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RESUMEN

Una de las problematicas que sufre la industria alimentaria es la pérdida de alimentos, en
ocasiones por la proliferacién de agentes patégenos como los hongos. Entre las especies de
hongos que mayor afectan a los cultivos se encuentra el género Aspergillus, los cuales
ocasionan un dafio grave al ambiente y a la salud. En esta investigacion se trabajo con el
hongo Aspergillus parasiticus, cuya importancia se debe a que es productor de aflatoxinas,
ademds de ser uno de los principales hongos que causan infeccion durante la conservacion
de los alimentos y afectan gravemente los productos postcosecha como el maiz y el trigo.
Se han buscado distintas alternativas para poder controlar el crecimiento de este patégeno,
entre los cuales se tiene el uso del quitosano debido a su efecto fungicida. En este trabajo
se buscO potenciar su efecto mediante la elaboracion de nanoparticulas de quitosano
cargadas con lisozima, evaluando su efecto sobre el crecimiento, morfologia, organelos
subcelulares y actividad enziméatica de A. parasiticus. Se determind el efecto sobre la
viabilidad de las esporas con el colorante azul de tripan y se encontré que los tratamientos
presentaron un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo, afectando la producciéon de
B-1,3-glucanos o bien, la actividad de la enzima (3-1,3-glucanasa, componente principal de la
pared celular y enzima que lleva a cabo la sintesis del B-1,3-glucano, respectivamente. De
igual forma, se observaron dafios en la integridad de la membrana de las esporas mediante
tincién con ioduro de propidio, Blanco de Calcofllor y faloidina. Asimismo, se encontr6 un
fuerte efecto en la germinacion de las esporas al encontrar cero por ciento de germinaciéon
en los tratamientos con los bionanocompositos. Con base a los resultados obtenidos se
concluye que las nanoparticulas de quitosano cargadas con lisozima afectan el crecimiento
in vitro de A. parasiticus, por lo que constituyen una alternativa viable para el control del

hongo en la industria alimentaria.



INTRODUCCION

Después de la celulosa, la quitina es el segundo biopolimero mas abundante en la
naturaleza, cuya tasa de reposicion en la biésfera (10%! toneladas anuales) duplica a la de
la celulosa, siendo asi un importante recurso renovable (Hernandez et al., 2009).
Quimicamente, la quitina es un homo polimero formado por unidades de 2-acetamido-2-
desoxi-D-glucopiranosa (GIcNAc, N-acetil glucosamina) unidas por enlaces glicosidicos
(1—4) (Valenzuela, 2012).

El quitosano es el principal derivado N-desacetilado de la quitina, que se obtiene
mediante una reaccién de desacetilacion, es decir, la pérdida del grupo acetilo del grupo
amida del carbono 2, lo cual da lugar a un grupo amino en esa posicién. Cuando la
desacetilacion del material inicial es incompleta se obtiene una mezcla de cadenas que
contienen residuos de unidades GIcNAc y 2-amino-2-desoxi-B-D-glucopiranosa (GIcN)
unidos por enlaces glucosidicos B (1—4) (Valenzuela, 2012).

La presencia de grupos amino en la cadena polimérica ha hecho del quitosano uno
de los materiales mas versétiles en cuanto a la produccién de nanocompositos se refiere,
esto debido a la posibilidad de obtener una amplia variedad de materiales y soportes con
diversas aplicaciones tales como anclaje de enzimas, matrices de liberacién controlada de
farmacos, obtencion de peliculas y sistemas nanoparticulados, etc. Estas propiedades
hacen del quitosano un material con gran potencial para su implementacién en campos
como la biotecnologia, biomedicina, agricultura, entre otras (Larez, 2003).

Se ha reportado que el quitosano posee propiedades fungicidas y bactericidas,
incluso induce mecanismos de defensa en tejidos vegetales (Lépez et al., 2013). Ademas,
este biopolimero también ha sido utilizado en la curacion de heridas y como un agente
antioxidante (Sayari et al., 2016).

Con respecto a la actividad antimicrobiana, se han propuesto diferentes mecanismos
de accién del quitosano. El principal se basa en un efecto en la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica mediante la interaccion de sus grupos amino (-NH.) con
componentes fosfolipidicos cargados negativamente en las membranas de los
microorganismos, alterando asi el intercambio del medio intracelular con el medio
extracelular. Hay mecanismos que involucran la formacién de quelatos con algunos metales
de transicion vitales para la célula (zinc, cobre, hierro) y la inhibicion de algunas enzimas
(Ayala et al., 2014). Otro factor capaz de alterar la sensibilidad del hongo al quitosano son
las interacciones electrostaticas del quitosano afiadido (exégeno), cargado positivamente,
las cuales se ven menos favorecidas al interactuar con paredes celulares que poseen

quitosano endégeno (Larez, 2003).
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El quitosano puede ser utilizado para producir peliculas, hidrogeles, andamios
porosos, ademas de micro y nanoparticulas (Goycoolea et al., 2012). Diversos son los
métodos que se han desarrollado para la sintesis y obtencién de materiales a micro y nano-
escala, mismos que han sido implementados en diversos campos de investigacién donde
han contribuido al desarrollo de nuevos conocimientos, entre ellos el campo de la quimica
verde (Mohanpuria, 2007).

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una aproximacion
de tipo “bottom-up” como resultado de procesos de auto-asociacién o entrecruzamiento, en
virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscopicas ya sea
por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente o no covalente (Goycoolea et al.,
2012).

Por otro lado, la lisozima es una molécula alcalina con actividad antimicrobiana, que
cataliza la hidrolisis de los enlaces B-1-4 entre el acido N-acetilmuramico y los residuos de
N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano, asi como también entre los residuos de N-
acetil-d en ciclodextrinas. De manera natural la lisozima se encuentra en vesiculas celulares
conocidas como lisosomas, donde se sabe puede degradar la pared celular de hongos y
bacterias; en adicién, es un agente conservador seguro en los alimentos (Liu et al., 2013).

Recientemente se han realizado estudios sobre el desarrollo de bionanocompaositos
de quitosanos cargados con lisozima mediante la técnica de gelacién ionotrépica, en donde
se han obtenido nanoparticulas con tamafios que van de los 50 a 280 nm de diametro y se
ha demostrado que mantienen de manera eficaz la actividad antibacterial de la enzima
(lisozima), la cual se libera lentamente por tres semanas in vitro, siendo activa contra
Staphylococcus epidermidis hasta por cinco dias de incubacién (Hernandez, 2016).

En base a lo anterior, la implementacién de la nanotecnologia para la sintesis y
obtencion de biomateriales nanoparticulados elaborados a base de polimeros naturales
como el quitosano y la lisozima, representan una promesa en el campo de la ciencia de los
alimentos, donde podria ayudar al aumento en la produccién y calidad microbiolégica de los
alimentos a nivel mundial, ademas de reducir los residuos, logrando asi ser mas

sustentable.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener bionanocompositos de quitosano-lisozima y determinar la actividad antifungica

sobre el crecimiento in vitro del hongo Aspergillus parasiticus.

Objetivos Especificos

Obtener bionanocompositos de quitosano-lisozima mediante la técnica de
nanoprecipitacion.

Evaluar la capacidad hidrolitica de los bionanocompositos de quitosano-lisozima sobre el
polisacarido $-1,3-glucano de la pared celular de Aspergillus parasiticus.

Determinar el efecto de los bionanocompositos sobre la morfometria y la germinacién de
esporas del hongo.

Analizar el efecto de los bionanocompositos sobre organelos subcelulares de Aspergillus

parasiticus, mediante microscopia de fluorescencia.
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REVISION DE LITERATURA

Quitosano: Generalidades y Fuentes de Obtencion

La quitina es un polisacérido lineal que consiste en residuos de (1-4)-N-acetil-d-glucosamina
(Figura 1). Este es el segundo polimero natural mas abundante en la biosfera después de la
celulosa (Sayari et al., 2016) y se encuentra principalmente en las conchas y caparazones
de crustaceos y formando parte del exoesqueleto de los insectos, asi como también en las
paredes celulares de algunos hongos, levaduras y algas (Tabla 1) (Larez, 2003; Truijillo,
2015).

CH, CH,4

Figura 1. Estructura quimica de la quitina
Fuente: Marmol et al., 2011.

La quitina es altamente insoluble en agua, pero se disuelve rapidamente en 4cidos
concentrados, en algunos fluoroalcoholes y soluciones al 5 % de cloruro de litio y presenta
baja reactividad. Otras propiedades relevantes de este biopolimero son su alto peso
molecular y su estructura porosa, que favorece una elevada absorcion de agua (Marmol et
al., 2011).

Por su parte, el quitosano es el principal derivado N-desacetilado de la quitina, que
se obtiene al sustituir los grupos acetamido de esta por grupos amino, al tratar la quitina con

alcalis fuertes a elevada temperatura.
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Tabla 1. Contenido de quitina en diferentes organismos.

