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Resumen

El biopolimero quitosano actualmente es utilizado ampliamente por su versatilidad para obtener materiales
como geles, biopeliculas, microparticulas, nanoparticulas y en todas estas matrices se pueden cargar
compuestos bioactivos para generar una liberacién controlada. El objetivo del presente trabajo fue elaborar y
caracterizar nanoparticulas de quitosano cargadas con nisina. Las nanoparticulas se realizaron con el método
de gelificacion ionotrépica y la caracterizacion parcial se realizé mediante microscopia electronica de barrido
acoplada a espectroscopia de dispersion de energia (SEM-EDS). Se obtuvieron nanoparticulas de quitosano-
nisina de alta pureza con tamafios de 100 a 150 ym y con una liberacién de nisina de 0.21 mg/ml. Los
resultados son de importancia ya que la nisina es un péptido antimicrobiano de interés en la industria de
alimentos, en este sentido, seria recomendable probar esta tecnologia en alimentos como queso/lacteos para
evaluar su efecto como agente antimicrobiano.
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Abstract

Chitosan biopolymer is currently widely used for its versatility to obtain materials such as gels, biofilms,
microparticles, nanoparticles and in all these matrices bioactive compounds can be loaded to generate a
controlled release. The objective of the present work was to develop and characterize chitosan nanoparticles
loaded with nisin. The nanoparticles were made with the ionotropic gelation method and the partial
characterization was performed by scanning electron microscopy coupled with energy dispersive
spectroscopy (SEM-EDS). High purity chitosan-nisin nanoparticles were obtained with sizes from 100 to 150
pm and with a nisin release of 0.21 mg/ml. The results are important since nisin is an antimicrobial peptide of
interest in the food industry, in this sense, it would be advisable to test this technology in foods such as
cheese/dairy products to evaluate its effect as an antimicrobial agent.
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Introduccion

El quitosano es un polisacarido obtenido de la quitina presente en las cascaras de camarén, producto del
desecho de la industria camaronera y que por sus propiedades fisicas y quimicas confiere una gran capacidad
de biocompatibilidad y biodegradabilidad lo que permite su aplicacién en diferentes industrias tales como:
farmacéutica, alimentaria, cosmética y agricola (Torres-Badajoz et al. 2022).

Debido a la versatilidad estructural del quitosano, es posible obtener nanoparticulas como resultado de
procesos de autoasociacion o entrecruzamiento donde, las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras
nanomeétricas por interacciones intramoleculares, existen distintas maneras de obtener nanoparticulas, entre
una de ellas es la gelificacion ionotrépica (Goycoolea, 2009).

La matriz de la nanoparticula tiene la capacidad de atrapar compuestos activos, un ejemplo de dichos
compuestos son los de origen peptidico como la nisina. La nisina es un antibiético policiclico, se utiliza
habitualmente como bioconservante en la elaboracién de quesos y puede inhibir microorganismos de gran
importancia alimentaria como: Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum y Bacillus cereus (Sanchez-
Martin et al., 2019). En este sentido, el objetivo del presente trabajo fue elaborar y caracterizar nanoparticulas
de quitosano cargadas con nisina.
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Metodologia
Elaboracioén de nanoparticulas de quitosano

Las nanoparticulas de quitosano fueron obtenidas mediante el método de gelificacion ionotrépica. En un vaso
de precipitado de 500 ml se agregaron 15 ml de acido acético al 5%, 135 ml de agua, 0.3 g de quitosano en
polvo y 500 mg de nisina, se mantuvo en agitacién constante durante 30 minutos a 100 rpm. Paso seguido,
se prepar6 una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) (100 ml de agua y 0.140 g de TPP). Para la formacion
de las nanoparticulas se afiadié la solucion de TPP a la solucion de quitosano a una velocidad de 1 gota por
segundo manteniendo la agitacion constate. Finalmente, se procedio a centrifugar en tubos Falcon de 15 ml
a 6000 rpm durante 30 minutos y se decantaron las muestras para eliminar el agua (Goycoolea, 2009).

Caracterizacion morfolégica y de composicion SEM—EDS

Las pruebas morfolégicas y de composicion de las nanoparticulas de quitosano se realizaron mediante
microscopia electrénico de barrido acoplado a espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (SEM-
EDS) (Marca PHILIPS ESEM XL30). Especificamente, la SEM se realizé con aumentos de 200x y 5000k,
para ello se aplico previamente Au-Pd obtenida por el método de pulverizacién catddica. Para la composicion
elemental se uso el detector EDS (Montoya-Anaya, 2023).

