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RESUMEN 
 

El uso de antibióticos es uno de los problemas actuales con mayor relevancia en la 

industria acuícola tanto para el bienestar animal como la inocuidad y seguridad 

alimentaria; por lo que no es de sorprender que sean de los primordiales problemas 

a tratar. Partiendo de esta premisa en la presente investigación se busca sustituir 

parcialmente el uso de antibióticos por sustancias menos agresivas e invasivas. La 

reciente rama de la nanotecnología ha permitido un gran avance en este rubro 

puesto que por la versatilidad de los componentes en relación al tamaño 

(nanométrico) lo hacen el agente perfecto para combatir a patógenos sin generar 

resistencia, así mismo la bioquímica ha permito la extracción de compuestos 

bioactivos de plantas, denominados fitogénicos, los cuales poseen capacidades 

antibacterianas, antifúngicas, prebióticas, y probióticas. La biotecnología ha 

permitido coadyuvar estas dos vertientes en la elaboración de hidrogeles de 

quitosano, con el objetivo de generar no solo alternativas profilácticas si no para 

permitir vehículos para el transporte óptimo de fármacos en medidas terapéuticas. 

Los hidrogeles aquí trabajados son a base de una matriz polimérica de quitosano 

afiliados con nanovarillas de ZnO co-dopadas con Ag-Cl. Esta combinación permite 

una red estable y un comportamiento de hinchamiento mayor a pH ácidos, en 

específico se obtuvieron mejores resultados en ph 2 y ph 4. Infiriendo que los 

componentes inmersos dentro de esta matriz sean liberados cuando se encuentren 

en un ambiente ácido inferior a ph 5. Con lo anterior, se realizaron 3 experimentos, 

se probó la efectividad antimicrobiana del hidrogel con nanovarillas (Qs_ZnO), 

también del hidrogel con nanovarillas y Coxsan® (Qs_ZnO_Cx)) y finalmente del 

hidrogel con nanovarillas y Licorol® (Qs_ZnO_Lc); con lo que se obtuvieron las 

dosis mínimas inhibitorias (MIC) para cada tratamiento. Obteniendo un MIC mayor 

para los tratamientos con fitogénicos (Licorol® y Coxsan®), con un valor de 12.5 

µg/ml en ambos casos, y un valor de 6.25 µg g/ml para el tratamiento con 

nanovarillas, indicando que los fitogénicos parecieran interferir en la eficacia 

antibacteriana de las nanovarillas. Sin embargo, en la prueba de inhibición 

bacteriana el tratamiento que mejor imbibición presentó fue Qs_ZnO_Lc, lo que 
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parece indicar que hay una gran interacción entre los diferentes componentes de 

cada tratamiento, afectando el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles.  

En conclusión,  los hidrogeles de quitosano con nanovarillas de ZnO son funcionales 

para su potencial empleo; sin embargo, hace falta más investigación sobre la 

efectividad de liberación de fármacos o agentes profilácticos a emplear, así como 

del efecto de su aplicación directa en organismos acuícolas.  

Palabras clave: Organismos acuícola, tratamiento, antibióticos, nanogeles, 

nanovarillas, fitogénicos, terapia y profilaxis.  
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INTRODUCCIÓN 

 

La materia se encuentra constituida naturalmente por partículas, estas se pueden 

clasificar en base al diámetro que poseen. Las partículas consideradas gruesas se 

encuentran en un intervalo de entre 10, 000 y 2,500 nm, las finas en un rango que 

va de 2,500 a 100 nm, mientras que aquellas que se encuentran dentro de un rango 

de 1 a 100 nm se consideran partículas ultrafinas o se les asigna el prefijo nano. Así 

como el resto de la materia evidente a simple vista, los nanomateriales poseen 

propiedades fisicoquímicas únicas que brindan la posibilidad de acción diferente con 

respecto a sus análogos macroscópicos. Dichas conductas son determinadas por 

el comportamiento de propiedades cuánticas de cada material (Carrillo-González et 

al, 2014). 

Estas propiedades fisicoquímicas les permiten a los nanomateriales contar una 

amplia gama de aplicaciones en diversos campos, como, por ejemplo: usos 

agrícolas (en el campo de biofertilizantes), en el ámbito biomédico, farmacéutico e 

incluso en el ámbito veterinario. Dentro de las aplicaciones en el ámbito 

biotecnológico, destaca la capacidad de administración controlada de fármacos y 

dosificación de enzimas y nutrientes, a través del desarrollo de diversos productos 

basados en nanomateriales (Nakal-Chidiac et al, 2018). En específico, las 

nanopartículas reticuladas en redes poliméricas como los hidrogeles permiten a los 

científicos emplearlas en diversas áreas, siendo uno de los más importantes el 

transporte de diversos compuestos activos para tratamiento de diversas 

enfermedades tales como el cáncer (Carrillo-González et al, 2014). 

Los hidrogeles, son compuestos poliméricos formados generalmente por puentes 

de hidrógeno entre polímeros que poseen grupos hidrofílicos (Escalona-Rayo & 

Quintanar-Guerrero, 2014) y/o por interacciones electrostáticas. Los polímeros 

empleados para la elaboración de estos pueden ser de origen natural o bien de 

origen sintético (Suárez-Carrillo, 2019), dentro de los primeros se tienen a la quitina, 

quitosano, albúmina, ácido hialurónico y alginato, entre otros. En cuanto a los 
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polímeros sintéticos están el poli (N-vinilcaprolactama), poli (N-isopropilacrilamida), 

poli (ácido N-isopropilacrilamida), etc. (Suárez-Carrillo, 2019).  

