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RESUMEN

El objetivo de este estudio fué examinar la accién antibacteriana de quitosan,
obtenido de los desechos del caparazon de camardn (Pandalus borealis}), sobre
bacterias gram positivas y gram negativas de coleccion ATCC vy cepas
proporcionadas por et laboratoric de microbiclogia de la seccion de Bioguimica —
Genética de la FES Cuautitlan. Empleando tres métodos conocidos. El primero
consistid en la prueba en discos, método de Kirby-Bauer, el segundo es el de
cinética de crecimiento de un microorganismo, y el tercer método empleado fue &l
de cuenta viable.

La primera prueba que se realizo fue utilizando la técnica de Kirby-Bauer, donde
se probo en doce cepas bacterianas donde se obtuvieron resultados positives en
las siguientes bacterias gram positivas: S. aureus, S. faecalis , M. lofeus y en
gram negativas: E. aerogenes, E. cofi, S. typhi, P. aeuroginosa. Donde hubo
halos de inhibicion.

En la prueba de cinética de crecimiento se probo el quitosan a dos
concentraciones de 0.5 % vy 1.0 % en la cepa de S. aureus ATCC 6538p
presentando inhibicion del crecimiento en ambas siendo mayor la inhibicion a la
concentracion de 1.0 %.

La tercera prueba realizada fue por cuenta viabte probandose el quitosan en dos
cepas una gram (+} S. aureus ATCC 6538p y otra gram (-} E. aerogenes. Los
resultados que se obtuvieron fueron que en S. aureus ATCC 6538p reduce dos
ciclos logaritmicos de crecimiento mientras que en E. aerogenes reduce un ciclo

logaritmico de crecimiento.



1.- INTRODUCCION

En la actualidad se han desarrollade muchos agentes antimicrobianos para
combatir las enfermedades infecciosas que son ocasionadas por diversos
microorganismos; hongos, bacterias y virus. Por lo que, en ¢l presente trabajo se
probd la accion antibacteriana de un producto de origen natural conocido como
quitosan. El cual fue obtenido de los desechos del caparazén de camaron en el
laboratorio de biotecnologia en la coordinacion general de la Facuftad de Estudios
Superiores Cuautitlan.

Con |a finalidad de probar uno mas de los usos y aplicaciones de esté productb
de las diversas alternativas que presenta el quitosan, se prueba en diferentes
cepas bacierianas gram (+) y gram (-} para tener una aiternativa diferente contra
las diferentes infecciones que ocacionan las bacterias.

El quitosan es un polimero 100% natural derivado de la quitina y muy similar a la
celulosa en cuanto a composicidon quimica, que mediante diversos tratamientos
quimicos fue extraido del caparazon de camardn (Pandalus borealis). E
tratamiento que se hace con el quitosan consiste en aplicarlo a diferentes cepas
bacterianas para inhibir su crecimiento, a diferentes condiciones de pH,
temperatura y conceniracién de la solucién de quitosan, empleando tres metodos
conocidos meétodo de (KIRBY-BAUER) prueba en discos, cinética de crecimiento
de un microorganismo, y el método de cuenta viable. La aplicacién del quitosan
consiste en buscar las condiciones necesarias de solubilidad, pH y concentracion
del quitosan a las cuales se podria inhibir el crecimiento de las bacterias gram
positivas y gram negativas de coleccion ATCC (American Type Culture Collection)

y cepas que fuercn proporcionadas por el laboratorio de microbiclogia de la

© seccidon de bioguimica-genética de la FES. Cuautitlan. La aplicacion de guitosan

en solucion a diferentes cepas bacterianas ofrece una nueva alternativa como
agente antimicrobiano. Ya que ademas se reporta que tambien inhibe el

crecimiento de una gran variedad de hongos.



2.- ANTECEDENTES

2.1 - GENERALIDADES SOBRE QUITINA Y QUITOSAN.

QUITINA

La quitina es un biopolimero natural muy abundante en la naturaleza, junto con
otros componentes (proteinas y sales minerales), aparece como constituyente
estructural de los artrépodos, hongos y algas unicelulares. Quimicamente se
describe como [3-(1-4}-2-acetamido-2-desoxi-D-giucosa. En la naturaleza se
encuentra en varias configuraciones, «, B,y quitina, siendo la mas abundante la «
quitina.®

La guitina esta formada por unidades de aminoazicares unidas por enlaces del
tipo B-1-4. En este biopolimero los grupos amino se encuentran acetilados, por lo
que la quitina corresponde a una amida de acido acético. Este aminopolisacarido
es de tipo lineal, llegande a formar cadenas de miles de unidades de N-
acetilglucosamina. Estructuralmente la quitina es similar a la celulosa, a diferencia
entre los dos polimeros es que el grupo hidroxilo en 1a posicién C-2 de la celulosa
es sustituido por un grupo acetamido (NHCOH,)."'%*2