Nanoparticulas como acarreador de péptidos activos

Para la estimaciéon de la concentracion de proteina (nisina) presente en las nanoparticulas se empleé la
metodologia de Bradford. Especificamente, se realizé una curva de calibracion (figura 1) utilizando
seroalbumina de bovino como patron (0.5 mg/ml BSA), en la figura 1 se muestra la curva de calibracion
obtenida. Posteriormente, se leyd la muestra tomando 100 pl de la solucién de nanoparticulas de quitosano
con nisina y se le agregd 1 ml del reactivo de Bradford, se dejé reposar durante 10 minutos y se leyd en un
espectrofotdometro (Thermo Scientific Multiskan Go Microplate, USA) a 595 nm.
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Figura 1. Curva de calibracién para la determinacion de proteinas por el método Bradford

Fuente: autoria propia

Resultados y discusion
Obtencién de nanoparticulas de quitosano por gelificacion ionotrépica

En la figura 2 se observa las nanoparticulas de quitosano en solucién y en polvo obtenidas. El alto contenido
de espuma indica que tiene un alto contenido de nanoparticulas disueltas en la solucién, en la ultima imagen
se observa la solucién centrifugada y decantada, quedando un gel en el fondo del tubo Falcon, dando por
hecho que se realiz6 de manera eficaz la gelificacion ionotrépica, se hizo una comparacién de acuerdo con
la metodologia y resultados de Goycoolea, (2009) y se obtuvieron resultados similares en el polvo obtenido,
lo que demuestra que el método de gelificacion ionotrépica es eficaz para obtener nanoparticulas de
quitosano.
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Figura 2. Proceso de gelificacion ionotrdpica para la obtencion de nanoparticulas de quitosano
Fuente: autoria propia

Microscopia electronica de barrido (SEM) de nanoparticulas de quitosano

En la figura 3 se muestra la morfologia de las nanoparticulas de quitosano en polvo obtenidas. Es posible
observar que las nanoparticulas no son homogéneas en forma y ademas presentan estructuras porosas y
rugosas, ademas fue posible calcular su tamafio promedio el cual oscila entre 100 um a 150 ym.

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de las nanoparticulas de quitosano a) x5000 y b) x200
Fuente: autoria propia

Los resultados de composicién elemental por EDS de las nanoparticulas se muestran en la figura 4 y tabla 1.
Se puede observar que los elementos son carbono, oxigeno y nitrégeno provenientes de su caracter organico
y el alto contenido de fosforo se debe a la adicion de TPP para la gelificacion ionotrépica. No se muestran
elementos adicionales que no deberian estar presentes, por lo cual podemos comprobar que la composicion
no presenta impurezas por metales pesados o cualquier otro tipo de minerales o compuestos organicos.
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Figura 4. Espectro EDS con minerales identificados en nanoparticulas de quitosano.
Fuente: autoria propia
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Tabla 1. Composicién elemental de nanoparticulas de quitosano

Elemento % peso % atémico
Ck 35.67 43.28
Nk 8.66 9.01
Ok 48.84 44.49
P 6.83 3.21

Liberacion de nisina cargada en las nanoparticulas de quitosano

Para la cuantificacion de la nisina liberada se utilizd el método Bradford y se determiné que es efectiva la
carga y liberacion del péptido a concentraciones de 0.21 mg/ml. Lo que demuestra que las nanoparticulas
son buenos acarreadores de péptidos activos, resultados que concuerdan con investigaciones recientes que
reportan la capacidad de las nanoparticulas de quitosano con proteina de soya para liberar compuestos
activos como la diosmina (Li et al., 2024).

Conclusion

Los resultados obtenidos demuestran que es posible obtener nanoparticulas de quitosano mediante la
gelificacion ionotrépica lo cual resulta en un método rapido y barato para generar nanoparticulas. Ademas, la
estructura fisica y quimica de estos materiales permite que funcionen como acarreador de compuestos
bioactivos de péptidos (nisina), asi como su liberacién en medio acuoso. El avance en estas tecnologias nos
permite proponer para estudios futuros su aplicacion en la industria alimentaria de lacteos como un
conservador de liberacién prolongada.
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