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RESUMEN

El presente trabajo describe la preparacion de nanocompositos formulados a partir de quitosano (QS)/nanoparticu-
las de cobre (nCu) con caracteristicas antibacterianas y aplicacion potencial en ingenieria de tejidos. Para ello, se
prepararon nanocompositos mediante mezclado en solucion asistido con ultrasonido con el objetivo de incremen-
tar la dispersion de la carga nanomeétrica en el biopolimero. El analisis de FTIR demostro que la presencia de nCu en
la matriz de QS favorece la interaccion del nCu con los grupos amino/hidroxilo de la molécula del QS. Se determiné
mediante UV-Vis que los nanocompositos QS/nCu presentan absorcién asociada con la presencia de nanoparticulas
y la posible liberacion de iones Cu2+ en medio liquido. Mediante AFM se determiné que el QS hidratado forma una
malla con microporos, que puede favorecer la penetracion de bacterias en el nanocomposito y su interaccién con
las nCu. Finalmente, se determiné el efecto antibacteriano del material al contacto con la bacteria Staphylococcus
aureus, en donde se presenta una actividad antibacteriana superior al 90% entre los 90 y 180 min de interaccion.
Dichos resultados sugieren que es posible obtener nanomateriales antibacterianos biocompatibles para su posible
aplicacion en ingenieria tisular.
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ABSTRACT

The Present work describes the preparation of nanocomposites based on chitosan (QS)/copper nanoparticles (nCu)
with antibacterial properties and potential application in tissue engineering. For this purpose, nanocomposites
were prepared by solution blending with ultrasound assisted, aiming to increase the nanoparticles dispersion in
the biopolymer. FTIR analyses demonstrates that nCu supported in QS increase their interaction of nanoparticles
with amine/hydroxyl groups of QS molecule. UV-Vis analyses demonstrates that QS/nCu nanocomposites have an
absorption signal associated with the presence of nanoparticles and the possible Cu2+ ions release in liquid media.
AFM analyses shown that hydrated QS form a mesh with micro pores, improving the bacterial penetration and the
direct contact with nCu. This behavior was corroborated by antibacterial assays, where QS/nCu nanocomposites
shown an antibacterial activity higher than 90% between 90-180 minutes of interaction. Our results suggest that
is possible to obtain combined antibacterial/biocompatible nanomaterials with potential application in tissue engi-
neering.

PALABRAS CLAVE: Chitosan, Copper nanoparticles, Antibacterial nanocomposites.
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INTRODUCTION

El desarrollo de biomateriales para regeneracion de
tejidos es una disciplina relativamente nueva que ha
permitido resolver problemas asociados a la perdida de
tejidos y deficiencia de érganos. En los tltimos anos,
los nanocompuestos de polimeros y nanoparticulas
metalicas han sido ampliamente estudiados, debido a
que la incorporacion de cargas nanomeétricas repre-
senta un incremento significativo en sus propiedades
fisicoquimicas, que pueden ser aprovechadas en difer-
entes areas, principalmente en el area biomédica.

Uno de los biopolimeros de mayor interés en el area
de ingenieria de tejidos es el quitosano (QS), el cual se
define como un polisacarido lineal formado predomi-
nantemente por unidades de glucosamina, que se
obtiene a partir del proceso de desacetilacion de la
quitina ™. El QS posee propiedades de biocompatibili-
dad y biodegradabilidad, no es toxico ' e incluso se ha
demostrado que presenta propiedades antimicrobi-
anas al contacto con patogenos, tales como bacterias y
hongos 13-4, De acuerdo a lo anterior, el QS puede ser
considerado como un material prometedor para una
amplia variedad de aplicaciones biomédicas, como
material para medicina regenerativa e ingenieria de
tejidos, sustitutos de piel, hueso, cartilago, higado,
nervios y vasos sanguineos, entre otros [,

A pesar de que se ha reportado que el QS por si solo
presenta actividad antimicrobiana, esta capacidad
puede ser potencializada al incorporar cargas nano-
meétricas especificas. Se ha reportado que existen
diversos tipos de nanoparticulas metalicas con carac-
teristicas antimicrobianas, dentro de las cuales desta-
can plata !, oro 7, cobre 18, zinc ! y dioxido de titanio
ol entre otras. Recientemente, se ha despertado el
interés cientifico e industrial por el estudio de
nanoparticulas de cobre (nCu), debido a que poseen
propiedades antimicrobianas y fisicoquimicas simi-
lares a las nanoparticulas de plata, con la diferencia de
que su costo de produccion es mucho menor M4,