La quitina es un sélido blanco, que generalmente cristaliza. Debido a sus
diferentes propiedades fisicas y quimicas pucde tener varias modificaciones
quimicas; una hidrélisis gquimica o enzimatica de la quitina da como resultado
oligomeros de aminoazlcares tales como; N-acetil glucosamina, quitobiosa y
quitotriosa. Como biopolimero no soluble en agua, es desacetilado, mediante una
hidrdlisis con NaOH o KOH a temperaturas elevadas y convertido a quitosén,

haciéndolo mas hidrosolubte.®?

CH , GH NHCOCH 5

L]
—0 o—

NHCOCH3 CH 5 0H

FIG. 1 Estructura quimica de la quitina



QUITOSAN

El guitosan es un polimero natural de alto peso molecular, derivado de la quitina
de la forma desacetilada, guimicamente descrita como {1-4}-2-Amino-desoxi-fi-D-
glucosa, siendo un polimero de los mas abundantes en la naturaleza. Es un
polication unico de gran importancia. Es un poliamino lineal cuyo grupo amino se
encuentra disponible para reacciones guimicas y formacion de sales con acidos, y
puede ser considerado como un derivado de la celulosa que se encuentra en
forma de fibra, polvo o pelicula transparente. Se reporta que la geometria de la
molécula de quitosan es ortorrémbica, similar a la de fa o-quitina. El peso
molecular del quitosan reportado por algunos autores es de 1.2 x 10° daltons'®?, y
para el quitosan del caparazon de camardn 1.45 x 10° y 1.85x10° daltons."™

NH CH ; 0H

FIG. 2 Estructura quimica del quitosan

2.1.1 - QUITOSAN EN LA NATURALEZA

El quitosan es sintetizado in vivo por algunos organismeos como son cangrejo,
camaron y otros artropodos y algunos hongos como son Aspergillus phoenicis,
Aspergillus niger, Penicillium crisogenum, y Neurospora crasa. Por desacetilacion
enzimatica, de quitina La desacetilacion enziméatica es llevada a cabo por fa
quitindesacetilasa. Esta enzima hidroliza el grupo acetamida en la quitina y ésta

es inactivada por ia UDP-N-acetil-glucosamina 6-fosfato ®



2.1.2 - EL QUITOSAN OBTENIDO DE LA QUITINA DE LOS CRUSTACEOS

La recuperacion de quitina y modificacién a quitosan de algunos crustaceos como
el cangrejo (Cancer magister), cangrejo rey (Paralithodes camschatica), y
camardn pacifico (Pandalus borealis) es llevado a cabo por un proceso general
que consiste en tres pasos principalmente. {ver figura 3)

.Remocion de las proteinas que se encuentran en el material del camaron.
.Eliminacién de los minerales o desmineralizacion.

.Desacetilacion de la quitina para obtener quitosan.

La remocion de las proteinas del caparazon se lleva a cabo mediante un
tratamiento con hidréxido de sodio.

La desmineralizacién se hace con acido clorhidrico, para obtener la quitina.

La conversion de quitina a quitosan se hace por medio de una hidrdlisis alcalina
utilizando nuevamente hidroxido de sodio o hidréxido de potasio concentrado a

altas temperaturas, efectuandose de esta manera la desacetilacion.®*7%%



OBTENCION DE QUITOSAN

DESECHOS DE CAMARON

|
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FIG.3. Diagrama general para la extraccion de quitina y modificacién a
quitosan a partir de los desechos de camarén.™ ™



2.2.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL QUITOSAN.
2.2.1 SOLUBILIDAD.

Se reporta que el quitosan es soluble en acidos organicos, en acido clorhidrico, en
acido nitrico, siendo uno de los mejores el acido férmico en un rango de 0.2-100%
y en soluciones acuosas de acido acético al (5%). A un pH de 4.0 a 4.2, también
ha sido solubilizado en una mezcla de acido acético y metanol "

La solubilidad del quitosan se debe en parte a los aminogrupos que se
encuentran presentes en la molécula, ya que son los que aceptan el proton de la
carga positiva de los acidos en que se disuelven.'™%!

El quitosan, es soluble a pH aproximadamente de 4.0-4.2 e inscluble a pH por
arriba de 5.5 en acido sulfirico a temperatura ambiente, en agua, en soluciones
alcalinas neutras a pH de 7.0, y en solventes organicos (por ejemplo
dimetitformaldehido, y dimetilsulfoxido}.