Una de las características más importantes que poseen los hidrogeles es su 

capacidad de absorber grandes cantidades de agua lo que permite una dilatación 

en torno a su estructura, por ello es por lo que han sido empleadas como vehículo 

para transporte y liberación de fármacos (Ramirez et al., 2016). Los hidrogeles 

también han demostrado ser biocompatibles debido a la misma característica de 

poseer una gran cantidad de agua y es esta interacción lo que permite esta 

biocompatibilidad con organismos vivos (Mauri et al. 2021). 

 

Características de hidrogeles 
Los hidrogeles se pueden clasificar en dos grandes grupos acorde al tipo de enlaces 

que poseen (Escalona-Rayo & Quintanar-Guerrero, 2014):  

a) Hidrogeles con enlaces no covalentes (interacciones electrostáticas, 

puentes de hidrógeno e interacciones hidrófobas) dan pie a una red 

reticulada reversible.  

b) Hidrogeles con enlaces covalentes, se les conoce como hidrogeles 

químicamente reticulados, estos suelen ser estructuras permanentes  

Los hidrogeles pueden ser sensibles a estímulos, es decir, el hinchamiento o 

expansión del material será determinado por un estímulo externo tal como el pH, 

enzimas, luz, o campos electromagnéticos (Figura 1). Mientras que los hidrogeles 

no sensibles a estímulos simplemente tienen la capacidad de expandirse por su 

capacidad de absorción de agua.  
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Figura 1. Mecanismo de liberación de fármacos de un hidrogel en respuesta a un 

estímulo del medio (Neamtu et al., 2017). 

 

Por otro lado, los hidrogeles pueden ser también clasificados por el tipo de carga 

que poseen en aniónicos, catiónicos y anfóteros (Escalona-Rayo & Quintanar-

Guerrero, 2014).  

En los últimos años se ha indagado las diversas aplicaciones y configuraciones de 

los hidrogeles buscando ampliar y potenciar su campo de acción en el área 

biomédica. Una de las configuraciones de los hidrogeles que tiene mayor potencial 

son los hidrogeles híbridos (HH). Los HH permiten un ensamblaje entre dos 

compuestos de naturaleza física diferente, que potencia las características 

fisicoquímicas de los propios materiales (Ramirez, et al, 2015); es decir que además 

de la parte polimérica (fase orgánica del hidrogel), se implementa una fase 

inorgánica que interactúa con la primera permitiendo la sinergia de ambos 

materiales sin alterar las características individuales de los mismos (Pirela, et al, 

2014), esta sinergia se puede dar de forma física o química, en la formación de 

puentes de hidrógeno o enlaces químicos o bien formando una nueva estructura, lo 

que permite unir características de los materiales del que está compuesto el hidrogel 

(Ramirez, et al, 2015). 

La forma más común de sintetizar este tipo de materiales es la polimerización por 

adición, en donde la parte inorgánica en fase acuosa se agrega a la fase orgánica 
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(Ramirez, et al, 2016). En este mecanismo las moléculas correspondientes a la fase 

orgánica se ven afectadas por cambios en el medio (presión, temperatura o 

catalizador) que produce una reacción de ruptura en los dobles enlaces y da pie a 

que se den uniones entre electrones libres y se formen cadenas poliméricas con los 

materiales disponibles dentro del medio. Esta propagación termina cuando se 

combinan dos cadenas con electrones libres o bien cuando se produce una reacción 

con radicales libres finalizadores. Esta conjunción proporciona propiedades únicas 

al compuesto, como, por ejemplo, potenciar diversas características como: 

capacidad de hinchamiento, capacidad de remover metales pesados, cargar con 

fármacos y liberar de manera controlada estos compuestos hasta al momento de la 

interacción con otros materiales (Ramírez, et al, 2016). Esta última característica es 

posible gracias a que al ser híbridos pueden sintetizarse con elementos o grupos 

químicos que son susceptibles a cambios de pH (grupos ionizables) o 

termosensibles (susceptibles a modificarse por cambios en temperatura) (Ramírez, 

et al, 2016).  

La capacidad que posea el HH para interactuar con el ambiente va a depender de 

cómo se entrelaza química y físicamente con el compuesto inorgánico con el que 

sucede la sinergia. Por ello, el estudio de diversos acoplamientos, su caracterización 

y descripción morfológica, así como la descripción en torno a su comportamiento en 

un medio se ha intensificado en el ámbito científico. De hecho, los hidrogeles 

híbridos son grandes aspirantes a ser materiales teragnósticos, es decir materiales 

que funcionan como terapia y a la vez pueden realizar algún diagnóstico. Uno de 

los materiales orgánicos poliméricos más usados dada su naturaleza y maleabilidad 

en torno a diferentes campos de aplicación es el quitosano, este polímero es el 

producto de la desacetilación de la quitina (Figura 2). El quitosano es un compuesto 

más reactivo que la quitina debido a la presencia de grupos hidroxilo y grupos amino 

en cada unidad desacetilada. Estos grupos reactivos tienen la posibilidad de estar 

sujetos a modificaciones químicas que pueden a su vez modificar las propiedades 

físicas y químicas del quitosano. En este sentido, el grupo amino del quitosano 

puede ser ionizado (pKa=6.5) convirtiendo al quitosano en un polielectrolito 

catiónico al estar en soluciones ácidas, ya que sus grupos amino son protonados (-
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NH2 a -NH3
+). Esto ocasiona que, a diferencia de la quitina, el quitosano sea soluble 

en soluciones acuosas ácidas. Ácidos orgánicos diluidos como el ácido acético, 

láctico, fórmico y otros, forman sales solubles con el quitosano, por lo que son 

ideales para disolverlo (Bautista-Baños, et al, 2017). 