Fuente Quitina (%) Referencia
Crustaceos
Cangrejo (céncer) 72.1c Tharanathan y Kittur, 2003
Cangrejo (Carcinus) 64.2b Tharanathan y Kittur, 2003
Cangrejo rey (Paralithodes) 35.0b Tharanathan y Kittur, 2003
Cangrejo azul (Callinectes) 14.0a Tharanathan y Kittur, 2003
Cangrejo (Syllacerrata) 23.0b Oudor-Odote et al., 2005
Camaron (Crangon) 69.1c Tharanathan y Kittur, 2003
Camaron de Alaska 28.0d Tharanathan y Kittur, 2003
Camardn (Penaeus spp) 13.1-23.2b Cira et al., 2002
Langosta(Nephrops) 69.8 Tharanathan y Kittur, 2003
Langosta (Homarus) 60-75c Tharanathan y Kittur, 2003
Langosta (Panilirus ornatus) 15.71b Oudor-Odote et al., 2005
Gamba 67.9-97.0c Beaney et al., 2005
Gamba (Penaeus monodon) 22.18b Chandumpai et al., 2004
Gamba (Penaeus indicus) 28.0b Oudor-Odote et al., 2005
Moluscos
Concha deproteinizada de Kiill 40.2 Tharanathan y Kittur, 2003
Concha de Ostra (Ostreaedulis) 3.6 Tharanathan y Kittur, 2003
Concha de almeja 6.1 Tharanathan y Kittur, 2003
Pluma de calamar 41.0 Tharanathan y Kittur, 2003
Pluma de calamar (L. lessoniana) 36.06b Chandumpai et al., 2004
Pluma de calamar (L. formosana) 36.55b Chandumpai et al., 2004
Insectos
Cucaracha (Periplaneta americana) 2.0d Tharanathan y Kittur, 2003
Escarabajo (Coleoptera) 18.4c Tharanathan y Kittur, 2003
Escarabajo (Coleoptera) 27-35c Tharanathan y Kittur, 2003
Mosca (Diptera) 54.8c Tharanathan y Kittur, 2003
Mariposa sulfurada comun (Colias 64.0c Tharanathan y Kittur, 2003
philodice)
Mosca azul larva (Calliphora 12.0b Oudor-Odote et al., 2005
erythrocephala)
Gusano de cera (Galleria melonella) 33.7¢c Tharanathan y Kittur, 2003
Hongos
Aspergillus niger 42.0e Tharanathan y Kittur, 2003
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24.01f Wu et al., 2005
Penicillium notatum 18.5e Tharanathan y Kittur, 2003
Penicillium chrysogenum 20.1e Tharanathan y Kittur, 2003
Agaricus bisporus (Champifion) 27b Wu et al., 2005
Saccharomyces cereviseae 2.9e Tharanathan y Kittur, 2003
Mucor rouxii 445 Tharanathan y Kittur, 2003
13.25f Wou et al., 2005
Lactarius vellereus (champifion) 19.0 Tharanathan y Kittur, 2003
a Peso cuerpo humedo d Peso total cuticula humeda
b Peso cuerpo seco ePeso seco de pared celular
¢ Peso cuticula organica f Peso micelio seco

Fuente: Trujillo (2015).

La reaccion de desacetilacion, es decir, la pérdida del grupo acetilo del grupo amida
del carbono 2, da lugar a un grupo amino en esa posicion y cuando la desacetilaciéon del
material de partida es incompleta, se obtiene una mezcla de cadenas que contienen
residuos de unidades GIcNAc y 2-amino-2-desoxi-p-Dglucopiranosa (GIcN) unidas por
enlaces glucosidicos B (1—4) (Figura 2). La relacién de esas cadenas depende de las
condiciones de reaccidon ya que genera quitosanos con distintas propiedades estructurales,
fisicas, quimicas y funcionales (Valenzuela et al., 2012). El quitosano se ha descrito como
un polimero catiénico lineal, biodegradable, de alto peso molecular, de facil aplicacion y

ambientalmente amigable (Marmol et al., 2011).

Ha
co
NH /.
HO;L\\\M\L// ~
/ !
I( 0

\ 0y

NH2 CHoOH
Figura 2. Estructura quimica del quitosano.

Fuente: Marmol et al., 2011.

15




Propiedades Fisicoquimicas del Quitosano

Los polimeros naturales como la quitina y el quitosano cuentan con diferentes propiedades
fisicoquimicas como son el peso molecular, la solubilidad, la viscosidad y el grado de
desacetilacion, que determinan, en muchas ocasiones, su aplicacién (Pillai et al., 2009;
Pacheco, 2010).

Peso Molecular

El peso molecular es una de las propiedades mas caracteristicas de la quitina, ya que esta
propiedad la vuelve insoluble en solventes acuosos como el agua, élcalis diluidos y
concentrados, alcohol y en ciertos disolventes organicos, lo que puede interferir para su
desarrollo y procesamiento (Nieto y Orellana, 2011).

Existen diversos métodos para su determinacion, como son la dispersién de la luz, la
cromatografia de permeabilidad en gel y la viscometria, siendo este Ultimo el mas utilizado
por ser un método sencillo y rapido, ademas de no ser costoso (Agielles et al., 2004; Tsaih
y Chen, 1999). Cabe mencionar que el peso molecular puede afectar al quitosano como
espesante, regulador de la viscosidad, antifungico, agente ligante de color, grasa y agua,

entre otras aplicaciones (Argtelles et al., 2004).

Solubilidad

La solubilidad depende del grado de desacetilacién y degradacion del polimero. Estos
factores determinan con qué tipo de sustancias o soluciones se podra asociar. El quitosano
no se solubiliza a pH superior a 6 y funciona solamente en sistemas acidos, siendo una
propiedad relevante para su aplicacién en alimentos (Hernandez, 2004). En general, el
guitosano es insoluble en agua pura y en solventes organicos (Park et al., 2002).

El grado de solubilidad también se puede ver afectado por otros factores como el tipo
de solvente, la temperatura, el pH, el pKa y la fuerza ionica del &cido donde se disuelva, asi

como la concentracion idnica (Arguelles et al., 2004; Rinaudo, 2006).

Viscosidad

La viscosidad, al igual que la solubilidad, depende del grado desacetilacién, ademas de la
temperatura, pH, fuerza ionica y el solvente acido utilizado. Es por ello que el quitosano
exhibe una amplia gama de viscosidades en los medios &cidos diluidos, que dependen

principalmente de su peso molecular (Nieto y Orellana, 2011).
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Para determinar el valor de viscosidad intrinseca del quitosano a menudo se hace
uso del método de viscometria, el cual también se utiliza para determinar el peso molecular
promedio del mismo mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada. De esta forma se

relaciona la viscosidad intrinseca con el peso molecular (Arguelles et al., 2004).

Grado de Desacetilacion

Durante la desacetilacion quimica de la quitina se emplean soluciones concentradas de
NaOH o KOH a temperaturas superiores a 100 °C. Las condiciones especificas que se den
durante la reaccién dependeran de diversos factores, tales como el material de partida, el
tratamiento previo y el grado de desacetilacion deseado (Peniche, 2006).

Existen varios métodos para determinar el grado de desacetilaciéon del quitosano,
entre ellos se encuentra la titulacion potenciométrica, espectroscopia de infrarrojo cercano y
UV, resonancia magnética nuclear, la prueba ninhidrina, entre otros (Khan et al., 2002; Wu y
Zivanovic, 2008; Zhang et al., 2005). Los resultados obtenidos en cualquiera de estos
métodos puede variar dependiendo de la preparacion de la muestra o de las condiciones

experimentarles (Lavertu et al., 2003).
Aplicaciones del Quitosano
El quitosano tiene aplicaciones en diversos campos (Tabla 2), esto debido a sus

propiedades fisicoquimicas, mismas que influyen en sus caracteristicas funcionales y

biol6gicas, como por ejemplo la accion antimicrobiana (Pastor e Higuera, 2004).

Tabla 2. Aplicaciones del quitosano en la industria.

Industria Aplicacion

Biomedicina e Actividad inmunoldgica y antitumoral

e Curacion (vendas)

Tratamiento de aguas e Remocion de iones metalicos y residuos organicos

e Reduccion de olores

Separaciones cromatograficas | e Separacion de enzimas

e Cromatografia de gases y columna

Papelera y textil ¢ Resistencia al quebrado de papel

e Resistencia al deterioro microbiano o enzimatico

Cosmética e Cuidado dental
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e Lentes de contacto

Agricultura e Activador de mecanismos de defensa en plantas
e Estimulacion de crecimiento en plantas

e Liberacion de agroquimicos y nutrientes en suelo
e Proteccién de semillas contra congelamiento

e Mejora germinacion de semillas

e Protege de dafio microbiano

El uso del quitosano en actividades agricolas es reciente, sin embargo, puede
considerarse hoy en dia abundante y en aumento (Larez, 2008). Uno de sus principales
usos en la actualidad es aplicar su actividad antimicrobiana sobre diversos campos en la

agricultura.

Propiedades Antimicrobianas del quitosano

Uno de los usos mas importantes del quitosano es como agente antimicrobiano. Esto se
debe a los mecanismos de accion por los cuales el quitosano (con distintos grados de
acetilacion) inhbibe el desarrollo de diversas especies de microorganismos, aunque adn no
han sido dilucidados completamente; sin embargo, hay algunos mecanismos propuestos
para explicar dichas acciones especificas:

La interaccion electrostatica entre el quitosano cargado positivamente con las
membranas celulares cargadas negativamente de algunas bacterias (Gram negativas como
Escherichia coli). Esto se debe a que, debido a la formacion del complejo polielectrolito, se
bloquea fisicamente la membrana externa de la pared celular del microorganismo,
impidiendo el flujo normal de nutrimientos/desechos, ocasionando su muerte (Chung et al.,
2004).

La propuesta mas aceptada hasta la actualidad es que la actividad antimicrobiana se
da por una interaccion electrostatica entre los grupos NHs* del polication y los grupos
fosforilos (Fernandez et al., 2003) de los fosfolipidos presentes en la membrana celular de
bacterias Gram negativas, lo que causa dafios en ésta, provocando la salida de material
intracelular (Liu et al., 2004).

Para en el caso de las bacterias Gram positivas (como S. aureus), se ha determinado
gue el efecto antimicrobiano es ain mas eficaz. Se ha propuesto que se debe a que su
membrana celular permite un mejor flujo del quitosano hacia el interior, ya que poseen poros

mas grandes en la membrana celular externa (Li et al., 2007). Cabe mencionar que también
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se ha observado un efecto inhibitorio con ayuda del quitosano inclusive en el crecimiento de
algunos hongos como Neurospora crassa (Aranda et al., 2015). Recientemente, el estudio
del quitosano en forma de materiales nanoestructurados con propiedades funcionales es un
tema de gran relevancia e interés debido al alcance asociado a las potenciales aplicaciones

en diversas areas.

Bionanocompositos de Quitosano

Generalidades

Las nanoparticulas poliméricas se definen como particulas de tamafo inferior a 1 pm
(Brigger et al., 2002), generalmente entre 10 y 500 nm, elaboradas a partir de materiales
poliméricos de diferente naturaleza. Segun su método de fabricacion, la composicién
guimica de éstos y la naturaleza del ligando, en caso que lo posea, influenciaran su
funcionalidad y efectividad (Gomez, 2014).

Las microparticulas y las nanoparticulas son de los estudios mas prometedores en
lo que se refiere a los sistemas de transporte que muestran potencial para la liberacién de
medicamentos por la mucosa. En primer lugar, dichos tratamientos se describieron para
aplicaciones farmacéuticas, en la que las nanoestructuras pueden ser capaces de proteger
la degradacion enzimatica (Rieux et al., 2006), ya que se ha observado una mejor eficacia y
reduccion de la toxicidad del farmaco (Rampino et al., 2013).