La solubilidad del quitosan depende de la forma en que el grupo amino se
encuentre, ya sea en forma libre (-NH,) o como idn amonio (-NH*).?#

{ver cuadro 1)

{(-NH,) Amina libre {(-NH*) I6n amonio
Soluble en soluciones acidas Soluble pH< 6.5
insoluble a pH> 6.5 Forma soluciones viscosas
Insoluble en H,PO, Forma geles con polianiones
insoluble en muchos solventes Permanece soluble en mezclas de
organicos alcohol/agua

Cuadro 1. Solubilidad del quitosan (Paul A. Sanford. Chitosan: Uses and potentias

aplications.}



2.2.2- PROPIEDADES FUNCIONALES

VISCOSIDAD: La viscosidad de las soluciones de quitosan esta en funcion a
varios parametros: la concentracion del solvente tipo de disolvente, peso
molecular del biopolimero, el pH, la temperatura y la presencia de cierlas sales en
solucion.?"®

La viscosidad de las soluciones de quitina y quitosan es directamente

proporcional a la concentracion y el polimero es practicamente lineal. '
2.2.3 PROPIEDADES CATIONICAS

El quitosan es un polielectrolito a pH acido, presenta una alta densidad de carga
por unidad de glucosamina, interactia fuertemente con muchos materiales que
portan cargas negativas por ejemplo: proteinas, polisacaridos anionicos y acidos
nucleicos dando una neutralidad eléctrica.”

El quitosan es un excelente floculante debido a su gran ndmero de grupos -NH™
que pueden interactuan con las cargas negativas de las demas moléculas. 7%

Se adhiere facitmente a polimeros naturales semejantes al pelo y a ta piel los
cuales estan compuestos de mucopolisacaridos y proteinas cargados

negativamente. "*?
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2.3.- USOS Y APLICACIONES DEL QUITOSAN

El quitosan tiene gran importancia en la aplicacion industrial, agricola, de los
alimentos y farmacéutica asi como aplicaciones biomédicas. Los usos mas
importantes en |la industria de los alimentos son en la clarificacién de bebidas
como lo son jugos de frutas y cerveza, asi como la reduccion de la turbidez
ocasionada por bacteria, tambien en la recuperacion de proteinas de desechos
alimenticios para posteriormente ser utilizadas en la alimentacién del ganado, para
mejorar la produccion de semillas como arroz, trige y frijol, como reguiador en la
formacion de cristales de hielo en alimentos congelados, como agente espesante,
texturizante, quelante, emulsificante, en la elaboracion de aderezos, bebidas,
gelatinas y productos lacteos,('*79

En la industria farmacéutica es usado como excipiente y como lubricante en el
tableteado, en la fabricacion de tabletas con actividad antifingica y como
componente de cosméticos, 73

En aplicacicnes biomédicas, inhibe gran cantidad de hongos y es aplicado en
dermatitis, ademas el polimero es utilizado en oftalmologia en la fabricacion de
lentes de contacio. Se ha probado en animales de laboralorio como
hipocolesterolémico, también se ha probado que estimula el sistema inimune, y en
los procesos de cicatrizacion. El quitosan también posee la propiedad de unirse a
enzimas por lo que puede ser utilizado en la purificacion y en la inmovilizacion de
enzimas, ademas debido a sus propiedades coagulantes y quelantes tiene un uso

importante en la purificacién de aguas residuates,'*%4*2



2.4. - ANTECEDENTES DE ANTIMICROBIANOS.

Desde el siglo XVl se emplearon varias sustancias quimicas para el tratamiento
de las enfermedades infecciosas {por ejemplo la quinina para la malaria y la
emetina para la amibiasis} No fue sino hasta el siglo XX, gue empieza la
quimioterapia como ciencia con Paul Herfich quien fue el primerc en formular fos
principios de la toxicidad selectiva y reconocer las reacciones quimicas
especificas entre los microorganismos y los medicamentas ya que descubrié gue
las arsefaminas a base de arsénico ataca al (Treponema palidum), causante de la
sifilis en el hombre, *

En 1935 continud el desarrollo de la quimioterapia antimicrobiana con el
descubrimiento de las sulfonamidas por Domugk. *'*

En 1840 Chain y Florey encontraron gue la penicilina descubierta por Fleming
tenia un uso quimioterapéutico efectivo. Posteriormente y durante los uitimos 25
afos, la investigacion quimioterapeutica se centré fundamentalmente en las
sustancias de origen microbiano llamadas antibidticos. Ademés del desarrolio de
la penicitina también se dio el de otras sustancias como la estreptomicina,
tetraciclina cloranfenicol y otras. "%