 

 

 

Figura 2. Desacetilación de la quitina (Nilsen-Nygaard et al, 2015). 

 

Además de lo anterior, el quitosano es un material considerado biodegradable y 

altamente biocompatible, no presenta efectos secundarios ni toxicidad al 

interaccionar con agentes biológicos, por ello es por lo que se ha empleado como 

agente condensador y liberador inteligente en el transporte activo de fármacos 

(Nasrollahzadeh et al., 2017). Otra característica positiva del quitosano es que 

posee propiedades bacteriostáticas y mucoadhesivas (Saeed et al. 2020). Debido a 

esto, el quitosano es considerado una excelente opción como material para 

sintetizar hidrogeles con potencial para el transporte de compuestos bioactivos. 

Ahora bien, como ya se mencionó anteriormente, generalmente en la síntesis de 

hidrogeles híbridos además de la parte polimérica (orgánica) también se emplea 

una parte inorgánica que consiste comúnmente en nanopartículas o 
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nanoestructuras de materiales inorgánicos. Dentro de los posibles nanomateriales 

que se pueden emplear para formar el HH, destaca el óxido de zinc (ZnO), ya que 

ha mostrado tener propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram negativas y 

Gram positivas, además, según la Administración de Medicamentos y Alimentos de 

Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) es una sustancia segura e inocua, y 

se considera una partícula biocompatible si su tamaño es inferior a 100 nm 

(Muthuraman, A; Kaur, J, 2017). También ha mostrado poseer propiedades 

anticancerígenas, antioxidantes, y antiinflamatorias (Jiang, 2018).  

Algunos autores proponen que las propiedades antimicrobianas surgen a raíz de las 

fuerzas electrostáticas que genera el elemento contra la superficie de la membrana 

microbiana que se posa (Muthuraman, A; Kaur, J, 2017).  Otro punto favorable, es 

que el ZnO tiene la capacidad de ser dopado con otros materiales para potenciar 

sus características (Cardoza-Contreras et al, 2019). Uno de los elementos dopantes 

del ZnO puede ser la plata, ya que se ha empleado para tratar afecciones en seres 

humanos desde antes que se descubrieran los antibióticos como la penicilina (Día, 

2018). En avances más recientes, la plata a tamaño nanométrico se ha descubierto 

que posee características antisépticas, antimicrobianas, antimicóticos, antivirales y 

no genera resistencia, a diferencia de algunos antibióticos. Todo esto ha llamado la 

atención para el empleo de estas nanopartículas en tratamientos para ciertas 

enfermedades (Rai, et al, 2014).  

Debido a todo lo anterior, el desarrollo de materiales híbridos biocompatibles que 

permitan la potencialización de sus efectos antimicrobianos posibilita la introducción 

de estos en el ámbito biomédico y veterinario para el tratamiento de diversas 

patologías (Betancur et al, 2016).   

 

Salud animal 

En los organismos acuáticos, la mayoría poseen un sistema inmune innato o 

inespecífico, en donde tienen la capacidad de reconocer al patógeno, pero no de 

crear una memoria contra este. Sin embargo, hay organismos acuáticos como los 

peces óseos que cuentan con la capacidad de generar cierta memoria ante 
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patógenos (Pradipta, et al 2014). Es decir, cuando un agente extraño ataca o se 

introduce dentro del sistema del organismo, el antígeno provoca que el sistema 

inmune produzca anticuerpos contra ese agente extraño (Martin & Król, 2017).  

En la industria acuícola cada vez más se realizan esfuerzos en los ámbitos de salud 

animal y alimentación para lograr que ésta sea una actividad sustentable, que no 

dañe el ambiente y mucho menos la salud del ser humano. Sin embargo, con el 

aumento de la producción se vienen diversos tipos de prácticas en las cuales se 

propicia una mayor densidad en cultivos. Estas densidades son causa de 

aglutinamiento, reducción de oxígeno y situaciones estresantes que generan el 

desarrollo de ciertas patologías en organismos, estas van desde enfermedades, 

malnutrición y enfermedades de origen biológico. Los patógenos más peligrosos en 

acuacultura son aquellos que poseen un alto grado de patogenicidad y tienen la 

capacidad de ser zoonóticos (capacidad de transmitir la enfermedad de los animales 

a los seres humanos). Dentro de estos microorganismos se tiene a las diversas 

especies de los géneros Aeromonas, Vibrios y Streptococcus iniae (Cabello, 2004). 

Estos son microorganismos que se buscan erradicar o mantener en un nivel 

controlado para evitar la infección de los organismos de cultivo y con ello provocar 

no solo pérdidas monetarias, si no afectaciones en la salud pública. Se tienen 

estimadas pérdidas de 150 millones de dólares anuales por enfermedades 

causadas por bacterias en la piscicultura a nivel mundial (PROAQUA, 2021). En la 

figura 3 se muestra un cuadro en donde se estipulan las enfermedades en peces 

que se tienen que declarar en formato obligatorio por la Organización Mundial de 

Sanidad Animal (OIE).  
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Figura 3. Enfermedades con declaración obligatoria para el control de 

enfermedades 

Fuente: (Håstein,2000). 