Una aplicacion prometedora es en el control de las enfermedades de productos
agricolas, siendo este un problema creciente que no ha sido resuelto del todo a pesar de
tener una amplia variedad de compuestos quimicos (Bautista et al., 2006). Ademas, el uso
excesivo de los fungicidas ha tenido un efecto adverso sobre el medio ambiente y la salud
humana y animal, asi como también ha provocado resistencia en ciertos patégenos. Esto ha
causado un aumento considerable en la demanda de productos frescos libres de
contaminantes quimicos (productos organicos) o minimamente procesados, con una
tendencia actual en todo el mundo de explorar métodos alternativos para el control de
dichas enfermedades ocasionadas durante la cosecha y post-cosecha de los cultivos (Yang
et al., 2009).

Métodos de Obtencién

Los sistemas nanoparticulados varian en su estructura y morfologia. Estas pueden ser en
particulas, en forma de fibras, capsulas, capas, o micelas, todas ellas en una escala

nanomeétrica. La forma final y funcionalidad depende del método de elaboraciéon. En este
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sentido, varios métodos han sido desarrollados para la preparacion y la obtenciéon de micro y
nanoparticulas. La nanoprecipitacion, nanoemulsién por goteo, reticulacién, secado por
pulverizacién, la gelificacion iénica y la nanoprecipitacién, son algunos de los métodos mas

comunmente utilizados (Hernadez et al., 2016).

Nanoprecipitacién. En este proceso, el polimero o el farmaco se disuelven en un
disolvente polar miscible en agua, como acetona, etanol o metanol. Esta solucién se
adiciona sobre un no-solvente bajo agitacion magnética, entendiéndose por no solvente
como aquel disolvente que es miscible con el disolvente del polimero y en el cual el polimero
es insoluble (Mundargi et al., 2008). A medida que se adiciona el no-solvente se provoca la
insolubilizacién del polimero, el cual precipita. Generalmente, el no solvente esta constituido
por una solucién acuosa que contiene un agente estabilizante. Las nanoparticulas se forman
instantdneamente por una rapida difusiéon del disolvente al medio acuoso, que se elimina
posteriormente de la suspension sometiéndola a presién reducida (Zhao et al., 2008).

El tamafio de las particulas y el rendimiento de fabricacion se ven afectados por la
concentracion del polimero. Generalmente se usan concentraciones entre 1y 10 % (p/v) de
polimero. Este comportamiento se atribuye al incremento en la viscosidad de la fase

organica (Rocha et al., 2009).

Emulsion por goteo. En este método se utilizan tanto los principios de la emulsion,
como los de la reticulacion y la precipitacion. Sin embargo, en lugar de gotas reticuladas
estables, se utiliza la precipitacion de forma inducida lo que permite la coalescencia de gotas
de quitosano con gotas de hidréxido de sodio (NaOH). En aceite de parafina liquida se
produce una emulsién estable que contiene una solucién acuosa de quitosano junto con un
compuesto activo y luego, de la misma manera, se produce otra emulsion estable que
contiene una solucion acuosa de NaOH. Cuando ambas emulsiones se mezclan a una
agitacion de alta velocidad, las gotas de cada emulsién pueden chocar al azar y combinarse,
precipitando pequefias gotas de quitosano para dar como producto las particulas de

pequefio tamafio (Yao et al., 2012).

Reticulacién (Cross-linking). Este método implica la reticulacion de los grupos
amino del quitosano con los grupos aldehido del agente de reticulacion. La emulsion se
prepara y se estabiliza con un tensoactivo. Entonces la emulsion estabilizada es una mezcla
con un agente de reticulacion tal como glutaraldehido para formar esferas. Posteriormente,
dichas esferas se filtran y después se lavan con hexano o alcohol y se dejan secar. En este
método, el tamafio de la particula se controla por el tamafio de gota de la emulsiéon que

interactia con el medio de reticulacion y la velocidad de agitacion (Bodnar et al., 2006).
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Secado por pulverizacion (Spray drying). El secado por pulverizaciébn es una
técnica conocida para producir polvos, granulos, o aglomerados de soluciones mixtas de
algunos farmacos y suspensiones. Este método se basa en el secado de las gotas
atomizadas en una corriente de aire caliente. Durante su proceso, el quitosano se disuelve
primero en acido acético en solucion acuosa; el farmaco se disuelve o dispersa en la
solucién y luego se afiade el agente de reticulacion adecuado. Esta solucién o dispersion se
atomiza en una corriente de aire caliente, lo que conduce a la formacién de pequefias gotas
de disolvente, el cual se evapora al instante y da como resultado la formacion de particulas

gue fluyen libremente (Agnihotri, 2004).

Gelificacion idnica (lonic Gelation). El utilizar complejos entre macromoléculas de
carga opuesta para preparar microesferas de quitosano ha llamado mucho la atencion
debido a que es un proceso simple, suave y no téxico. En este método, el quitosano se
disuelve en solucion de acido acuoso para obtener el quitosano policatiénico. A
continuacion, esta solucion se afiade gota a gota a la solucién del polianiénico tripolifosfato
(TPP) con agitacién constante. Debido a la complejidad que hay entre las especies de carga
opuesta, el quitosano se somete a gelificacion idnica y precipitacion para formar particulas
esféricas. Sin embargo, las microparticulas formadas por TPP y quitosano tienen una pobre
resistencia mecanica, lo que limita su uso en la liberacion de farmacos o compuestos activos
(Cota et al., 2013).

Propiedades Fisicoquimicas

El quitosano es un polimero biodegradable y biocompatible. Presenta baja toxicidad
comparada con otros polimeros y es muy apropiado como sistema de liberacién en
ambientes biologicos. Fue aprobado por la FDA para su utilizacion en sistemas de liberaciéon
controlada de distintos compuestos bioactivos (principalmente farmacos). Es importante
considerar que la estructura quimica del polimero determinara el comportamiento de las
nanoparticulas en términos de encapsulacion, degradacion y liberacion del compuesto
bioactivo (Gomez, 2014).

A medida que las dimensiones de las nanoparticulas se disminuyen, principalmente
en el intervalo de 1 a 10 nm, los efectos de tamafio y su superficie son mas notables. Entre
los efectos mas importantes se ha determinado el confinamiento de los electrones, en el
que, por ejemplo, se ha observado que las nanoparticulas metdlicas tienen manifestaciones

de efectos cuanticos en el material, que pueden percibirse a través de sus propiedades
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magnéticas y/o de conduccidon electrénica; algunas poseen propiedades termodinamicas,
como la capacidad calorifica (Borovitskaya y Shur, 2002).

Los efectos de superficie son de gran importancia en las nanoparticulas, ya que se
tiene un incremento en areas superficiales por unidad de volumen y en energias libres
superficiales respecto a los solidos volumétricos (Israelachvili, 1991). Debido a que los
atomos en la superficie de la nanoparticula estan menos “enlazados” que el resto de sus
atomos y su esfera de coordinacion esta incompleta, lo que incrementa la energia libre
superficial, afectando propiedades como la temperatura de fusion y la reactividad quimica
(Gutiérrez, 2006).

Se ha observado que el quitosano de medio peso molecular (MPM) causa un efecto
sobre el tamafio de particula. La relacion lineal entre el quitosano MPM y el tamafio de
particula/potencial zeta se ha demostrado estadisticamente, lo que proporciona una
plataforma para una facil manipulacion de las propiedades fisicoquimicas de los
nanoparticulas adecuadas para su previa aplicacién. Se ha encontrado que esto puede
aumentar el efecto antifingico significativamente. Por lo tanto, se prevé que las
nanoparticulas de quitosano tienen el potencial de convertirse en un agente antifungico

natural, siendo mas potentes y seguros (Goycoolea et al., 2012).

Propiedades Antimicrobianas

Una de las principales propiedades de las nanoparticulas es su actividad antimicrobiana.
Esta capacidad proviene naturalmente de los sistemas de quitosano ya nanoparticulado,
esto porque es un biopolimero catidénico, siendo su mecanismo de accion principal el
desestabilizar las membranas microbianas con cargas negativas presentes mientras
interaccionan con las cargas positivas de quitosano (-NH>).

Se ha ido ampliando el estudio de la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas
en diversos campos. Uno de los campos mas estudiados es en el de la biomedicina, en
donde se ha observado que las nanoparticulas de plata poseen una fuerte actividad
antibacteriana contra E. coli y S. aureus debido a la mayor superficie de contacto con las
membranas de las bacterias. Algunos autores han evidenciado la presencia de
aglomeraciones en la superficie de la pared celular microbiana (Cota et al., 2013).

Estos estudios han demostrado que las nanoparticulas de plata causan toxicidad a
las bacterias a través de proteinas de la membrana, junto con la generacién de dafio
oxidativo. Se cree que el mecanismo de accién por el cual las nanoparticulas pueden inducir
toxicidad a las bacterias es a través de la induccién de estrés oxidativo de los lipidos,
causando dafio a los carbohidratos, las proteinas y el ADN, lo que posteriormente causa la

muerte del microorganismo (Fang et al., 2007).
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Se han realizado pocos estudios acerca del efecto que tienen las nanoparticulas de
guitosano sobre la inhibicién del crecimiento de los hongos. Al igual que se ha demostrado
gue las nanoparticulas de quitosano poseen un potencial antifingico frente a hongos
filamentosos como A. parasiticus (Lugue-Alcaraz et al., 2016), observandose incluso un
mayor potencial antifingico en comparacion con la disolucion de puro quitosano
(Hernandez, 2016).

Aplicaciones

Hoy en dia, existen diversos estudios sobre la encapsulacion de compuestos en micro y
nanoparticulas a base de quitosano (Tabla 3). Dado que la industria farmacéutica es el area
principal de aplicacién de las matrices a base de quitosano para la liberacion controlada de
farmacos, la mayoria de los procesos para obtener micro y nanoparticulas han sido
adaptados a estas areas. Las nanoparticulas son las mas estudiadas como matrices para
los sistemas de administracion de farmacos, especialmente por su funcionalidad la cual es
mayor debido a su menor tamafo, lo que permite una administracion oral, nasal o dérmica
con méas facilidad (Cota et al., 2013).