La modificacién quimica de las moléculas por biosintesis ha conslituido un
método en el desarrollo de nuevos antimicrobianos, como los aminoglttcosidos, el
acido paraminosalisilico {(PAS) y los nitrofuranos. '

Existen otras alternativas mas recientes de agentes antimicrobianos como
son: los betalactdamicos de nuevas estructuras. El carbapenem obtenido
originalmente de Streptomyces cattleya vy Streptomyces olivaceus, imipenem,
meropenem en plena fase de investigacion clinica, acido olivamico, carpetimicina,
asparenomicina derivado de (Streptomyces tukononensis), pluracidomicina
derivado de (Streptomyces sulfanofacreus). Nitrofuranos como nimorazol,
nifurtimox{tampit),  nitrofurantoina, benzidazol, granadil, metenamina
espectomicina aislada en 1961 del Spectoyces spectabis y Spectoyces

flavopersicus por los laboratorios Upjohn, @
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El origen del grupo de las Quinclonas se remonta al afio de 1962 y en la
actuatidad se encuentran en plena expansion investigativa y comercial. Como
ejemplo estd la sinomicina, antibiotico aislado en 1970, en cullivos de
Micromonospora inyoensisn entre otros
Los antibioticos actuan sabre las bacterias en los siguientes niveles a través de
inhibicion de la sintesis de pared celular, inhibicién de la funcién de ta membrana

citoplasmatica, inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos ®

2.5 - ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL QUITOSAN

Se ha reportado las posible actividad antimicrebiana del quitosan, para que esta
sustancia produzca inhibicion del crecimiento bacteriano: **

1) La naturaleza policationica de quitosan interfiere con los residuos cargados
negativamente de las macromoléculas en la superficie celular de las bacternias.
Quitosan, y otras poliaminas interactian con la membrana celular aiterando la
permeabilidad de la célula, por ejemplo: la levadura de panaderia es inhibida por
ciertos cationes como acetato de uranilo, sulfato de aluminio, aniina y D-
glucosamina, los cuales actdan sobre la superficie celular de la levadura
previniendo la entrada de glucosa. @

2) El ofro mecanismo involucra la unién de quitosan con la molécula de ADN,
para inhibir }a sintesis de ARNm. Ha sido propuesto que cuando el quitasan es
liberado de ia pared celular de hongos patdgenos por las enzimas hidroliticas de
la planta hospedadora, el quitasén penetra el nucleo de los hongos e interfiere con
la sintesis ARNm y las proteinas. ?*

Los oligomeros de Ia molécula quitosan consistentes en siete unidades de
azicares han sido probados que son los que poseen la mayor aclividad

antifingica.



2.6- MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antibacteriana de un agente se mide in vitro para determinar su
potencia y la sensibilidad del microorganismo.

La determinacion puede realizarse por varios meétodos conocidos
principalmente: difusion, dilucion, cinetica de crecimiento, ensayé enzimatico y
cromatografia."”

Método de difusion: se emplean dos técnicas que son la de los cilindros conocida
como penicilindros y la de discos de papel 6 técnica de (KIRBY-BAUER). *'

En la técnica de los penicilindros se utilizan pequefios cilindros de acero
inoxidable sin fondo que se colocan en el medio de cultivo sdlido, que ha sido
sembrado en forma abundante con la bacteria de prueba ajustado a la turbidez a
0.5 de Mc Farland, en fos penicilindros es colocado el antibacteriano que se va ha
utilizar el cual difunde en el medio de forma radial alrededor del penicilindro
ocasionando la inhibicion de | a bacteria®™

En la técnica de (KIRBY-BAUER), se emplean discos de papel filtro que son
impregnados con el antibacteriano; la actividad comienza partir del disco se por
difusion en gradiente de concentracion en el medio. Como la difusion es un
proceso continuo, el gradiente de concentracion nunca es estable por mucho
tiempo; sin embargo puede lograrse la estabilizacion permitiendo que la difusion
se inicie antes de que comience el crecimiento bacteriano, una vez difundido el
antibacteriano en el medio, se producen distintas zonas de inhibicion del
crecimiento alrededor de los discos. E! indculo bacteriano se ajusta la turbidez a
0.5 estandar de Mc Farland. ®'”

