasos NEMA 17

Acoplamiento de motor de eje 5 mm a5 mm
(pack de 5)

Barra de acero 6 mm (200 mm de longitud, pack
de 2)

Varilla roscada M5x0.8 mm (170 mm de
longitud, pack de 4)

M5x0.8 mm paquete de tuercas de 25
M3x0.5 mm paquete de tuercas de 100

M3x0.5 mm tornillos de cabeza plana paquete de
100 (20 mm de longitud)

M3x0.5 mm tornillos de cabeza plana paquete de
100 (10 mm de longitud)

Fuente de alimentacion 12V 6 A

Arduino + CNC shield pack + driver A4988

Total

$ 537.037 MXN

$398.148 MXN

$ 324.074 MXN

$486.111 MXN

$472.222 MXN D
$370.370 MXN

$ 439.815 MXN %

$ 439.815 MXN

$470.23 MXN

$ 402.00 MXN

$4339.822
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Liofilizado en las nanoparticulas

La liofilizacidn es un proceso ampliamente utilizado para secar y mejorar la estabilidad de varios

productos farmacéuticos que incluyen: virus, vacunas, proteinas, péptidos o vehiculos

coloidales: liposomas, nanoparticulas, nanoemulsiones. El ciclo de liofilizacion se puede dividir

en tres pasos: congelacion (solidificacion), secado primario (sublimacion de hielo) y secado

secundario (desorcion de agua no congelada) (Abdelwahed et al., 2006). En este trabajo, la

liofilizacion demostré no ser buena para las nanoparticulas ya que aumentaba su tamafio

enormemente y su potencial zeta reducia, lo que puede afectar las interacciones electrostaticas

con virus, bacterias y hongos.

Size Distribution by Volume

307

M
S

Volume (Percent)

=

o1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Total Counts

Zeta Potential Distribution

Q00000 -+ we e e v e oo enmmee e

150000

100000

50000

o

100

SR ' i ——i

o 100
Apparent Zeta Potential (mV)

200

Figura 19. CS NPs liofilizadas (A) 533.9 = 112.6 nm y un PDI de 0.297 y (B) potencial zeta de

nanoparticulas de quitosano liofilizadas 2.49 + 3.31 mV.
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Figura 20. CuCS NPs liofilizadas (A) 106.3 + 11.02 nm y un PDI de 1 y (B) distribucion de potencial

zeta de nanoparticulas de quitosano con cobre liofilizadas -7.68 + 3.08 mV.
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Size Distribution by Volume
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Figura 21. SACS NPs liofilizadas 509.5 + 177.3 nm y un PDI de 0.376.

Protocolo para la sintesis de nanoparticulas a base de quitosano
A. Preparacion de solucion stock de quitosano

1. Usar material estéril y el lugar en donde se prepara debe de estar limpio y libre de polvo
el ambiente.

2. Preparar una solucion de quitosano 0.25% (w/v) en 2% (v/v) de &cido acético glacial en
agua MiliQ.

3. Dejar en agitacion 24 horas.

4. Centrifugar la solucion a 8000 x g por 15 min a 4 °C (Beckman Coulter Rotor JA-14) y
recuperar el sobrenadante.

5. Centrifugar sobrenadante a 11,000 x g por 20 min a 4 °C (Beckman Coulter Rotor JA-
14), ajustar pH a 4.5 con NaOH Yy filtrar la solucién con una membrana de 1.2 pm.

6. Posterior a esto filtrar con una membrana de 0.45 um y guardar la solucién stock en el

refrigerador.

B. Sintesis de nanoparticulas

1. Agregar 5 mL de la solucién stock de quitosano en un vaso de precipitados y agitar a
800 rpm usando una barra magnética y una placa giratoria durante 10 min.
2. Agregar 200 pL de la muestra a encapsular a una velocidad de 0.09 mm/s con una jeringa

de insulina (1 mL) acopada al sistema automatizado de goteo y agitar durante todo el
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proceso a 800 rpm. En caso de solo sintetizar NPs de quitosano se debe de sustituir la
solucidn de la jeringa por agua MiliQ estéril.

3. Preparar una solucion stock de TPP 0.25% wi/v y filtrar con una membrana de 0.45 pm.

4. Agregar 1 mL de TPP a una velocidad de 0.09 mm/s con una jeringa (3 mL) acoplada al
sistema automatico de goteo y continuar agitando a la misma velocidad.

5. Afiadir 100 pL de glutaraldehido 2.5% a una velocidad de 0.09 mm/s con una jeringa (1
mL) acoplada al sistema automatico de goteo y continuar la agitacion por al menos una
hora después de haber terminado de agregar el glutaraldehido.

6. Centrifugar a 3500 rpm 30 min a 4 °C (Sorvall Legend RT Rotor 75006445) y colectar
el sobrenadante.

7. Centrifugar a 12000 rpm 1 hora (Thermo Heraeus Multifuge X1R Rotor 75003652) y
colectar el sobrenadante.

8. Caracterizar por DLS, FTIRy TEM.

Nota: La preparacion se realiza a temperatura ambiente y libre de polvo. EI TPP se debe de
preparar y filtrar siempre al momento de llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas. La
centrifugacion se realiza para separar los agregados de las nanoparticulas. Utilizando este
procedimiento se obtienen nanoparticulas de aproximadamente entre 40 y 80 nm con un
volumen de més del 60% y el resto corresponde a nanoparticulas con un tamafio aproximado de
280 nm. Esto se ha corroborado para NPs quitosano cargadas con Cu, acido salicilico y NPs de

quitosano sin cargo, esto a través de DLS.
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Distribucion de tamario de las nanoparticulas obtenida por DLS
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Figura 22. Distribucién de tamafio de nanoparticulas obtenidas por DLS para quitosano puro (A) y para
las nanoparticulas de quitosano (B). El quitosano, antes de formar las nanoparticulas tenia un tamafio de
16.6 + 9.3 nmy las nanoparticulas de quitosano CS NPs de 46 + 8.3 nm.
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Figura 23. Distribucion de tamafio de nanoparticulas obtenidas por DLS para CuCS NPs al 0.01% (A)
y CuCS NPs al 0.1% (B). Las nanoparticulas de CuCS NPs al 0.01% tuvieron un tamafio de 54.2 £ 11.9

nmy las de CuCS NPs al 0.1% de 29 + 16.2 nm.
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Figura 24. Distribucion de tamafio de nanoparticulas obtenidas por DLS para SACS NPs (A) y CuSACS
NPs (B). Las nanoparticulas SACS NPs tuvieron un tamafio de 49.5 £ 16.2 nm y las CUSACS NPs de

41.4 +14.6 nm.
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Distribucion de potencial zeta obtenido por DLS
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Figura 25. Potencial Zeta obtenido para las hanoparticulas de quitosano cargadas.
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Figura 26. Distribucion de potencial zeta obtenido por DLS para el quitosano (A) el cual tuvo un
potencial zeta de 21.1 + 4.6 mV antes de la formacion de las nanoparticulas y (B) las nanoparticulas de
quitosano aumentaron la carga a 30.3 £ 5.2 mV.
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Figura 27. Distribucién de potencial zeta obtenido por DLS para CuCS NPs al 0.01% (A) las cuales
tenian una carga de 40.2 £ 3.6 mV y (B) CuCS NPs al 0.1% tenian una carga de 41.4 + 4.1 mV.
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Figura 28. Distribucién de potencial zeta obtenido por DLS para SACS NPs (A) las cuales mostraban
una carga de 44.2 £ 4.3 mV y (B) CuSACS NPs mostraron una carga de 29.8 £ 17.3 mV.
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