Por muchos afios, los métodos convencionales utilizados de control de plagas han
sido los pesticidas quimicos tales como los piretroides, organofosforados, carbamatos y
organoclorados. Sin embargo, su utilizaciéon causa un grave dafio ambiental y problemas a
la salud humana debido a su alta toxicidad (Avery, 2006). Es por ello que el uso del
quitosano es una gran alternativa, ya que este se utiliza en matrices para la liberacion de
compuestos activos, principalmente medicamentos y antimicrobianos potentes, como micro

y nanoparticulas, ya sea solas o cargadas con iones metalicos (Escobichon, 2001).

Tabla 3. Desarrollo y aplicaciones de compositos de quitosano con compuestos bioactivos.

Composito Microorganismo Compuesto Referencia
Bioactivo

Np’sQ* con e Pectobacterium carotovorum | Tomillo Sotelo et al., 2015

aceites e Salmonella sp Limén Luque et al, 2016

esenciales e Aspergillus parasiticus Lima Chafer, 2008

Hoja de arbol
de pirul

(Schinus molle)
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Np’sQ con e Streptococcus mutans Cu, Ag, Zn, Au | Trepiana, 2015

metales e Staphylococcus aureus Ayala, 2015
Candida albicans Flores, 2005
Molina, 2010
Np’sQ con e Escherichia coli Extractos de Porras et al., 2012
agentes e Serratia marcescens mora (Rubus
antioxidantes |« Pseudomonas aeruginosa glaucus)

e Staphylococcus aureus
e Bacillus subtilis

e Enterococcus faecalis

Np’sQ con e Listeria monocytogenes, Lisozima Duan et al., 2007
lisozima Escherichia coli Yomota et al., 1990
e Pseudomonas fluorescens Hernandez et al.,
e Degradacion enzimatica 2016

¢ Hongos filamentosos
e Bacterias Gram positivas y
Gram negativas

*Nanoparticulas de quitosano

Sobre la base de estas propiedades, es importante ampliar el campo de estudio a
otras areas en las que las propiedades del quitosano pueden ser explotadas, en conjunto
con otros compuestos bioactivos naturales que son Utiles en la alimentacion y la agricultura,
con el fin de erradicar los problemas asociados al uso indebido de los productos
agroquimicos y plaguicidas (Cota et al., 2013).

Se ha encontrado que las particulas de quitosano poseen un potencial antifungico
frente a Aspergillus parasiticus, el cual es mayor que el efecto del quitosano en disolucién.
Se han evidenciado dafios que se caracterizan por cambios morfolégicos en las hifas y
esporas, lo que sugiere que los nanoparticulas de quitosano podrian ser capaces de
difundirse en la célula fungica y por lo tanto alterar la sintesis de ADN, asi como del ARN.
Esto podria explicar la mejor actividad antifungica por parte de las nanoparticulas en
comparacion con el polimero libre o en forma de solucion (Hernandez et al., 2016).

Con base a lo anterior, es importante ampliar el estudio sobre las nanoparticulas
elaboradas a partir de mezclas de quitosano con compuestos bioactivos, para obtener

materiales con un efecto antimicrobiano mas efectivo.
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Bionanocompositos de Quitosano/lisozima

Lisozima

La lisozima, también conocida como muramidasa (N-acetil muramidaglicano hidrolasa), tiene
una masa molecular de 14.3 Da y esta compuesta por una secuencia de 129 residuos de
aminodcidos (You et al., 2010). En el sitio catalitico se encuentran dos aminoacidos, Glu 35
y Asp 52, que son necesarios para que ocurra la catdlisis (Callewaert y Michellies, 2010;
Ibrahim et al., 1998).

La lisozima es de la clase de enzimas que destruye las paredes celulares de ciertas
bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace B (1-4) entre el acido N-acetilmuramico
(NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG), debilitando asi la pared celular
(Carrillo, 2013). El resultado es la penetracion de agua en la célula, que se hincha y acaba

por estallar, un fenémeno denominado lisis (Figura 3).

Lalisozima digiere el Entradade agua
peptidoglicano

Peptidoglicanao

Membrana

Entradade agua
Figura 3. Liberacion del protoplasto debido a una lisis en la membrana citoplasmatica.
Fuente: Carrillo, 2013.

En la actualidad, existe gran interés por los agentes antimicrobianos de origen
natural, debido a que por lo general presentan baja toxicidad, amplio espectro microbiano y
su obtencion es econdmica. Por ejemplo, desde hace décadas, en la industria alimentaria se
utilizan como conservantes a la nisina (una bacteriocina) y a la lisozima de huevo (Pellegrini
et al., 2003).

Se han desarrollado métodos que buscan potenciar el espectro antibacteriano de la
lisozima de huevo mediante la combinacién de tratamientos térmicos y quimicos (Cegielska

et al., 2009). La lisozima de clara de huevo es una de las proteinas alimentarias utilizada en
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la industria para diferentes fines, por su demostrada actividad antibacteriana frente a
bacterias Gram-positivas y su actividad antiviral (Carrillo, 2013).

Se ha demostrado que nanoparticulas cargadas con quitosano/lisozima y acido poly-
gama-glutamico muestran actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Escherichia coli, siendo B. subitilis la especie
mas susceptible a la lisozima. Cuando se cargaron las nanoparticulas de quitosano/lisozima
con acido poly-y-glutdmico, el crecimiento bacteriano se retras6 considerablemente, dando
como resultado un amplio espectro antibacteriano y un prolongado periodo de inhibicion del
crecimiento (Yong et al., 2013).

Estudios recientes sobre bionanocompositos de quitosano cargados con lisozima han
reportado que las nanoparticulas preparadas por gelacion ionotrépica presentan un didmetro
de 150 nm, ademas de mantener de manera eficaz la actividad antibacterial de la enzima
(lisozima) contra Staphylococcus epidermidis hasta 5 dias después de su incubacion
(Hernandez et al., 2016).

En 2013, Cota y colaboradores realizaron un estudio en el que se evalué el efecto
antifingico que ocasionan las nanoparticulas de quitosano cargadas con tripolifosfato (TPP)
sobre el hongo Aspergillus parasiticus. Se encontré que las nanoparticulas ocasionaron un
dafio caracteristico provocando cambios morfolégicos dentro de las hifas y esporas, lo cual
fue similar a lo reportado por Hernandez et al. (2016).

Se ha demostrado que hongos filamentosos productores de toxinas como Aspergillus
parasiticus son sensibles a compuestos naturales bioactivos. Rasooli y Abyaneh (2004)
encontraron que el aceite de timol inhibe el crecimiento in vitro del micelio de A. parasiticus,
asociandose con una disminucion significativa en la produccion de aflatoxinas.

De igual modo, se ha demostrado que las nanoparticulas de quitosano (a una
concentracion de 5 x 102 g/mL) muestran un efecto antifingico sobre A. parasiticus, lo cual
se atribuye al aumento en el area de contacto debido al pequefio tamafio de las
nanoparticulas, las cuales pueden ser capaces de penetrar en la célula e interactuar con
componentes vitales para el crecimiento de hongos. En un estudio similar, recientemente se
encontré que las nanoparticulas de quitosano cargadas con aceite esencial de pirul (Schinus
molle) disminuyen significativamente la viabilidad de esporas de A. parasiticus en pruebas in

vitro (Luque-Alcaraz et al., 2016).

Aspergillus spp.

Generalidades
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El género Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por P. A. Micheli, quien
comprobd que la cabeza conidial de este hongo se parecia a un "aspergillum" (instrumento
utilizado para dispersar agua bendita). Aspergillus es un género de hongos filamentosos
hialinos ubicuos, productores de enfermedades de distribucién universal que
ocasionalmente pueden aparecer en forma de brotes hospitalarios tras obras de
remodelacion (Alcala et al., 2008).

Este género pertenece a la division Deutoromycota, clase Hypgomycetes, orden de
los Hyphomycetales y familia Moniliaceae (Ortega, 2002). Los Aspergillus se caracterizan
por tener micelio vegetativo compuesto de hifas septadas, ramificadas, incoloras, estructura
conidial desarrollada como pedicelos y cabezuelas de origen en células hifales
especializadas (células del pie), de paredes gruesas, las cuales producen conidiéforos como
ramas, aproximadamente perpendiculares al eje longitudinal de la célula del pie (Figura 4)
(Garcia y Verastegui, 2001).

Con respecto a su morfologia, se sabe que el color es la principal caracteristica
macroscopica para su identificacién. Estos son de colores verde, pardo, amarillo, blanco gris
o negro (Velez, 2010). A su vez, en el microscopio el conidi6éforo caracteristico de
Aspergillus, aunque es una estructura unicelular, posee tres partes bien diferenciadas:
vesicula (extremo apical hinchado), conidiéforo (seccién cilindrica situada debajo de la
vesicula) y célula pie (seccidn final, a veces separada por un septo, que une el conidioéforo

con el micelio) (Abarca, 2000).
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Figura 4. Morfologia de Aspergillus spp.
Fuente: Alcala et al., 2008.
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Aspergillus es un ejemplo de lo que denominamos "patégeno oportunista”, es decir,
gue suele afectar a pacientes con mecanismos de defensa comprometidos. Entre los
factores de patogenicidad de este hongo se encuentran: el pequefio tamafio de sus
conidios, que permite que sean aspiradas y que pueda causar infeccion en el pulmén y en
los senos paranasales; su capacidad de crecer a 37 °C, lo que le hace idoneo para afectar al
humano; su capacidad de adherencia a superficies epiteliales y posiblemente endoteliales;
su gran tendencia a invadir los vasos sanguineos y también la produccién de un gran
namero de productos extracelulares toxicos para las células de los mamiferos (elastasa,
restrictocina, fumigatoxina, etc.) (Alcala et al., 2008).

Sus efectos toxicos estan relacionados principalmente con intoxicaciones
alimentarias, como consecuencia de la ingesta de alimentos contaminados con micotoxinas
y metabolitos extracelulares (INSHT, 2012). Algunas de las principales especies de

Aspergillus se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Especies del género Aspergillus spp. (INSHT, 2012).

Agente bioldgico Sustancia toxica Efecto téxico

. clavatus Patulina Neurotéxico
. flavus, Aflatoxina Hepatotdxico, inmunotoxico

. parasiticus

. ochraceus, Ochratoxina A Nefrotéxico

A
A
A
A
A. niger
A
A
A

. oryzae, Citrinina Nefrotoxico
. terreus
. hiveus
A. versicolor, Esterigmatocistina Hepatotdxico
A. nidulans

Aspergillus parasiticus

Los ascomicetos son un grupo de hongos con cerca de 60,000 especies que producen

varias enfermedades vegetales graves. Aspergillus flavus y A. parasiticus producen un
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metabolito, la aflatoxina, la cual se encuentra en ocasiones en los productos que contienen
maiz y trigo (Marcel, 2005).