Pruebas de dilucion: en estas pruebas se incorporan cantidades conocidas de las
sustancias antibacterianas en medios bacteriologicos liquidos. Los medios son
inoculados después con las bacterias que se van a poner a prueba y se incuban.
El punto final se toma como la cantidad de antibacteriano requerida para inhibir el
crecimiento, o para matar a la bacteria de prueba. Unes pocos antibacterianos
inhiben el crecimiento bacteriano sin destruir a las bacterias, pero la mayor parte

de los antibacterianos modernos ejercen actividad letal. #'%



2.6.1 FACTORES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Entre los diversos factores que afectan la actividad antimicrobiana de un
antimicrobiano deben considerarse los siguientes, ya que influyen
significativamente en el resultado de las pruebas:

a) pH del medio: Algunos agentes antibacterianos presentan mayor aclividad a
pH acido y otros a pH alcalino,

b) Estabilidad del agente antibacteriano: A |la temperatura de incubacién varios
agentes pierden su actividad mientras que otros son bastante estables.

c) Tamano del indculo: En general, cuando mas grande sea el indculo bacteriano
mas baja sera la “sensibilidad" aparente del micrcorganismo. Las grandes
poblaciones bacterianas se inhiben en forma menos rapida y completa que las
pequefias poblaciones.

d) Duracion de la incubacion: En muchos casos los microorganismos no mueren
cuando se exponen poco tiempo a los agentes antibacteriancs, sino que
solamente se inhibe su multiplicacién. Cuanto mas tiempo estan en incubacion,
mayor es la oportunidad que tienen de presentarse las mutantes resistentes.

e) Actividad metabdlica de los microorganismos: En general, los microorganismos
de crecimiento rapido son mas sensibles a la accion de los antibaterianos, que
aquelios que se encuentran en fase de reposo. Las bacterias "persistentes” son
aquellas metabdlicamente inactivas las cuales sobreviven a exposiciones

prolongadas a los antimicrobianos ®'%



2.7.- GENERALIDADES DE LAS BACTERIAS

2.7.1 MORFOLOGIA.

2.5.1.1 PARED CELULAR: las bacterias se han clasificado de acuerdc a la

composicion de su pared celular en gram positivas y gram negativas. La pared

celular de las bacterias gram positivas es mas rigida que la pared celular de las

bacterias gram negativas. Esto debide al grueso de la capa de mureina de la

pared celular que puede contar hasta con un 90% del peso seco de la pared

celular de las bacterias gram positivas. En contraste con la pared celular de las

hacterias gram negativas que contienen solo un 10% de mureina, pero que son
g q p g

adicionados con una capa delgada de lipopolisacaridos los cuales contribuyen a

su comportamiento quirmico y funcional.®" ( ver cuadro 2)

CARACTERISTICAS

Gram positivas

Gram negativas

Estructura de la pared

celular

Gruesa (15-80nm)

Una sola capa (monocapa)

Delgada (10-15nm}
Triple capa {multicapa)

Compaosicién de la pared
celular

Baia en lipidos (1-4%)

presenta péptido glicano;

componente
50% del

peso. Acidos teicdicos

es un

importante el

Alta en lipidos (11-22%)
peptido glicano presente
en una capa interna
rigida; representa el 10%
del peso seco. No hay

Acidos teicdicos

Requerimientos

nutricionales

Relativamente complejos

en muchas especies

Relativamente sencillos

Resistencia a la ruptura

mecanica

Mas resistentes

Menos resistentes

Cuadro 2. caracteristicas de |la pared celular de las bacterias.{M.J. Pelzcar, E.C.5.

Chan. Microbiologia: segunda edicion, 429. 1982.)




2.7.1.2 MEMBRANA CITOPLASMATICA.

Composicién: Su contenido en proteinas es superior al que presentan las celulas
de los mamiferos, es decir entre un 60 y 70%,iambien presenta de un 20 a un
30% de carbohidratos. La membrana citoplasmatica puede contener hasta un
20% de la proteina total de una bacteria. Se han encontrado diversas proteinas
que poseen funciones cataliticas o de transporte.

La membrana citoplasmatica contiene numerosas enzimas, entre |las que se
encuentran las siguientes: 1) Los citocromos y otras enzimas que intervienen en
los procesos de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa. 2) Las
enzimas que intervienen en los procesos de biosintesis de lipidos, Aceti-coA y
Malonil-coA. 3) Las enzimas que actian en la vltima fase de la biosintesis de la
pared celular, que solo se encuentra en las bacterias gram negativas. 4) La
DNAreplicasa. 5) Las exoenzimas.”?