 

Es por todas estas enfermedades, que en la acuacultura se emplean antibióticos 

durante la producción y elaboración. Sin embargo, el consumo no intencionado de 

antibióticos en los residuos de alimentos provoca el desarrollo de resistencia a los 

mismos en bacterias que son patógenas para los seres humanos; lo que constituye 

otro problema importante al que no se ha prestado todavía la debida atención (FAO, 

2022). Se considera que el desarrollo de resistencia a los antibióticos por parte de 

las bacterias patógenas es uno de los riesgos más graves para la salud humana a 

nivel mundial. Esto dado que las bacterias al adquirir resistencia a los antibióticos a 

los que antes eran susceptibles provocan la ineficacia de los antibióticos para tratar 

determinadas enfermedades microbianas en los seres humanos (Balbuena-
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Rivarola, et al, 2011). Debido a esto, es necesario detener y eliminar los agentes 

infecciosos sin propagar el patrón de resistencia de los antibióticos. 

 

Fitogénicos 

Existen compuestos llamados inmunoestimulantes, los cuales son sustancias que 

interfieren en los procesos inmunológicos a nivel celular, permitiendo una mejor 

respuesta celular al momento de verse en una situación de infección (Martin & Król, 

2017). Los inmunoestimulantes son compuestos bioactivos que generan un efecto 

beneficioso sobre una o más funciones dentro del organismo, estos poseen una 

influencia en las actividades celulares y fisiológicas tras su ingesta, (Herrera et al., 

2014). Estas sustancias son adquiridas de manera natural de los alimentos y en los 

extractos de ciertas plantas (fitogenéticos), generan un aumento en la reacción de 

la primera línea de defensa no específica en peces protegiéndose así de manera 

más eficiente en contra de bacterias, virus, hongos y parásitos (Ngo Van, 2015). 

Algunos de estos inmunoestimulantes son extractos de plantas que poseen 

compuestos bioactivos y reciben el nombre de fitogenéticos, estos poseen 

capacidades antiestrés, antioxidantes e inmunoestimuladores (Karizoo, 2021); 

además de promover el crecimiento y la salud en general del organismo. También 

se han empleado como elementos complementarios en dietas para la obtención de 

un óptimo sistema inmunitario en animales (Yang et al., 2015). Así mismo, los 

esfuerzos de las investigaciones realizadas con diversos compuestos bioactivos 

han llevado a la combinación de fitogenéticos como el extracto de aceite de clavo, 

carvacrol, aceite de orégano, eugenol, etc. para combatir bacterias como Vibrio spp, 

Vibrio harveyi, Escherichia coli, Salmonella, Edwardsiella, Aeromonas, etc.  (Yang 

et al., 2015). Sin embargo, aún hay retos en la viabilidad y seguridad para 

implementar los fitogenéticos en alimentos para los organismos acuícolas. Ya que 

éstos al ser extractos de diversas plantas tienden a interactuar con los compuestos 

del alimento y a producir olores y sabores que no son atractivos para los animales 

de cultivo; además, se ha demostrado que en grandes cantidades tienden a ser 

tóxicos para los organismos, afectando a nivel fisiológico a estos. Es por ello, que 
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generalmente se emplea una dosis mínima inhibitoria de cada compuesto (Yang et 

al, 2015). 

En acuacultura, el empleo de estos compuestos bioactivos ha sido un gran avance, 

ya que esta alternativa busca suplir los aditamentos químicos (antibióticos) y permitir 

un producto más amable con el medio ambiente e inocuo para el consumidor 

(Tacias-Pascacio et al., 2021). 

Una de las posibilidades es emplear hidrogeles con propiedades antimicrobianas 

para la entrega de fármacos y otros compuestos bioactivos en acuicultura. Esto 

debido a que poseen características únicas, como la entrega controlada de los 

compuestos en respuesta a un estímulo; sin embargo, su potencial uso en este 

ámbito aún no ha sido explorado completamente (Swain, 2014; Yang et al., 2015). 

Es por todo lo mencionado anteriormente, que en este proyecto de investigación se 

propone sintetizar y caracterizar hidrogeles híbridos antimicrobianos basados en 

bionanocompositos de quitosano y nanovarillas (nv’s) de ZnO dopadas con Ag y Cl, 

cargarlos con fitogenéticos y determinar sus propiedades antimicrobianas, para 

evaluar su posible empleo en el encapsulado de compuestos bioactivos en 

acuacultura. 
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HIPÓTESIS 

Los hidrogeles basados de quitosano y nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl 

pueden cargar y liberar fitogénicos de forma controlada al ser sensibles a cambios 

de pH, además de poseer un gran potencial antimicrobiano. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

● Sintetizar y caracterizar hidrogeles híbridos basados en quitosano y 

nanovarillas de ZnO dopadas con Ag y Cl. 

Objetivos específicos 

● Caracterizar la morfología, composición y capacidad de hinchamiento de los 

hidrogeles. 

● Cargar los hidrogeles híbridos con fitogénicos. 

● Evaluar propiedades antimicrobianas de los hidrogeles híbridos sintetizados 

sin cargar y cargados con fitogénicos ante bacterias patógenas tipo Vibrio. 

 

METODOLOGÍA 

 

1. Síntesis de nanopartículas de ZnO 

 

La síntesis de nanopartículas de ZnO se llevó a cabo bajo el procedimiento descrito 

por Cardoza-Contreras et al. 2019, en donde se preparó una solución 1 mM de 

acetato de zinc (Zn (CH3COO)2) disuelto en 20 mL de 2-Propanol (CH3-CH(OH)-

CH3) con agitación constante a una temperatura de 50 °C. Una vez homogenizada 

la solución, se adicionaron 230 ml más de 2-propanol a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se vertió gota a gota 20 ml de una solución de hidróxido de sodio 

(NaOH) 20 mM y finalmente se sometió a baño maría a 60ºC durante 60 minutos. 