Aspergillus parasiticus es considerado principalmente como hongo de
almacenamiento, ya que puede proliferar y causar infeccién durante la conservacién de los
alimentos, aunque se aisla con frecuencia de productos precosecha tales como el maiz,
trigo, cacahuate, algodon, nueces, etc. Esto se debe principalmente a sus condiciones de
crecimiento, ya que crece a una humedad relativamente alta, una temperatura de 25 a 40 °C
siendo la éptima de 28 °C y un valor minimo de Aw de 0.83 (Bennett y Klich, 2003).

Esta especie se distingue con facilidad por sus caracteristicas morfolégicas bien
definidas. Macroscépicamente presenta colonias de un diametro de 40 a 50 mm, con una
tonalidad amarillentas y verdosas, que con el tiempo empiezan a oscurecer. En cuanto a sus
caracteristicas microscopicas, se ha observado que posee cabezas conidiales uniseriadas
de mas de 400 micrometros de diametro, conidioforo ligeramente rugoso e incoloro de mas
de 200 micrémetros de longitud, vesiculas sublogosas o globosas y conidios globosos de

color verdoso amarillento (Gao et al., 2007; Abarca, 2000).

Importancia. Esta especie puede producir toxinas, sustancias quimicas téxicas con
estructuras quimicas semejantes, de bajo peso molecular (metabolitos secundarios), las
cuales se producen de forma natural por la estructura micelial del hongo, o bien, por sus
esporas. Los metabolitos secundarios son producidos al final de la fase de crecimiento
exponencial, y al parecer no tienen repercusion en el desarrollo y crecimiento del hongo (Del
Carmen et al., 1993). Cabe mencionar que el hongo A. parasiticus produce aflatoxinas, la
cual puede llegar a producir dafios en la salud tanto de animales como humanos, pudiendo

ocasionar por ejemplo cancer de higado si se llega a ingerir (Urrego y Diaz, 2006).

Estructura celular. La pared es una estructura especifica de la célula fungica y es
muy diferente de la pared de las células vegetales, compuesta fundamentalmente de
celulosa. Los hongos son organismos eucarioticos con pared celular compuesta de
glicoproteinas, quitina y glucano; pueden ser unicelulares o multinucleados, con nutricién
abortiva y se clasifican en el reino Fungi de acuerdo a la clasificacion de Whittaker
(Buitimea-Cantua, 2012).

Glicoproteinas. Las proteinas representan el 30-50 % del peso seco de la pared en
los hongos levaduriformes y el 20-30 % del peso seco de la pared de los hongos
filamentosos. La mayoria de las proteinas estan asociadas a glucidos por enlaces O o N,
formando glicoproteinas. Las proteinas de la pared tienen diversas funciones, participando

en el mantenimiento de la forma celular, interviniendo en algunos procesos como de
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adhesion, protegiendo a la célula de sustancias extrafias, participando en la absorcion de

moléculas, entre otras (Bowman, 2006).

Quitina. La quitina se sintetiza a partir de N-acetil glucosamina por la enzima quitina
sintasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio extracelular préximo a la
membrana citoplasmica. El contenido en quitina de la pared fungica varia segun la fase
morfologica del hongo. La cual representa el 1-2 % del peso seco de la pared celular de las
levaduras mientras que en los hongos filamentosos puede llegar al 10-20 % (Pontén, 2008).
El glucano es el polisacéarido estructural mas importante de la pared y representa el 50-60 %
del peso seco de esta estructura. La mayoria de los polimeros de glucano estan compuestos
de unidades de glucosa con uniones 3-1,3 (65-90 %), aunque también hay glucanos con
enlaces 3-1,6 (en Candida pero no en Aspergillus), B-1,4, a-1,3 y a-1,4. El B-1,3-D-glucano
es el componente estructural mas importante de la pared, al que se unen covalentemente
otros componentes de esta estructura (Kahn, 2007).

El B-1,3-D-glucano se sintetiza por un complejo de enzimas situado en la membrana
plasméatica, denominadas glucano sintetasas. Estas enzimas catalizan la formacién de
cadenas lineales de glucano compuestas por aproximadamente 1,500 residuos de glucosa
unidos por enlaces B-1,3. A estas cadenas, cada 40-50 residuos de glucosa, se unen
nuevas unidades de glucosa por enlaces (-1,3 para dar lugar a una estructura ramificada
(Pontdn, 2008).

Este hongo forma parte de un grupo de mucha importancia en la agricultura
ocasionando graves dafios a la salud, asi como también grandes pérdidas econémicas, esto
debido a que se encuentra a su gran capacidad de reproduccién, lo que con frecuencia

dificulta su método control, que requiere de la utilizacién de diversos métodos (Tabla 5).

Tabla 5. Métodos de control de hongos en alimentos.

Método Ventajas Desventajas Referencias
Quimicos e Masde 113 e Algunos hongos Bajpai y Kang,
(fungicidas) ingredientes activos han producido 2010.
comerciales resistencia Nameth y
e Eficaces sise utilizade | ¢ Problemas conla | Chatfield, 2010.
manera adecuada salud Wang et al., 2007.
Biolégico e Bajo riesgo para la e Su efecto dura Godoy, 2013.
salud humana pocos dias y es Pérez, 2007.
e Bajo costo necesario repetir
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e Se degradan la aplicacion
facilmente

¢ No generan resistencia

Alternativos: e Faciles de aplicar e Aceleracién de la | Benites et al.,
e Tratamiento e No dejan residuos maduracion del 2009.
térmico quimicos producto Bajpai y Kang,
e Aceites e Bajo riesgo para la e Dafio por calor 2010.
esenciales salud humana e Bajo estudio Tang et al., 2007.

Es por estas razones que se han buscado distintas alternativas para poder tratar con
dicho hongo, con el fin de llevar a cabo un método de control mas sustentable, con el fin de
sustituir de control que pueden ocasionar tanto dafio a la salud de animales y humanos,

como con el medio ambiente.

METODOLOGIA

Reactivacion de Cepas

Se utilizé una cepa de Aspergillus parasiticus (ATCC 16992), seleccionada por ser una
especie toxigénica en ocasiones presentes tanto en alimentos agricolas como almacenes.
Para su propagacion, la cepa fue inoculada en matraces con agar papa dextrosa, PDA
(Bioxon, USA), e incubada a 28 °C durante 4 dias. A partir de este cultivo se preparé el
cultivo monospoérico (Quijada, 2011) en el mismo medio, con el fin de asegurar la pureza de

los cultivos.

Cultivo Monosparico

El cultivo monospérico se caracteriza por provenir de una sola célula o espora, lo cual
permite obtener cultivos puros. Para ello, primeramente, se prepar6 un indculo a partir de las
placas con el hongo Aspergillus parasiticus desarrollado en el punto anterior (reactivacion).
Se tomo la placa con la colonia mas aislada desarrollada en el medio de cultivo, a la cual se

adiciond un volumen de solucion Tween 80, un surfactante hidrofilico que favorece la
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dispersién de las esporas o propagulos fungicos. Las esporas fueron resuspendidas
mediante agitacion y el indculo preparado fue utilizado para preparar diluciones seriadas con
diferente concentracion de esporas (1071, 102, 103, 10*y 10®); cada diluciéon fue depositada
sobre una placa con medio PDA e incubada a 28 °C. Enseguida, con ayuda de una espatula
estéril, se tomaron las colonias desarrolladas en los medios inoculados con las ultimas
diluciones (10*y 107°), en las cuales se observd una mayor dispersion de colonias, sin
contaminacién evidente. Las colonias cortadas fueron depositadas en placas con medio

PDA estéril e incubadas nuevamente a 28 °C, a fin de obtener un cultivo monosparico.

Preparacion de la Suspension de Esporas

Se prepararon 30 mL de agar PDA, se esterilizd el medio y se dejo reposar hasta solidificar.
Se inoculé con el cultivo monospérico de A. parasiticus y posteriormente se llevé a incubar
de 4 a 5 dias a 28 °C. Una vez desarrolladas, las esporas fueron resuspendidas agregando
al matraz una solucién de Tween-80 al 0.1 % (v/v) estéril, mediante agitacion magnética por
5 min. La concentracién de esporas en la suspension fue determinada mediante conteo en
camara de Neubauer (Plascencia, 2004). Se tom6 una gota con una micropipeta estéril y se
colocé en el centro de la camara de Neubauer con el cubreobjetos encima. Posteriormente
se colocé la cdmara en un microscopio Gptico y se cont6 el nimero de esporas por cuadro.
Para determinar la concentracion de esporas se contaron las esporas en al menos 13

cuadros pequefos. Se calculé el nUmero de esporas utilizando la siguiente ecuacion:

# Esporas

mL = (Promedio de esporas)(1x10%)(25)

suspension

Preparacion de la Solucion de Quitosano

Se utilizé quitosano comercial de peso molecular medio (Sigma, USA), el cual se puso a
secar en estufa a 70 °C previo a su uso; a partir de este se preparé una solucién madre
homogénea de volumen final de 100 mL, con la formulacién: 0.05 % (p/v) de quitosano, 1 %
(v/v) acido acético al 0.05 %, aforado a 100 ml con agua miliQ. La mezcla se dejo en
agitacion constante durante 24 horas a temperatura ambiente, esto para permitir dar una
mayor homogeneidad. A partir de la solucion madre se elabord el biocomposito con el
compuesto bioactivo en solucion.
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Preparacion de las Nanoparticulas de Quitosano-Lisozima

Las nanoparticulas se obtuvieron utilizando el método de nanoprecipitacion, el cual consistio
en agregar 2.5 mL de una disolucién de quitosano al 0.05 % (p/v), 0.05 % (v/v) de Tween 80
gue actu6 como el surfactante y 0.05 % (p/v) de lisozima comercial de huevo (Sigma, USA);
después se afiadié un volumen de 40 mL de acetona (Sigma-Aldrich, USA). El proceso se
llevé a cabo bajo agitacion magnética a 500 rpm y con un caudal de 0.87 mL/min, utilizando
una bomba peristéltica (Gilson Minipuls 3, Francia). Posteriormente, la acetona se elimind
mediante rotaevaporacion (Labconco 78892, USA) conectada a un refrigerante (Yamato,
USA), hasta que se obtuvo un volumen aproximado a 10 mL de la muestra inicial (Luque-
Alcaraz et al., 2016). Como control se utilizaron nanoparticulas de quitosano sin lisozima.