La membrana citoplasmatica es muy importante porque controla el paso de
sustancias quimicas en solucion del exterior hacia adentro y hacia afuera de la
célula ademas impide 1a pérdida de las proteinas periplasmaticas y protege a ia
célula. La presencia de poros proteinicos en la membrana externa la hace
permeable a los solutos de peso molecular bajo; por lo que las moléculas grandes
de antibidticos penetran con relativa lentitud, lo cual explica la resistencia bastante
elevada que manifiestan las bacterias gram negalivas a éstos. La membrana

externa varia ampliamente de una especie gram negativa a otra.®'®

2.7.1.3 CITOPLASMA.

En las bacterias, el citoplasma contiene ARN demasiado agregado, el cromosoma
de la bacteria es una molécufa ciclica de ADN de doble cadena con una longitud
mas larga que la misma célula.?

Las bacterias son células procariotas, ya que carecen de nucleo, aparato mitotico,

nucleolo, histonas, mitocondrias y membrana nuclear®'®



2.7.1.4- DIFERENCIAS RELATIVAS DE LAS BACTERIAS.

Estas diferencias son importantes de conocer porque son las responsables de la

manera en que estos dos grupos de bacterias responden a varios tratamientos y

agentes tales como la tincién

de Gram y ciertos antimicrobianos como las

penicilinas, estreptomicinas, eritromicinas, desinfectantes y mutantes,“?

2.8- CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS UTILIZADAS

CUADRO 5 CEPAS GRAM POSITIVAS

Staphylococcus aureus

Streptococcus faecalis

Micrococcus luteus

Coce gram (+) en pares o

Coco gram (+) en pares de

Coco gram (+) en pares,

racimos de wuvas. cadenas o en tetradas. racimos 0 en
conglomerados.

Aerobio Aercbioc. Aerobio.

Morfologia: Colonias| Morfologia: Colonias| Morfologia: Colonias

redondas lisas elevadas y|dicoidales de 1-2 mm. de|lisas de color amairillo.

resplandecientes de colorjdiametro de color amarillo.

gris a amariilo.

Patologia: Producen| Patologia: Forma parte de| Patologia: Puede

necrosis  tisular, puede|la flora normal del intestino |ocasionar enfermedades

producir también neumonia, |donde puede presentar|intestinales.

sepsis y endocarditis.

infecciones.

No forma esporas

No forma esporas

No forma esporas

(E. Jawets. Microbiologia Medica. Segunda Edicion, 155, 1985)




CUADRO 6 CEPAS GRAM NEGATIVAS

P. aeruginosa

E. coli

E. aesrogenes

S. tiphy

Bacilo gram (-)

Bacilo gram (-)

Bacilo gram {-)

Bacilo gram (-)

recto ¢ ligeramente | bastoncillos bastoncilios bastoncillos
curvado. Aerobio Aerobio Aerobio
Aerobio

Morfologia: Morfologia: Morfologia: Morfologia:
Colonias de color colonias Colonias de color Colonias

verde o verde
azuladas en medio
de cultivo sdlido
TSA., AN. Y MH.

de color blanco gris
circulares convexas
en medio de cultivo
TSA, AN., y M.H.

amarillo elevadas no
hay resplandor
metalico en medio.
TSA., AN,y MH.

de color blanco que
sobreviven a la
congelacion en
medic TSA., y ANN.

Patologia:

Se aisla en diversas
lesiones, heridas,
quemaduras, aparato
urinario, vias
respiratorias, medio
otitis media.

Patologia:
Causa infeccion en
las vias urinarias y

diarrea.

Patologia:

Tiene capsula
pequena y s
encuentra de vida
fibre lo misme en el
tracto intestinal y
produce infeccicn en
vias urinarias y

sepsis.

Patologia:
causa salmonelosis

en humanos.

No forma esporas

No forma esporas

No forma esporas

No forma esporas

(E. Jawets. Microbiologia Medica. Segunda Edicidn, 167, 1985)

TSA. Tripticaseina soya agar

MH. Mueller Hinton
AM. Agar nutritivo



3.- OBJETIVOS.

GENERAL: Probar la accion antibacteriana de quitosan obtenido a partir de
desechos de camaron, empleando tres diferentes: técnicas la de
Kirby-Bauer, la de Cinética de crecimiento, y la técnica de Cuenta
viable, para demostrar si el quitosan presenta actividad
bactericida sobre diferentes bacterias gram {+) y gram {-), de
coleccion ATCC y silvestres.

PARTICULARES.

3.1.- Probar la accion antibacteriana del quitosan a diferentes concentraciones
empleando la técnica de difusion en discos ( técnica de Kirby- Bauer) sobre
bacterias gram positivas y gram negativas de coleccion ATCC y cepas
silvestres, para demostrar si el quitosan es realmente efectivo, en las
diferentes cepas en las que fue aplicado de acuerdo con ia técnica
utilizada.