(Cardoza-Contreras et al, 2019). Las nanopartículas de ZnO sintetizadas sirvieron 
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como centros de nucleación en los substratos de PE donde crecieron las 

nanovarillas de ZnO. 

1.1 Síntesis de nanovarillas 

 

Para la síntesis de nanovarillas se llevó a cabo el procedimiento descrito por 

Cardoza-Contreras 2019, se prepararon substratos de polietileno (PE), previamente 

tratados en una solución de dodecanotiol al 1% en metanol en baño maría hasta 

alcanzar los 100 °C por 15 minutos. Los substratos se sumergieron en la solución 

coloidal de nanopartículas de ZnO en 2-propanol, y después se colocaron sobre 

vidrios de reloj en una plancha de calentamiento a 150°C para que se evaporara el 

solvente.  

Posteriormente, se preparó una solución precursora equimolar 3 mM de nitrato de 

zinc hexahidratado (Zn (NO3)2) y hexametilentetramina (C6H12N4) en agua destilada. 

Después se sumergieron dos substratos de PE funcionalizados con np’s de ZnO en 

la solución precursora. Finalmente, la solución precursora con los substratos de PE 

fue sometida a un tratamiento térmico por microondas en un equipo de marca 

comercial (modelo WM1311DS, Whirlpool, Apodaca, México) durante 60 minutos a 

300W.  

Mientras que las nanovarillas de ZnO dopadas con 2% at. de Ag y Cl (porcentaje de 

átomos del dopante con respecto a los átomos del ZnO) (AgCl_ZnO) se sintetizaron 

incorporando nitrato de plata (AgNO3) y HCl 0.1 N (añadiendo lo suficiente para 

ajustar a un pH de 5.5 la solución) a la solución precursora antes de someterla al 

tratamiento por microondas.   
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2.Síntesis de hidrogeles 

 

2.1 Hidrogel de quitosano 

Se preparó una solución de 3.3 μM de quitosano en 20 ml de agua destilada y se 

adicionó un 2% (v/v) de ácido acético (CH₃COOH) con agitación constante. La 

solución se continuó agitando hasta la obtención de una solución homogénea y 

viscosa. Después, se preparó una solución acuosa de tripolifosfato de sodio (TPP) 

al 0.1% ajustada a un pH de 3 con HCl.  La solución de TPP se vierte dentro de la 

solución viscosa de quitosano con agitación hasta obtener una coloración 

opalescente. Por último, se vertió gota a gota la solución opalescente obtenida sobre 

una superficie plana, y se dejó secar al ambiente durante 24 horas. 

 

2.1.2 Hidrogel híbrido de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO 

El procedimiento de HH fue muy similar al de la síntesis del HH de quitosano, con 

la única diferencia que se agregó un 5% peso de nanovarillas de ZnO con respecto 

al quitosano en la solución de quitosano antes de añadir el ácido acético.  

  

3.Caracterización de los Hidrogeles 

 

3.1 Composición y morfología  

 

Los hidrogeles sintetizados tuvieron que ser previamente recubiertos con una capa 

delgada de Au/Pd dentro de una cámara evaporadora al vacío para poder observar 

su morfología. Posteriormente, los hidrogeles se colocaron en un microscopio 

electrónico de barrido (SEM) modelo JEOL-JIB 4500. Así mismo, se pudo estudiar 

la composición de los hidrogeles in situ en el SEM empleando microanálisis de rayos 

X de dispersión de energía (EDS) en el equipo OXFORD INCA Energy System a 

una tensión de aceleración de electrones de 15kV. 
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3.1.2Capacidad de hinchamiento 

 

Para evaluar que tanta solución acuosa se puede cargar en los hidrogeles 

sintetizados se realizó el siguiente procedimiento: se prepara una serie de 5 

soluciones acuosas con valores ajustados de pH de 2, 4, 6, 7 y 8 (Con NaOH y HCl). 

Después, se toma una cierta cantidad de cada hidrogel sintetizado y se pesa (esto 

por triplicado), para posteriormente sumergir cada uno de ellos en las soluciones a 

diferentes pH previamente preparadas. Posteriormente, se remueve cada hidrogel 

de las soluciones acuosas (el exceso de agua en la superficie del hidrogel es 

removida con toallitas secas) y pesado cada 10 minutos hasta alcanzar los 30 

minutos. Finalmente, el porcentaje de hinchamiento se determina mediante la 

siguiente expresión: 

                                    Swelling % = ((W-W0)/W0) x100 

Donde: 

W: peso del hidrogel   

W0: peso inicial del hidrogel 

 

El análisis estadístico para evaluar la capacidad de cargado de los hidrogeles 

consistió en un diseño factorial de dos factores (composición del hidrogel y pH) y se 

aplicó con 2 y 5 niveles respectivamente, en el que se evaluó por triplicado la 

variable dependiente porcentaje de hinchamiento. Para realizar el análisis se utilizó 

el software IBM SPSS Statistics 26 y consistió en un ANOVA de dos vías con 

α=0.05; donde los supuestos de normalidad y homocedasticidad fueron 

corroborados por la prueba de Shapiro Wills y Levene respectivamente. Para 

verificar las diferencias estadísticas entre los niveles de pH se utilizó la prueba de 

comparación múltiple de Tukey con una significancia de 0.05. 
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4. Cargado de los hidrogeles con fitogénicos 

 

Para obtener hidrogeles cargados con fitogénicos, al momento de preparar la 

solución viscosa de quitosano se añadió un 0.1% de fitogénicos. El resto de la 

síntesis permanece invariable. Los fitogénicos empleados fueron Licorol® (Lc) y 

Coxsan® (Cx) de Laboratorios Karizoo. Los componentes principales de estos 

fitogénicos son mentol y eucaliptol para el caso del Lc; carvacrol, timol y alicinina en 

el caso del Cx.   