Andlisis de Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

El analisis de dispersion dinamica de luz permite obtener los datos del tamafio de particula,
el potencial zeta y el grado de polidispersidad de las particulas obtenidas de quitosano y de
quitosano-lisozima. Para su analisis, las muestras fueron enviadas al Laboratorio de
Biopolimeros del CIAD, A.C. Hermosillo, en dénde se utiliz6 un equipo Mobius (Wyatt
Technologies, USA), a temperatura controlada. El sistema utiliza un laser simple Mobiuz,
modo longitudinal de 45 mW operado a 532 nm y un angulo © de 163.5°. El analisis de los
datos experimentales se llevd a cabo utilizando el programa Dynamics version 7.3.1.15

(Wyatt Technology Corporation, USA).

Obtencién de Extractos Poliméricos Fungicos

En matraces conteniendo caldo papa dextrosa se inocul6 el hongo Aspergillus parasiticus, el
cual se cultivd por 96 h a 28 °C. El micelio aéreo y los conidios se separaron de los matraces
mediante la adicibn de 20 mL de NaOH 1 M, agitando durante 30 min a 60 °C. La
suspension se centrifugd a 270 x g por 5 min y el sobrenadante se resuspendié en 20 mL de
agua destilada. Las suspensiones se sonicaron (Fisher Scientific, Sonic Desembrator Model
500) en un bafio con hielo a 40 Hz por 5 min y se centrifugé a 18,000 x g por 1 hora.
Posteriormente, el sobrenadante obtenido se lavo tres veces con agua destilada y el
producto final se consideré el extracto polimérico (Claverie-Marin et al., 1986; Tunlid et al.,
1991; Buitimea-Cantua et al., 2013).
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Hidrolisis de B-1,3-glucano

Se determiné la actividad hidrolitica de los bionanocompositos de quitosano y lisozima sobre
el B-1,3-glucano comercial, asi como también sobre los extractos poliméricos obtenidos del
hongo Aspergillus parasiticus. Las estimaciones se llevaron a cabo de acuerdo a la tasa de
produccion de azucares reductores. La mezcla de ensayo consistio en 12 uL de la fraccion
antifungica a una concentracion de 5 mg/mL, 125 yL de sustrato laminarina (L9634, Sigma-
Aldrich, USA) o el extracto polimérico fungico obtenido, 10 puL de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma-Aldrich, USA) y 362 pL de buffer acetato de sodio 50 mM (pH 5.2). Esta
mezcla se incubd durante 25 min a 37 °C y los productos de hidrélisis del sustrato se
estimaron como azucares reductores por el método de Somogyi y Nelson (Buitimea-Cantla
et al., 2013).

El reactivo de Somogyi se preparé de la siguiente manera: el dia que se va usar, colocar
4 mL de la solucién B en un matraz aforado de 100 mL, completar con la soluciéon A 'y

mezclar.

e Solucion A: Disolver 50 g de carbonato de sodio anhidro, 50 g de sal Rochelle, 40 g
de bicarbonato de sodio y 400 g de sulfato de sodio anhidro en 1600 mL de agua
destilada, y diluir a 2000 mL. Mezclar y filtrar la solucién si no queda clara.
Almacenar a temperatura ambiente. Si se forman sedimentos a los pocos dias, filtrar
nuevamente.

e Solucion B: Disolver 150 g de sulfato de cobre penta-hidratado en agua destilada y
diluir a 1000 mL. Adicionar 0.5 mL de acido sulfdrico concentrado y mezclar.

Reactivo de Nelson: Mezclar 25 g de molibdato de amonio en 450 mL de agua destilada,
21 mL de &cido sulfarico concentrado y 0.6 g de arsenato monoacido de sodio en 25 mL de
agua destilada. Llevar a volumen de 500 mL e incubar a 37 °C por 24-48 h. Almacenar en

botellas opacas protectoras de luz.

Ensayos Microbioldgicos

Preparacion de Cultivos en Microplaca

En una microplaca de 16 pocillos se coloraron los cultivo control, con bionanocompositos de
quitosano y quitosano con lisozima, cada uno por triplicado. Previo al ensayo, en cada
pocillo se coloc6é un portaobjetos cortado en forma circular, de 1.5 cm de diametro.

Posteriormente, en cada posillo se agregaron 700 uL del medio de cultivo liquido (Czapek) y
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300 uL de las nanoparticulas para los tratamientos y agua destilada para el control. Después
se le afadi6 el in6culo previamente calculado por la técnica de suspension de esporas,

incubando a 28 °C por 24 horas.

Germinacion de Esporas

Esta técnica consistio en determinar el porcentaje de esporas que germinaron durante el
lapso de incubacion. El ensayo se realizé en microplacas de 12 pozos de acuerdo al
procedimiento antes descrito. Al finalizar el periodo de incubacion los portaobjetos con las
esporas adheridas fueron retirados de los pocillos y montados sobre portaobjetos, para su
posterior observaciéon. De cada tratamiento se capturaron imagenes del hongo a las 24 h de
su incubacién, utilizando un microscopio Optico Olympus CX311 (Japdn) equipado con
camara Infinity 1 (Media Cybernetics, USA). De cada pozo se contaron al azar un total de
200 esporas (germinadas y no germinadas) y se calculé el porcentaje de esporas
germinadas (Martinez-Camacho et al., 2010). Una espora se consideré germinada cuando la
longitud de su tubo germinal alcanz6 el doble del didmetro total de la espora (Plascencia-
Jatomea et al., 2003).

Analisis Morfométrico

Las imagenes capturadas de la germinacion de esporas fueron procesadas utilizando el
programa para andlisis de imagenes Image-Pro Plus versién 6.3 (Media Cybernetics, Inc.,
USA). Se midi6 el diametro de las esporas, para lo cual se tomaron aproximadamente 60
mediciones por tratamiento, a 40x (Luque-Alcaraz et al., 2016). Se utiliz6 un microscopio
optico Olympus CX311 (Japdn) conectado a una camara Infinity 1 (Media Cybernetics, Inc.,
USA).

Viabilidad Celular

Este analisis fue llevado a cabo utilizando una tincién con azul de tripan (azul diamina, azul
nidgara, azul vital). Este colorante es un derivado de la toluidina que posee la capacidad de
tefiir a tejidos y células muertas (Ehrlich, 1904).

De las microplacas incubadas en los ensayos de germinacién de esporas se tomaron
100 pL de cada tratamiento y se depositaron en un portaobjetos; después se le agregaron
100 pL de azul de tripan y se dejo reposar por 20 min. Pasados este tiempo se observé en el
microscopio Olympus conectado a una camara Infinity 1. Las imagenes captadas se

procesaron en el programa Image Pro-Plus versidn 6.3 (Media Cybernetics Inc., USA). De
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cada tratamiento se contabiliz6 el nimero de esporas viables (no tefiidas) y no viables

(tefiidas de azul).

Analisis de Fluorescencia Utilizando Biomarcadores

Para llevar a cabo las observaciones de dafio celular, septos y filamentos de actina, se
utilizé un microscopio invertido (Leica DMi8, USA) equipado con filtros de fluorescencia (filtro
DAPI excitacion 350/50 y emision 460/50, filtro FITC excitacion 480/40 y emision 527/30,
filtro RHOD excitacion 546/10 y emision 585/40), camara enfriada DFC 450C (Leica) y
software overlay de fluorescencia (LAS AF version 3.1.0, Leica Microsystem, USA). Se
tomaron imagenes de las cepas desarrolladas bajo las mismas condiciones de cultivo
utilizadas en la germinacién microbiana y viabilidad de esporas. Las células se tifieron con

los marcadores de ioduro de propidio, blanco de Calcofltor y faloidina.

Tincion con Yoduro de Propidio

Este colorante es capaz de penetrar en células dafiadas e intercalarse con el material
celular, emitiendo una coloracion roja, lo cual es indicativo de dafio celular. El protocolo
consistié en agregar en un portaobjetos 100 ul del in6culo del hongo, 100 ul de agua estéril
y 2 ul de la solucién de yoduro de propidio (PI).

Para este ensayo, en una microplaca, en cada pozo, previamente adicionado con
medio liquido Czapek, se colocaron por triplicado 700 uL del medio de cultivo liquido
(Czapek), 300 uL de las nanoparticulas y el inéculo a una concentracion de 1x10°
esporas/mL, incubando a 28 °C durante 24 h. Posteriormente, a cada pozo se afiadié una
solucion de IP 3 uM y nuevamente se incubaron, a la misma temperatura, durante 3 h.
Después de la incubacién, las células se analizaron en el microscopio de fluorescencia
(Leica DMi8, USA) (Riccardi & Nicoletti, 2006).

Tincién con Blanco de Calcofltor

La técnica del Blanco de Calcofltor se basa por una parte, en la propiedad que tiene dicha
sustancia de emitir fluorescencia al ser activada por radiacion ultravioleta, y por otra, en la
afinidad que presenta por la celulosa y la quitina presentes en la pared celular de los
organismos fungicos (Ramos et al., 2006). Esta tincion se llevo a cabo utilizado una solucién
de Blanco de Calcofluor (Fluostain I, Sigma, USA) a una concentracion de 10 ug/mL. El
colorante emite fluorescencia cuando se adhiere a quitina y a glucanos, permitiendo de este

modo la visualizacion de las paredes celulares y septos del hongo. Las imagenes fueron
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obtenidas mediante microscopia de fluorescencia, utilizando un filtro azul-violeta a una
longitud de onda de emision y excitacion de 330-380 y >420 nm, respectivamente
(Plascencia, 2004).

Tincién con Faloidina

La faloidina es una toxina fuangica de Amanita phalloides que se une a actina F. Como
resultado de la unién con la faloidina, los filamentos de actina se vuelven fuertemente
estables y emiten una coloracion roja, permitiendo la observacion de los filamentos
presentes en las esporas.