3.2.- Probar la accién antibacteriana del quitosan a través de cinética de
crecimiento de Sfaphylococcus aureus ATCC 6538p, probando dos

concentraciones, para demostrar la actividad bactericida del quitosan.

3.3.- Probar la accion antibacteriana del quitosan a través cuenta viable, en
Staphylococcus aureus ATCC 6538p gram (+) y Enterobacter aerogenes
gram {-), para demostrar esta accion en estas bacterias y observar la

diferencia que presenta el quitosan en cada una de las cepas.
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HIPOTESIS

Si se emplean tres técnicas diferentes de pruebas antibacterianas se podra
probar que el quitosan presenta actividad bactericida sobre diferentes bacterias
gram (+) y gram {-}, de coleccion ATCC Y silvestres.



4.- MATERIAL Y METODOS.

4.1 - MATERIAL BIOLOGIOCO

2i

4.1.1.- OBTENCION Y CLASIFICACION DE CEPAS

.Las cepas utilizadas en el desarrollo experimental fueron cepas de coleccion

ATCC (American Type Culiure Coliection) y cepas silvestres que fueron

proporcionadas por el laboratorio de Microbiologia de la seccion de Bioguimica-

Geneética de la FES Cuautitian.
CUADRO 5 CEPAS UTILIZADAS

ATCC DE COLECCION

Cepas donadas por la seccion de
Bioquimica-Genética.

Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus  ATCC 25293 Staphylococcus aureus
Staphylococous aureus  ATCC 6538p Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa ATCC 11778

Saimonelfa tiphy

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

Enterobacter aerogenes

Micrococcus luteus ATCC 9341

Streptococcus faecalis  ATCC 10741

4.1.2 - MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

CUADRO 6

MEDIOS DE CULTIVO REACTIVOS

-Agar Mueller Hinton { M.H.} |-Hidroxide de sodio NaOH

-Agar Tripticaseina Soya ({ T.5.A) [-Acido acético CH,COCH
_Infusion de Cerebro Corazén (B.H.l.) [-Fosfato de sodio  NaH,PO,

-Difosfato de sodic  Na,H,PQ,.7H20

4.1.3 - MATERIAL DE CRISTALERIA Y APARATOS




MATERIAL DE CRISTALERIA

cajas de petri

vasos de precipitados de 100, 250, y 500 ml.
Pipetas de 1.5y 10 mal.

Matraces Erlenmeyer de 50, 250, y 1000 mi.
Tubos de ensaye

Gradilla para tubos de esaye

Micropipetas de 100 ul y 1000 pl.

Asa

Varilla de vidrio

Discos de papel

Hisopos de algodén

atgodan

APARATOS

Incubadora

Agitador con regulador de temperatura y velocidad
Microscopio

Espectrofotémetro

Centrifuga

Balanza analiticé

bortex



4.1.4- PREPARACION DE LA SOLUCION DE QUITOSAN.

El quitosan con el que se llevd a cabo el trabajo fue preparado por la QFB.
Patricia Miranda C. del laboratorio de Bictecnologia, Este quitosan fue obtenido a
partir de quitina extraida de los desechos de camaron y siguiendo la metodologia
esiablecida en esté laboratorio

El quitosan se disuelve en agua y se van agregando gotas de acido acético
concentrado poco a poco y con agitacion hasta alcanzar un pH aproximado de 4.0
donde alcanza su disolucidn, Se ajusta el pH al cual se va ha utilizar la solucion
can hidréxido de sodio NaOH 50 % (pfv). Al final se esteriliza la solucion de

quitosan , se guarda en refrigeracion a 4°C,
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4.2- PRUEBA DE ACTIVIDAD EN DISCOS, TECNICA DE (KIRBY-BAUER)

La técnica de Kirby-Bauer es el método usado con mayor frecuencia en los
laboratorios clinicos para medir la susceptibilidad de las bacteria a diferentes
agentes antimicrobiancs . Se colocan discos de papel filtro impregnados con el
antimicrobiano en la superficie del agar previamente inoculado con el
microorganismo a probar. El antimicrobiano de los discos difunde en el agar,
produciendo distintas zonas de inhibicion del crecimiento alrededor de los discos
de antimicrobiano a los que las bacteria son sensibles.