De tal forma que se obtuvieron los siguientes tratamientos: 

- Hidrogel de quitosano (Qs) 

- Hidrogel de quitosano cargado con Cx (Qs_Cx) 

- Hidrogel de quitosano cargado con Lc (Qs_Lc) 

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO (Qs_ZnO) 

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO cargado con Cx 

(Qs_ZnO_Cx) 

- Hidrogel de quitosano con nanovarillas de AgCl_ZnO cargado con Lc 

(Qs_ZnO_Lc) 

 

5. Evaluación de propiedades antimicrobianas de los hidrogeles cargados 

con fitogénicos y sin cargar  

 

5.1 Antibiograma   

El antibiograma para determinar la susceptibilidad de la bacteria Vibrio harveyi a los 

diferentes tratamientos de hidrogeles preparados se realizó mediante el siguiente 

procedimiento: se preparó el medio de cultivo Mueller Hinton y se colocó el mismo 

volumen en placas de Petri. Posteriormente en cada placa se sembraron 25 µl de 

inóculo a una concentración aproximada a de 1.5x108 UFC por mililitro o 0.5 en la 

escala de McFarland de la bacteria Vibrio harveyi. 
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Se colocaron 25 µl de cada tratamiento directamente sobre el medio de cultivo 

después de la inoculación (una caja para cada tratamiento por triplicado) y se 

dejaron incubar las placas por 24 h a 35 °C para observar el crecimiento. Para cada 

tratamiento se evaluó el halo de inhibición con vernier empleando centímetros como 

unidad de medición. 

5.1. 2 identificación de concentración mínima inhibitoria (CMI) 

Se realizó el siguiente procedimiento para determinar la concentración mínima de 

cada HH preparado a la cual no hay crecimiento de la bacteria Vibrio harveyi 

después de 24 h de incubación. Se colocaron concentraciones decrecientes de cada 

HH sintetizado dentro de 10 tubos Eppendorf (dilución seriada), los cuales se 

encontraban con un volumen inicial de 200 µl de medio Mueller Hinton inoculado 

con la bacteria Vibrio harveyi (1x108 CFU/ml) en cada tubo y se colocaron 200 

iniciales él cual se fue diluyendo del tubo número 1 al tubo 10 y se incubó por 24 

horas. Después de la incubación, se observó la turbidez de cada uno de los tubos y 

se tomaron 100 µl de los tres tubos previos al tubo en el que se observó mayor 

turbidez y se colocaron en placas Petri.  Las placas fueron incubadas a 35°C por 24 

horas. Después de incubar, fueron contadas las UFC de cada placa para determinar 

la CMI de cada HH. Se colocó un control el cual consistió en sembrar masivamente 

el inóculo de bacteria sin ningún tratamiento.  
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RESULTADOS 

 

Morfología y composición de los hidrogeles 

La morfología de los hidrogeles pudo ser observada gracias al recubrimiento con 

Au/Pd de las muestras, debido a que es un material conductor (Figura 5). Se 

observaron en arreglos de forma aguja formados por varillas con diámetros de 300 

nm a 1 µm (Figura 5a y 5b). Mientras que para el caso de los hidrogeles de Qs y 

Qs_ZnO, resultaron en microgotas semiesféricas con forma irregular (Figure 5c-5f). 

Las dimensiones de las estructuras en forma de microgotas están en el intervalo de 

2-20 µm.     

 

Figura 4. Gotas de hidrogeles con capa delgada de Au/Pd sobre un trozo de oblea 

de silicio previo a la visualización de su morfología por SEM. 
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Figura 5. Imágenes de SEM que muestran: (a-b) nanovarillas de ZnO dopadas 

con Ag y Cl; (c-d) gota y porción amplificada de hidrogel de Qs; gota y porción 

amplificada de hidrogel de Qs_ZnO. 

En cuanto al análisis de la composición química de los hidrogeles sintetizados, se 

detectaron elementos como el C, Oxígeno y Zinc, así como otros elementos 

derivados de su síntesis (Figura 6).   
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Figura 6.  Espectro de EDS y composición química de los hidrogeles de Qs_ZnO 

 

Tanto las imágenes obtenidas del SEM como el análisis por EDS permiten 

comprobar que dentro de la matriz del hidrogel hay elementos procedentes de las 

nanovarillas ya que estas están embebidas dentro de dicha matriz polimérica.  
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Capacidad de hinchamiento 

 

Acorde a los resultados de capacidad de hinchamiento (Figura 7) hay una diferencia 

significativa entre las medias del porcentaje de hinchamiento a los diferentes valores 

de pH (p<0.05) para ambas composiciones del hidrogel. De lo anterior destaca que 

tanto el hidrogel de Qs como el Qs_ZnO pueden retener más solución a pH ácidos.  