La solucion madre de faloidina se prepar6é utilizando metanol o DMSO a una
concentracion de 0.1-5.0 mg/mL. La tincion final se prepard en una solucién acuosa en un
intervalo de concentracion de 0.1 a 100 mM, con tiempos de incubacién de 15 min hasta 72
h. Las esporas del hongo previamente desarrolladas sobre los cubreobjetos fueron tratadas
mediante inmersion en solucion fijadora de paraformaldehido al 3.7 % (Sigma, USA), el cual
fue preparado en solucién buffer de fosfatos (PBS 1x, Sigma-Aldrich) y se agregé una
solucion de tritén X-100 (Sigma, USA) a una concentracion de 0.2 % (v/v).

Las muestras se incubaron con la solucion fijadora por 30 min a temperatura ambiente y una
vez terminado el tiempo de incubacion se llevaron a cabo tres lavados, de tres minutos cada
uno, con solucion de PBS 1x (Sigma-Aldrich).

Las células se tifieron con 50 mg/ml de solucién conjugada en PBS (que contiene 1
% DMSO a partir de la solucion madre original) y se dejaron reposar 30 min. Finalmente, se
lavaron varias veces con PBS (Sigma-Aldrich) para eliminar el exceso de colorante y se

observaron directamente en el microscopio de fluorescencia (Leica DMi8, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de los bionanocompositos sobre la actividad hidrolitica

Debido a que el B-1,3-glucano es uno de los principales componentes de la pared celular de
las especies de Aspergillus, en este trabajo se buscé la inhibicion de la sintesis de dicho
polisacarido mediante el tratamiento con los bionanocompositos. La inhibicion de alguna
enzima puede detener la cadena de reacciones metabdlicas dentro del organismo,
ejerciendo asi un gran efecto inhibitorio, posteriormente llevando a la muerte del
microorganismo (Berg, 2002).

Para ello, se llevé a cabo la determinacion del efecto de las nanoparticulas de
guitosano y de quitosano-lisozima sobre la actividad hidrolitica de los extractos poliméricos
obtenidos del hongo Aspergillus parasiticus, de acuerdo a la tasa de produccion de azlcares
reductores (Li et al., 2003).

Se elabor6 una curva estandar de glucosa como medio de control (Figura 5) y se evalu6 el
efecto de la B-1,3-glucanasa de Aspergillus niger (Sigma, USA) sobre la laminarina (Sigma,
USA), la cual es un sustrato hidrosoluble que actué como el p-1,3-glucano.

Los resultados obtenidos mostraron que las nanoparticulas de quitosano y de
quitosano/lisozima presentaron una fuerte actividad hidrolitica sobre el B-1-3-glucano,
encontrando una mayor concentracion de azucares reductores con respecto a los controles
(Tabla 6). Lo anterior sugiere que el tratamiento con las nanoparticulas permite la hidrélisis
del B-1,3-glucano o bien inhibe la accién de la 3-1,3-glucanasa, enzima involucrada en la
sintesis y ensamblaje de la pared celular (Vargas-Arispuro et al., 2009), por lo que pueden

ser una alternativa viable como agentes antifingicos.

38



0.7

0.6 y = 0.0036x - 0.0043

R?=0.9897

0.5
£
£

< 0.4
‘S
C
O

203
(@]
(%]
Ke]
<€

0.2

0.1

0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Concentracion (ug/mL)

Figura 5. Curva estandar de glucosa utilizada para la cuantificacion de azlcares reductores.

Tabla 6. Produccién de azUcares reductores de glucosa.

Tratamiento Azucares reductores (ug/mL)
Control 1 (Laminarina/p-1,3-glucanasa) 49.364
Control 2 (In6culo sin tratamiento) 34.639
Quitosano/Extracto 54.083
Np’s Q*/Extracto 61.861
Np’s Q/Lisozima/Extracto 58.250

*Nanoparticulas de Quitosano

Con la finalidad de verificar el grado de interferencia del medio de cultivo en la
determinacion, especificamente del caldo papa dextrosa (Bioxon, USA), se volvio a repetir la
prueba sin usar los extractos poliméricos. Para ello primeramente se cultivé el hongo
Aspergillus parasiticus en el medio caldo papa dextrosa, incubando a 28 °C por 96 horas.
Transcurrido el tiempo, se determindé la actividad hidrolitica de cada tratamiento
directamente sobre el caldo papa dextrosa, a fin de evaluar si hay alguna diferencia con
respecto a los tratamientos adicionados con los extractos poliméricos.

De acuerdo a los resultados, los valores de absorbancia obtenidos fueron elevados
(Tabla 7), por lo que se considera que el medio de cultivo no es adecuado para la

cuantificacion. Esto se pudo deber a que el caldo papa dextrosa se compone principalmente
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de glucosa (dextrosa) y almidén, siendo la glucosa la que mayor interfiri6 en la
determinacion de la actividad hidrolitica en la al ser un azucar reductor. Asimismo, el
almidon también interfiere en la lectura de los azucares reductores, aunque en menor
medida, esto se debe a que el almidon esta compuesto de dos polisacaridos, la amilosa y
amilopectina, por lo que estos junto con la glucosa no permitieron detectar que efecto
ocasionaban los tratamientos sobre el hongo.

Tabla 7. Produccion de azlcares reductores utilizando caldo papa dextrosa como medio de
cultivo para evaluar la capacidad hidrolitica.

Tratamiento Concentracion (ug/mL)
Control (extracto) 58.50 £ 0.16
Control (directo) 588.40 + 14.83
Np's Q 510.40 + 3.29
Np’s Q/Lisozima 516.60 + 26.14

Los valores representa la media de n=3 + error estandar.

*Nanoparticulas de Quitosano

Con base a lo anterior, se optd por repetir la misma prueba utilizando medio de
cultivo liqguido Czapek, incubando a 28 °C por 96 horas. Los resultados se muestran en la
tabla 8.

Tabla 8. Produccién de azucares reductores utilizando caldo Czapek como medio de cultivo

para evaluar la capacidad hidrolitica. Comparaciéon de medias por Tukey (P<0.05).

Tratamiento Concentracion (ug/mL)
Control (Tween) 501.11 £ 7.25°¢
Np's Q 124.54 + 6.252
Np’s Q/Lz 173.06 £ 13.71°

Los valores representa la media de n=3 + error estandar.

*Nanoparticulas de Quitosano

Al comparar los resultados de las tablas 7 y 8 se encontr6 que el medio liquido

Czapek es el recomendable para realizar la prueba debido a que no interfiere en la
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determinacion. Esto se debe a la composicion, basada en sales minerales y sacarosa como
fuente de carbono.

Se observo que los tratamientos con las nanoparticulas de quitosano y de quitosano-
lisozima tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento del hongo, afectando de manera
significativa (P<0.05) la produccion de B-1,3-glucano o la actividad de la enzima [3-1,3-
glucanasa, componente principal de la pared celular y enzima que lleva a cabo la sintesis
del B-1,3-glucano, respectivamente. Asimismo, es posible que afecten otros componentes

celulares o enzimas importantes para el metabolismo del hongo.

Viabilidad de esporas mediante tincién con azul de tripan

La determinacién de la viabilidad de esporas es un parametro de control muy util para
realizar cultivos in vitro. Entre las técnicas utilizadas se encuentra la tincion con el colorante
azul de tripan, el cual tifie s6lo aquellas esporas que presentan dafio en la membrana
plasmética permitiendo la diferenciacion entre las esporas que son viables y las no viables.
Para evaluar el efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad de las esporas del hongo, en
este estudio se mezclaron 700 pL del indculo resuspendido en caldo Czapek y 300 uL de la
solucion de nanoparticulas. Como control se adicioné agua destilada (control agua).

Al observar los resultados no se encontraron diferencias (P>0.05) notables entre los
tratamientos de las nanoparticulas de quitosano y de quitosano-lisozima (Figuras 6 y 7); sin
embargo, si se observaron diferencias significativas (P<0.05) con respecto a los controles.
En el control de agua destilada (Figura 6) se contabiliz6 un mayor niumero de esporas
viables y la germinacién de las mismas fue considerablemente mayor (P<0.05) con respecto

a los demas tratamientos, en donde no se encontraron esporas germinadas.

Figura 6. Micelio de Aspergillus parasiticus desarrollado en medio control (A),
observado a las 24 horas de incubacion a 28°C, a 40x., observadas a las 24 horas de

incubacion a 28 °C, a 40x.
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Figura 7. Esporas de Aspergillus parasiticus inoculadas en medio adicionado con
nanoparticulas de quitosano (B), observadas a las 24 horas de incubacion a 28°C, a
40x. Esporas de A. parasiticus inoculadas en medio con nanoparticulas del
biocomposito quitosano/lisozima (C), observadas a las 24 horas de incubacion a 28°C,
a 40x.

Con respecto al tratamiento del hongos con las nanoparticulas de quitosano y de
quitosano-lisozima, se observd que en ambos el colorante logré atravesar la pared celular
de las esporas, tifiéndolas (Figura 7). Esto indica que ambos tipos de nanoparticulas
exhiben un importante efecto inhibitorio. Cabe mencionar que en el tratamiento con las
nanoparticulas de quitosano cargadas con lisozima se observdé una menor cantidad de
esporas viables con respecto al tratamiento con las nanoparticulas de sé6lo quitosano, tal

como se muestra en la figura 7 (derecha).
Analisis morfométrico

Se midio el diametro promedio de las esporas mediante andlisis de imagenes utilizando un
microscopio Olympus conectado a una cémara Infinity 1. Las imagenes captadas se
procesaron en el programa Image Pro-Plus version 6.3 (Media Cybernetics Inc., USA), con
el fin de conocer que efecto de los bionanocopositos sobre las esporas del hongo.

Los resultados mostraron que los tratamientos con las nanoparticulas ocasionan un
ligero incremento en el diametro promedio de las esporas (Tabla 9), lo cual se puede

relacionar con el estrés osmotico.
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Tabla 9. Efecto de los bionanocompositos de quitosano y quitosano-lisozima sobre la

morfometria de Aspergillus parasiticus. Comparacién de medias con Tukey (P>0.05).

Tratamiento Diametro promedio de las esporas (um)
Control agua 4.69 + 0.0742
Nanoparticulas de Quitosano-Lisozima 4.76 £ 0.070
Nanoparticulas de Quitosano 4.90 + 0.0742

Valores promedio de tres mediciones + error estandar.