De acuerdo a lo anterior, es posible que al formular
nanocompositos quitosano/nanoparticulas de cobre
(QS/nCu) se puedan incrementar sus propiedades fisi-
co-quimicas y antibacterianas, manteniendo la bio-
compatibilidad del biopolimero. En estudios prelimin-
ares, se han desarrollado diferentes nanocompositos
con quitosano y nanoparticulas metalicas, que han
sido aplicados para la regeneracion en lesiones térmi-
cas en un modelo animal "2, por lo cual el material
presentado es un candidato efectivo para aplicaciones
en ingenieria tisular.

En el presente trabajo se reporta la preparacion de
nanocompositos basados en quitosano-nanoparticu-
las de cobre (QS/nCu) mediante mezclado en solucion
asistido con ultrasonido a diferentes concentraciones,
con el objetivo de obtener un nanocomposito con alta
actividad antibacteriana y con aplicacion potencial en
el area biomédica e ingenieria de tejidos.

METODOLOGIA

Se utilizdé QS proveniente de Sigma Aldrich con un
peso molecular medio y un grado de desacetilacion del
75% - 85%. La solucion de QS fue preparada disolvi-
endo 1 gr del biopolimero en 99 mL de solucién de
acido acético al 1% v/v, dejandose en agitacion durante
4 h a temperatura ambiente. Posteriormente, se retird
la fraccion no soluble del biopolimero mediante cen-
trifugacion. Como carga nanométrica se emplearon
nanoparticulas de cobre (nCu) sintetizadas mediante
el método de descomposicion térmica descrito por
Betancourt y col. 3!, con un diametro promedio de
entre 4 y 18 nm y morfologia esférica. Para la evalu-
acion antibacteriana, se utilizé6 como modelo la bacte-
ria Gram positiva Staphylococcus aureus ATCC #6538,
empleando como medio de cultivo para su crecimiento
LB (Luria Bertani) proveniente de BD-BIOXON.

Preparacion de nanocompositos QS/nCu
Para la preparacion de los nanocompositos QS/nCu, se
prepard una solucion madre de nCu al 10% p/v, la cual
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fue mezclada en 25 mL de la solucion de QS y se dis-
perso con un equipo de ultrasonido de frecuencia fija
marca Branson en un bafio de hielo durante 6 minutos,
con una amplitud del 60%. Se prepararon tres concen-
traciones de nCu: 0.01%, 0.57% y 5.30 % p/v. Las con-
centraciones de nanocompositos Qs/nCu fueron estab-
lecidas a partir de resultados previos obtenidos en
trabajos anteriores 2. Cada nanocomposito fue ver-
tido en cajas Petri de 10 cm con un volumen promedio
de 20 mL colocandose en estufa a 60 °C durante 8
horas para la obtencion de peliculas, con un espesor
promedio de 100 um.

Caracterizacion de nanocompositos Qs/nCu

Para evaluar las propiedades quimicas de las pelicu-
las de QS/nCu, se llevo a cabo el analisis mediante la
técnica de espectroscopia infrarroja (FTIR) empleando
un equipo marca Perkin Elmer, a partir de reflectancia
total atenuada (ATR), con una punta de diamante,
escaneo de 24 barridos y una resolucién de 4 cm™. Para
determinar la presencia de nanoparticulas/iones Cu*
en las soluciones de Qs/nCu, se llevé a cabo el analisis
mediante la técnica de espectroscopia UV Visible
(UV-Vis) con un equipo marca Agilent 8453 empleando
un barrido de 250 a 800 nm. Con el propésito de deter-
minar las propiedades de superficie de los nanocom-
positos se realizaron mediciones mediante la técnica
de microscopia de fuerza atbmica (AFM) con un equipo
NT MDT NTEGRA Prima, a partir de una punta de
nitruro de silicio en modo contacto y no contacto.

Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

Para determinar la actividad antimicrobiana de los
nanocompositos QS/nCu, se cortaron peliculas circu-
lares con un diametro de 2 cm y se realizo la neutral-
izacion-hidratacion de las peliculas con una solucion
de NaOH 0.1 M y agua des-ionizada, mediante tres
ciclos de lavado. Las peliculas fueron colocadas al cen-
tro de una caja Petri de 10 cm, colocando papel filtro
himedo estéril con el objetivo de simular una camara

htmeda. En la superficie de cada pelicula, se colo-
caron 25 um de una suspension de bacterias S. aureus
de 16 horas de crecimiento, a una concentracion de
1x106 UFC/mL. Como control se coloc6 una pelicula de
QS sin nanoparticulas. Posteriormente, se colocé un
cubreobjetos sobre la superficie de cada pelicula a fin
de evitar la evaporacion de la suspension de bacterias.
Los nanocompositos en sus diferentes concentraciones
fueron incubados a 37 °C a diferentes tiempos (10, 90,
180 y 360 min). Posteriormente, cada pelicula fue
lavada con 10 mL de una solucion buffer de fosfatos
(PBS) estéril, agitando durante un minuto a 100 rpm.
Finalmente, se tomaron alicuotas de 100 uL de la sus-
pension de lavado y se colocaron en una caja Petri con
Agar LB, incubando a 37 °C durante 14 h.

El calculo de actividad antibacteriana se efectu6 a
partir de la diferencia en el crecimiento de colonias
que sobrevivieron a la interaccién con las peliculas de
QS/nCu (C) al ser comparados con las colonias de bac-
terias que crecieron en el control sin carga nano-
meétrica (Co). El calculo se realiz6 de acuerdo a la sigui-
ente ecuacion:

Co—C
Actividad Antibacteriana (%) = o
RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis mediante FTIR
de nanocompositos QS/nCu

En la Figura 1 se presentan los espectros de FTIR
obtenidos para el QS y los nanocompositos QS/nCu en
sus diferentes concentraciones. Se puede observar las
vibraciones caracteristicas de la molécula del QS,
localizadas alrededor de 1000 cm™, asociadas al enlace
C-O-C del anillo glucopiranosa, ademas de la sefial
localizada alrededor de 1300 cm™, que corresponde a la
vibracion del C-N del grupo acetamido; la sefial local-
izada alrededor de 1600 cm? que corresponde a la
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vibracion del enlace C-N de la amida I, mientras que la
sefial localizada alrededor de 3400 cm™ corresponde a
la vibracion de los enlaces OH/NH de la cadena princi-
pal del QS. Se puede apreciar que la presencia de nCu
en la matriz de QS produce una disminucioén en la
intensidad de la senal asociada a las vibraciones de los
grupos hidroxilo y amino (OH/NH) de la cadena
polimeérica, la cual es proporcional a la concentracion
de nanoparticulas. Lo anterior sugiere que las nCu y
los iones Cu?* liberados durante el mezclado en solu-
cion pueden interactuar con los grupos HO/NH de la
cadena del QS, favoreciendo la formacion de quelatos,
lo cual coincide con lo reportado por diversos autores
(1214151 t3] como se representa en la Figura 2.
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FIGURA 1. Espectros FTIR de QS y de nanocompositos
QS/nCu a diferentes concentraciones.
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FIGURA 2. Representacion esquematica del complejo QS/nCu ',

Analisis mediante UV-Vis de
nanocompositos QS/nCu
Enla Figura 3 se presentan los espectros UV-Vis de los
nanocompositos QS/nCu en diferentes concentraciones
y su comparacién con el QS. Se puede observar que el
QS no presenta absorcion en la region de analisis (300-
800 nm). En el caso de los nanocompositos QS/nCu,
conforme se incrementa la concentraciéon de nCu, se
incrementa la intensidad de las sefiales localizadas

alrededor de 370 nm, asociada a la presencia de iones
Cu*, ademas de la senal localizada entre 600-700 nm,
la cual corresponde a la oscilacion colectiva de elec-
trones (surface plasmon resonance, SPR) caracteristica
de las nCu. Lo anterior indica que la presencia de nCuy
su preparacion mediante mezclado asistido con ultra-
sonido pueden producir la liberacién de iones Cu*, lo
que sugiere la presencia combinada de nanoparticulas/
iones en el nanocomposito en solucion 5!,



Maldonado-Laraetal. Preparacion y Caracterizacion de Nanocompositos Quitosano-Cobre con Actividad Antibacteriana para aplicaciones en Ingenieria de Tejidos 31

0.5

—as
— QSNCu0.50 % w
0.4 - —— QSMCu5.30% w

Absorbancia

300 400 500 600 700 800

Longitud de Onda {nm)

FIGURA 3. Espectros UV-Vis de QS y de nanocompositos
QS/nCu a diferentes concentraciones.

Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

Con el objetivo de elucidar las propiedades de superfi-
cie de la pelicula de QS y el efecto de la hidratacion de la
misma, se llevaron a cabo analisis de AFM sobre el bio-
polimero antes y después de su hidratacién. Ademas, se
efectu6 el analisis de bacterias colocadas en el QS hidrat-
ado y su comportamiento al contacto con el nanocom-
posito QS/nCu, tal como se observa en la Figura 4. En la
Figura 4a se presenta la imagen 2D de la pelicula de QS
seco, en donde se aprecia la presencia de una superficie
con una rugosidad promedio de 46.4952 nm, ademas de
algunos agregados, producto de la fraccién no soluble
del QS durante su preparacion en pelicula.

Al hidratar la pelicula de QS (Figura 4b) se puede obser-
var la formacién de una malla con microporos con mor-
fologia irregular, con un didametro promedio de 10 um,
ademas de un incremento en la rugosidad del bio-
polimero (82.0396 nm). Este comportamiento sugiere
que la hidratacién del biopolimero y de los nanocompos-
itos QS/nCu pueden favorecer la formacion de una malla
que permita la posible penetracion de bacterias dentro
del material. En la Figura 4c se presenta la imagen de
bacterias S. aureus depositadas en la superficie de una

pelicula de QS, en donde se aprecia una morfologia bac-
teriana caracteristica de S. aureus, con un diametro pro-
medio de 1.5 ym. El tamafo de las bacterias promueve
su penetracion a través de la malla del nanocomposito
hidratado, incrementando su interaccion con las nCu
embebidas en el biopolimero. Finalmente, en la Figura
4d se presenta la imagen 2D del nanocomposito QS/nCu
en concentracion de 5.3% p/v, en donde se observa la
presencia de diversos aglomerados de nCu localizados
en los primeros 100 nm de la superficie del biopolimero.
Los resultados obtenidos sugieren que la hidratacion del
nanocomposito QS/nCu es crucial para la penetracion de
las bacterias y su posible interaccion con las nCu sopor-
tadas en el material.

FIGURA 4. Imagenes 2D obtenidas mediante AFM de pelicu-
las de QS y QS/nCu. (a) QS seco. (b) QS hidratado. (c) bacte-
ria S. aureus depositada en superficie de QS y (d) QS/nCu
5.3% p/v.
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Actividad antibacteriana
de nanocompositos QS/nCu

EnlaFigura 5 se presenta la actividad antibacteriana de
los nanocompositos QS/nCu y su comparacion con el
biopolimero sin carga, contra la bacteria S. aureus. Cabe
sefalar que el QS por si solo no presenta actividad anti-
bacteriana, posiblemente asociada con la neutralizacién
previa del material. Se puede observar que a los 10 min
de interaccion de las bacterias con los nanocompositos,
la actividad antibacteriana es dependiente de la concen-
tracion de nCu en el biopolimero. A partir de los 90-180

min de interaccion se inhibe por completo el crecimiento
de las bacterias en contacto con el material en todas las
concentraciones de QS/nCu analizadas. De acuerdo con
los resultados obtenidos, los nanocompositos QS/nCu
presentan alta eficacia bactericida al contacto con S.
aureus, uno de los principales patégenos causantes de
infecciones nosocomiales; por lo que los nanocompos-
itos Qs/nCu pueden ser candidatos efectivos para su uso
en el area biomédica, enfocados al disefio de dispositi-
vos aplicados en ingenieria de tejidos.
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FIGURA 5. Actividad antibacteriana de nanocompositos QS/nCu a diferentes concentraciones, al contacto con la bacteria S.

Aureus.

CONCLUSIONES

El presente trabajo describe la preparacion de nano-
compositos QS/nCu en diferentes concentraciones, en
donde se evaluaron sus caracteristicas fisico-quimicas y
antibacterianas en comparacion con el biopolimero sin
carga. Se determiné que los nanocompositos presentan
alta eficacia bactericida al contacto con la bacteria S.
aureus, en un tiempo promedio entre 90 y 180 min.
Nuestros resultados sugieren que el material obtenido
presenta las propiedades biologicas y funcionales del
QS, asi como las propiedades antimicrobianas de las
nCu, por lo que los nanocompositos QS/nCu presentan
una excelente alternativa como biomaterial para su
posible aplicacién en ingenieria de tejidos.
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