Mientras que las múltiples comparaciones por el método de Turkey arrojaron que la 

capacidad de hinchamiento a los valores de pH de 6, 7 y 8 no son estadísticamente 

diferentes (p>0.05). Sin embargo, a soluciones acuosas ácidas (ph de 6, 4 y 2) el 

hidrogel Qs_ZnO tiene mayor capacidad de hinchamiento que el hidrogel de Qs 

únicamente. En la figura se esquematiza las interacciones iónicas con los grupos 

amino que se tienen de las nanovarillas (ZnO) y el quitosano.  
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Figura 7. Porcentaje de hinchamiento (% Swealling) de los hidrogeles Qs y 

Qs_ZnO después de 10, 20, y 30 min de estar sumergidos en las soluciones 

acuosas de diferentes valores de pH.  Recuadro inferior izquierdo: hidrogeles 

hinchados de Qs y Qs_ZnO después de estar inmersos 30 minutos en una 

solución de pH 2. 
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Figura 8. Esquema representativo de la red polimérica de los hidrogeles híbridos 

de Qs_ZnO. 
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 Actividad antimicrobiana 

 

Antibiograma de los diferentes tratamientos  

Este análisis se realizó por réplica en tres diferentes concentraciones de pH y se 

colocó el tratamiento directamente en el medio, sin la realización de pozo de difusión 

ni el empleo de discos para antibiogramas, donde  se realizó la siembra masiva de 

la cepa de Vibrio harveyi a una concentración de 1.5 x108. En la figura 9 se observan 

los halos obtenidos por cada tratamiento, y el blanco control en el cual no se colocó 

ninguna otra variable más que la cepa de Vibrio harveyi. También se muestra en la 

tabla I, que el tratamiento con Qs_ZnO_Lc afecta en mayor medida a la capacidad 

de inhibición del hidrogel de Qs_ZnO que el Qs_ZnO_Cx.  

 

Figura 9. Halos de inhibición obtenidos para cada tratamiento contra Vibrio 

harveyi (1x108 UFC/ml). 
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Tabla I. Tabla de relación de tratamientos y con respecto al pH sometido 

Tratamiento 
Diámetro de zonas de inhibición (cm) 

pH 6 pH 7 pH 8 

Qs_ZnO 0.90+0.26 1.53+0.15 0.83+0.4 

Qs_ZnO_Cx 0.87+0.25 0.83+0.4 0.6+0.30 

Qs_ZnO_Lc 1.43+0.06 1.43+0.07 1.33+0.25 

 

 

Identificación de concentración mínima inhibitoria (CMI) 

 

La concentración más baja de hidrogeles a la que no hay un crecimiento visible de 

Vibrio harveyi se muestra en la Figura 10. Los hidrogeles cargados con fitogénicos 

fueron efectivos a una concentración mayor de tratamiento, 12,5 µg/ml como se 

observan en los incisos b y c, mientras que el hidrogel sin cargar fue efectivo a una 

concentración de 6,25 µg/ml. Esto nos indica que se necesita una concentración 

menor de tratamiento en Qs_ZnO para que este tenga un efecto bactericida. Estos 

resultados mostraron que la actividad antimicrobiana de los hidrogeles híbridos 

Qs_ZnO se ve afectada cuando se cargan con fitogénicos. 
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Figura 10. Concentración mínima inhibitoria (CMI) de los diferentes tratamientos 

contra Vibrio harveyi. A) sexta dilución en donde se encontró un mínimo 

crecimiento con el tratamiento de Qs_ZnO; B) quinta dilución donde se obtuvo 

mínimo crecimiento con el tratamiento de Qs_ZnO_Lc y C) placa con inóculo de la 

quinta dilución donde se encontró el mínimo crecimiento con el tratamiento de 

Qs_ZnO_Cx   
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DISCUSIÓN 

La morfología observada del hidrogel (Figura 4) fue muy similar a la obtenida en 

trabajo previos de Cardoza-Contreras (2020), observando arreglos de varillas en 

forma de agujas, la figura 5c y 5f se observaron figuras gotas irregulares a escala 

micrométrica. Por la parte de la capacidad de hinchamiento, los hidrogeles proveen 

un panorama sobre la fuerza y capacidad de la red polimérica formada por los componentes 

del hidrogel.  El pH del medio en el cual el hidrogel está inmerso puede ocasionar la 

ionización de varios grupos funcionales en la red polimérica, afectando de esta forma las 

propiedades del hidrogel. De acuerdo con lo obtenido, hay una diferencia significativa entre 

las medidas del porcentaje de hinchamiento para los diferentes valores de pH, destaca que 

tanto el hidrogel de Qs como el Qs_ZnO pueden retener más solución a pH 

ácidos.  Mientras que las múltiples comparaciones por el método de Turkey arrojaron que 

la capacidad de hinchamiento a los valores de pH de 6, 7 y 8 no son estadísticamente 

diferentes (p>0.05). Y puede deberse a que la red polimérica del hidrogel de quitosano 

utiliza TPP como agente de entrecruzamiento y se puede formar debido al entrecruzamiento 

físico a través de enlaces de hidrógeno y las interacciones dipolo-dipolo entre los grupos 