Se observé que las esporas en el control de acido y el control de agua presentaron
un menor tamafio comparado con los tratamientos de las nanoparticulas de quitosano y las
nanoparticulas de quitosano lisozima, esto se pudo deber a que, dichos tratamientos
lograron atravesar la pared celular del hongo, ingresando de esta forma en el interior de la
espora, lo que provoco una hinchazén en toda la espora por la cantidad de
bionanocompositos que se acumularon, lo que a su vez puede provocar una mayor cantidad

de rupturas.

Germinacion de Esporas

Las mismas preparaciones utilizadas para medir la morfometria de las esporas fueron
utilizadas para contabilizar el nUmero de esporas germinadas. Para ello se contaron un total
de 200 esporas (tanto germinadas como no germinadas) y se calculdé el porcentaje de
germinacion (Plascencia-Jatomea et al., 2003).

En los tratamientos con nanoparticulas de quitosano y quitosano-lisozima, no se
encontraron esporas germinadas (cero por ciento de germinacion), lo que confirma el fuerte
efecto inhibitorio sobre las esporas de Aspergillus parasiticus con respecto al control (Tabla
10). Los resultados muestran que el hongo es altamente susceptible al 4cido, observando

<1% de esporas germinadas en el control acidificado.

Tabla 10. Efecto de los bionanocompositos de quitosano y quitosano-lisozima sobre la

germinacion de las esporas de Aspergillus parasiticus.

Tratamiento Esporas germinadas (%)
Control de agua 87.6
Nanoparticulas de quitosano 0.0
Nanoparticulas de quitosano-lisozima 0.0
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Al relacionar los resultados de la morfometria y la germinacion de esporas se
encontr6 que ambos tipos de nanoparticulas, ademas de inhibir la germinacion de las
esporas incrementan el didmetro promedio de las mismas comparadas con los controles,
encontrando esporas mas hinchadas en el medio adicionado con las nanoparticulas del
biocomposito. Esto se puede atribuir al tamafio que poseen las nanoparticulas, lo cual les
permite penetrar con mayor facilidad a través de la pared celular del hongo, siendo capaces
de interaccionar con el material celular dentro de la espora, deteniendo de esta forma el

desarrollo del metabolismo del hongo.

Analisis de Fluorescencia Utilizando Biomarcadores

loduro de propidio (IP)

Como ya se menciond anteriormente, cuando este colorante emite fluorescencia en el
interior de las células, es indicador de que logré ingresar en la espora, dando por hecho que
la integridad de la membrana celular esta comprometida y que posiblemente la célula se
encuentra no viable (o dafiada). En este trabajo, al observar el micelio del hongo
desarrollado en el medio control (Figura 8) se encontré una abundante cantidad de esporas
germinadas, con formacién de hifas, sin evidenciar fluorescencia al interior de las células. Lo
anterior indica que la membrana se encuentra intacta, permitiendo que el hongo continde su

metabolismo y desarrollo de manera normal.

(A) (B)

Figura 8. Esporas e hifas de Aspergillus parasiticus desarrolladas en medio control, a las 24
horas, tefiidas con solucién de ioduro de propidio, a 40x. Campo claro (A) y campo con

fluorescencia (B).
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En contraste, en los tratamientos con las nanoparticulas de quitosano y quitosano-
lisozima se apreciaron esporas una coloracidn muy intensa, indicando que el ioduro de
propidio ingresé dentro de las esporas (Figura 9), derivado de los dafios ocasionados en la
pared celular del hongo. No se observaron diferencias notables entre las esporas inoculadas

en ambos tratamientos, lo cual coincide con los resultados encontrados al analizar el efecto

sobre la germinacion (Tabla 10).

© (D)

Figura 9. Esporas de Aspergillus parasiticus desarrolladas en medio adicionado con
nanoparticulas de quitosano (C) y nanoparticulas del composito quitosano/lisozima (D), a las

24 horas, tefiidas con solucion de ioduro de propidio, a 40x.

Blanco de Calcofltor (BC)

Este colorante tifie la quitina y glucanos, permitiendo visualizar la pared celular del hongo.
En este trabajo, al observar las esporas e hifas desarrolladas en el medio control (Figura 10)
se encontrd que estaban tefiidas, mostrando una coloracién difusa en todo el campo debido
al crecimiento de las hifas, lo cual no permitié distinguir claramente el organelo.

A diferencia del control, en los tratamientos con las nanoparticulas de quitosano y las
nanoparticulas de quitosano-lisozima se encontraron algunas esporas en cuyas paredes
celulares fue posible observar algunas vesiculas tefidas (Figura 10), indicando la presencia
de glucanos y quitina. La presencia de estas vesiculas no fue visible en todas las esporas, lo
cual se puede relacionar con la baja actividad de enzimas glucanasas encontrada en este
estudio (Tabla 8).
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Figura 10. Micelio y esporas de Aspergillus parasiticus tefiidas con solucion de Blanco de
Calcofluor, observadas a las 24 horas de incubacion en medio de cultivo control (A), medio
adicionado con nanoparticulas de quitosano (B) y medio con nanoparticulas del composito

guitosano/lisozima (C), a 40x.

Lo anterior sugiere que tanto las nanoparticulas de quitosano como los
biocompositos de quitosano/lisozima afectan el metabolismo asociado a la sintesis de
glucanos, afectando directamente la integridad y permeabilidad de la membrana y en

consecuencia impidiendo la germinacién del hongo.
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Faloidina

La actina es la proteina intracelular mas abundante en células eucariotas tales como
Aspergillus parasiticus, pudiendo llegar a representar hasta el 10% del peso total de
proteina. Pesa alrededor de 43 kDa y estd conservada evolutivamente. Existe como un
mondmero globular llamado actina G (actina globular) y como polimero filamentoso, actina F
(actina filamentosa) (Tovar, 2004), los cuales estan presentes en el hongo.

La actina G es una molécula asimétrica con un peso molecular de 42 kDa, que
consta de dos dominios. Al aumentar la fuerza i6nica se agrega de manera reversible y
forma la actina F, un homopolimero helicoidal. La actina G contiene una molécula de ATP
firmemente unida, que en la actina F se hidroliza con lentitud hasta ADP. De este modo la
actina también posee propiedades enzimaticas (actividad de ATPasa) (Koolman y Rohm,
2004).

Debido a que las moléculas individuales de la actina G siempre estan dispuestas en
la misma direccién, una al lado de la otra, la actina F presenta polaridad. Esta tiene dos
extremos diferentes en los que la polimerizacion ocurre a distinta velocidad. Entonces, si los
extremos no son estabilizados por proteinas especificas (como es en el caso del musculo),
ante una concentracion critica de actina G el extremo (+) de la actina F, crece en forma
continua mientras que el extremo (-) se empieza a degradar simultaneamente (Koolman y
Rohm, 2004). Este proceso puede ser inhibido utilizando venenos de hongos, como es el
caso de la toxina fangica del hongo Amanita phalloides; esta inhibe la degradacion
uniéndose al extremo (-), por lo cual se adhiere a la actina F. Debido a esta union los
filamentos se estabilizan y por consiguiente dan una coloracién rojiza detectable mediante
fluorescencia.

En el presente estudio, el colorante faloidina logr6 adherirse a la superficie de la
mayoria de las esporas inoculadas en el tratamiento con las nanoparticulas con quitosano y
las nanoparticulas de quitosano-lisozima, lo cual permite deducir que la actina F se
estabilizé por el colorante, permitiendo la observacion de los filamentos presentes en las
esporas (Figura 11).

Aunque a simple vista no se observaron diferencias notables entre ambos
tratamientos, en las esporas inoculadas en presencia del bionanocomposito de quitosano-
lisozima se detect6 una mayor intensidad en la coloracién de las esporas, lo que indica que
hay un mayor efecto inhibitorio. Cabe mencionar que en este tratamiento se encontré un
menor numero de esporas por campo, a diferencia de las nanoparticulas cargadas
solamente con quitosano, por lo que se puede deducir que este tratamiento puede ocasionar

un mayor dafio in vitro en las esporas de A. parasiticus.
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Figura 11. Esporas de Aspergillus parasiticus tefiidas con solucion de faloidina,

observadas a las 24 horas de incubacién en medio de cultivo adicionado con

nanoparticulas de quitosano (A) y medio con nanoparticulas del composito
guitosano/lisozima (B), a 40x.
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CONCLUSIONES

Mediante la técnica de nanoprecipitacion fue posible obtener nanoparticulas de quitosano
cargadas con lisozima, con un didmetro entre 11y 15 nm.

Los bionanocompositos de quitosano-lisozima poseen una capacidad hidrolitica
fuerte sobre el polisacarido B-1,3-glucano de la pared celular, el cual es el componente
principal del hongo Aspergillus parasiticus. Es posible que estas afectaciones puedan llegar
a involucrar otros compontentes que se encuentran en menor medida, como la quitina.

La capacidad hidrolitica de los bionanocompositos induce un incremento en el
didmetro promedio de las esporas, observando un hinchamieto de las mismas. Asimismo,
inhiben fuertemente el proceso de germinacién de esporas del hongo, encontrando 0% de
esporas germinadas a las 24 horas.

En las esporas, tanto la pared celular como la membrana y algunos microfilamentos
se vieron daflados o alterados por los bionanocompositos, afectando de esta forma el
metabolismo del hongo.

Con base a lo anterior, las nanoparticulas de quitosano-lisozima constituyen un
método viable para el control de Aspergillus parasiticus, lo cual representa una alternativa

natural al empleo de agentes quimicos sintéticos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de un microscopio de barrido confocal a fin de poder observar, con
una mayor resolucion, cada uno de los organelos subcelulares que posee el hongo. De esta
forma sera posible evidenciar las zonas o estructuras mas dafiadas. Lo anterior repercutira
de manera positiva en el establecimiento de un posible mecanismo de accién por el cual
actuen las nanoparticulas de quitosano-lisozima.

Se recomienda llevar a cabo otros métodos de purificacion para la extraccion de los
B-1,3-glucanos y a su vez de otros componentes de la pared celular como la quitina, para
asi poder tener un panorama mas amplio con respecto al efecto inhibitorio que poseen
dichos tratamientos.

Es importante evaluar el efecto de otros tipos de quitosano para la elaboracién de las
nanoparticulas, ya que se ha demostrado que la sensibilidad de los microorganismos al
guitosano varia en funcién del peso molecular.

Es importante también realizar ensayos para evaluar la toxicidad de los
bionanocompositos, tanto en ensayos in vitro como in vivo. Ello permitird conocer la

bioseguridad de estos materiales.
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