éster vecinos y las cadenas de quitosano , entonces en soluciones acuosas ácidas, la 

repulsión entre grupos amino residuales ionizados adyacentes (-N+H3) del hidrogel de 

quitosano hace que la red polimérica se expanda, lo que genera que el hidrogel pueda 

capturar más agua (Qu et al, 2000) Este es un resultado deseable si se tiene en cuenta una 

posible vía de aplicación por ingesta en peces, puesto que el pH del estómago va de 1 a 6 

valores mientras el intestino 6,5-8,5 (Borlongan et al, 2002 & Gilannejad et al, 2018)  los 

hidrogeles cargados deben poder soportar valores de pH inferiores a 4 para evitar la 

desintegración y liberación rápida del compuesto encapsulado en el estómago, para 

comenzar a disolverse a valores de pH superiores a 5, y solubilizarse a un valor de pH 

cercano a 7. En este punto, la degradación de los hidrogeles de quitosano será mayor ya 

que, además del pH del medio, existe la presencia de enzimas capaces de degradar el 

quitosano (carbohidrasas) en el intestino (Bakke et al, 2010). Además, de la Figura 7 

podemos apreciar cómo en soluciones acuosas ácidas (6, 4 y 2) donde el hidrogel Qs_ZnO 

tiene una mayor capacidad de hinchamiento, lo significa que la incorporación de ZnO co-

dopado con Ag-Cl en la síntesis de la red polimérica de quitosano aumenta la capacidad de 

hinchamiento de los hidrogeles de quitosano. Esto podría deberse al entrecruzamiento 

iónico entre los grupos amino cargados positivamente (-NH+3) del quitosano, los iones 

fosfóricos de TPP y los iones Zn, Ag y Cl de las nanovarillas de ZnO dopadas con Ag-Cl, 
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formando de esta manera una red más grande con más interacciones y un mejor 

comportamiento de hinchamiento (Sai Geetha et al, 2021).    

En torno a la capacidad inhibitoria, en la figura 9, se observan los halos inhibitorios 

obtenidos a partir de los antibiogramas realizados, si bien se observó un área de 

inhibición contra a V. harveyi, teniendo que en promedio el tratamiento con Lc afecto 

en mayor medida V. harveyi, en comparación al tratamiento de Cx. Sin embargo, 

contrario a lo que se esperaba que el fitogénicos aumentara la capacidad inhibitoria 

del hidrogel, realmente no se comportó de esa manera puesto que los resultados 

obtenidos de Qs_ZnO y Qs_ZnO_Lc fueron muy similares. Ahora bien, si tenemos 

en cuenta que para esta evaluación el pH del medio de cultivo fue cercano a 7 y 

que, de acuerdo con el comportamiento de hinchamiento de los hidrogeles 

sintetizados, en estas condiciones los hidrogeles permiten la liberación del 

compuesto encapsulado (Sai Geetha et al, 2021). Sin embargo, la menor actividad 

antimicrobiana en los hidrogeles cargados con los fitogénicos puede deberse a la 

probabilidad de que los componentes químicos de los fitogénicos liberen protones. 

Lo anterior podría provocar una disminución del pH en el medio de cultivo, y como 

ya se analizó para los hidrogeles sintetizados, valores bajos de pH favorecen la 

interacción entre los componentes del hidrogel, creando una red más fuerte que no 

permite que los fitogénicos escapen con facilidad y por ende no permite contribuir a 

la actividad antimicrobiana del hidrogel. Además, también es posible que, debido a 

esta acidez, el hidrogel con el fotogénico Cx tenga menor actividad antimicrobiana 

que el hidrogel con Lc. Esto considerando que el grupo hidroxilo del fenol presente 

en los compuestos carvacrol y timol (componentes principales de Cx) es más ácido 

que el grupo hidroxilo del ciclohexanol en el mentol (un componente de Lc) 

(Ouellette et al, 2015). 

Finalmente, la concentración mínima inhibitoria demostró que a ph 7 el tratamiento 

que mostro mejor resultado fue Qs_ZnO, puesto que se necesitó de una 

concentración menor de hidrogel para la inhibición de crecimiento bacteriano (V. 

harveyi), teniendo en cuenta que se realizó dilución seriada se necesito del doble 

de concentración de tratamiento de con fitogénicos para la obtención de la inhibición 

bacteriana.  



 

36 
 

CONCLUSIONES 
 

En este trabajo, se prepararon hidrogeles de quitosano con nanovarillas de ZnO co-

dopadas con Ag-Cl sensibles a cambios de pH para su potencial empleo en la 

encapsulación de fármacos y compuestos bioactivos acuícolas. El comportamiento 

de hinchamiento de los hidrogeles preparados mostró que los valores de pH bajos 

hacen que la red polimérica del hidrogel se expanda y capture más solución acuosa, 

mientras que los valores de pH neutros y superiores hacen que el hidrogel se 

encoja. Estas características hacen que los hidrogeles sintetizados sean adecuados 

no solo para la encapsulación y liberación controlada de fármacos y compuestos 

bioactivos en acuacultura, sino también para otros animales y humanos. La 

actividad antimicrobiana de los hidrogeles híbridos cargados con fitogénicos 

mostraron una buena actividad antimicrobiana contra Vibrio harveyi, aunque no 

mejor que la de los hidrogeles híbridos sin cargar, esto probablemente debido a la 

liberación de protones por parte de los componentes de los fitogénicos que 

provocan una encapsulación más fuerte e inhiben la liberación de los fitogénicos. 

Sin embargo, con este trabajo evidenciamos la capacidad potencial de los 

hidrogeles híbridos Qs_ZnO para el tratamiento preventivo y curativo de 

enfermedades de importancia para la salud de los animales acuícolas y la 

prevención de la resistencia a los medicamentos por bacterias. Se necesita más 

investigación sobre la aplicación directa y el efecto de la administración de cápsulas 

de hidrogel en organismos acuícolas comercialmente importantes.   
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