Se toma una colonia con una asa estéril y se coloca en 5 ml. de medio de cultivo
liquido tripticaseina soya (TS) o infusion de cerebro y corazon (BHI) se incuba a
37°C. Durante tres horas aproximadamente, se ajusta la turbidez de Mac Farland,
con un hisopo de algodon hidréfilico inocuo cuidadosamente estandarizado se
toma la muestra introduciéndola en el tubo gque contiene e! cultivo. Una vez
remojado el hisopo se aplica sobre la superficie del medio de cultivo agar Mueller
Hinton en placas de 5-6 mm. de grosor. Se colocan los pequefos discos de papel
de 5 mm. de diametro impregnados con ia solucién de quitosan sobre la
superficie de la placa sembrada. Se incuban a 37°C. Por 18 horas. Posteriormente
se examina la placa observando zonas de inhibicion alrededor de los discos. Una
zona de inhibicion (area clara) indica que el microorganismo fue inhibido por el
quitosan difundido en el agar sobre el disco.

Bajo este esquema se realizan las siguientes pruebas. CUADRO 7

e g
SR e A
01
0.5 7.0
0.05 40,4.2,58,60y 70
0.005 40,y7.0
0.0005 40,y7.0
5x10™ 40,y70
5x10° 40,y7.0
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4.3- PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN A TRAVES DE
CINETICA DE CRECIMIENTQ DE Staphylococcus aureus ATCC 6538p.

4.3.1: CINETICA DE CRECIMIENTO

Se toma una colonia de Staphylococcus aureus ATCC 6538p. De un cultivo en
una placa de agar, con una asa. Se transfiere a un matraz que contenga 50 ml. de
medio de cultivo fresco BHI. Se incuba el cultivo durante toda la noche a 37°C.
Después de la incubacién de este mismo cultivo se toman 25 ml. y se colocan en
un matraz de 1 It. Que contiene 250 ml. de medio de cultivo fresco BHI. Se toma
una muestra de 5 mi. para leer en el espectrofotdmetro a una absorbancia de 580
nm. El espectrofotometro es calibrado usando como blanco medio de cultivo BHI
estéril. E! cultivo se incuba a 37°C., con agitacién, se toman muestras a

intervalos de una hora y se mide densidad optica.

4.3.2 - PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN A TRAVES DE
CINETICA DE CRECIMIENTO DE Staphviococcus aureus ATCC 6538p,

Se toma una colonia bacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 6538p. De un
cultivo en una placa de agar, con una asa. Se transfiere a un matraz de 250 m|.
con 50 ml. de medio de cultivo fresco BHI. Se incuba durante 24 horas a 37°C.
Después de la incubacién de este mismo cultivo se toman dos muestras de 25 ml.
cada una y se ponen en un matraz de 1 it. con 250 ml. de medio de cultivo fresco
BHI. Al matraz 1 se le agregan 12.5 ml. de soiucién de quitosan y al matraz 2. Se
le agregan 12.5 ml. de agua acidificada a pH 4.0 para usarse como control. Se
toma una muestra de 5 ml. y se lee en el espectofotometro a una absorbancia de
580 nm. El espectrofotdmetro es calibrade usando como blanco medio de cultivo
BHI estéril. Se incuban a 37°C., con agitacidn, tomando muestras a intervalos de

una hora y se mide densidad dptica.
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4.4.- PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN A TRAVES DE
CUENTA VIABLE DE Staphylococcus aureus ATCC 6538p Y Enterobacter

aerogenes .

Se toma una colonia bacteriana de un cultivo en una placa de agar, con una asa .
Se transfiere a un tubo con medio de cultivo liquido BHI. se pone a incubar a 37°
C. Durante 18 horas, se toma de éste cultivo 1 ml. y se coloca en un tubo que
contiene 10 ml. de la solucién de quitosan en diferentes concentraciones. (0.1,
0.2,y 0.5%).

Se prepara un blanco con buffer de fosfatos y se utiliza en vez de la solucion de
quitosan, con el fin de usarse como control, en la misma proporcion que la
anterior, una vez preparados los tubos se agitan y se toman 10 microlitros con una
micropipeta de cada uno de los tubos y se cclocan en cajas con medio de cultivo
solido tripticaseina soya agar. (TSA)., se incuban a 32°C. De 60 a 90 minutos,
tomando muestras a intervalos de 20 minutos cada una. Las cajas en las gue se
puso el cultivo se esirian y se incuban a 37°C. Durante 24 horas, se hace el

recuento de colonias sobrevivientes y se grafican los resultados.



CUADRO METODOLOGICO

CBJETIVO GENERAL
PROBAR LA ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITQSAN
OBTENIDO A PARTIR DE DESECHOS DE CAMARCN

!

OBJETIVO PARTICULAR 3

OBJETIVO PARTICULAR 1
PROBAR LA ACCION  ANTIBACTERIANA  DE
QUITOSAN  USANDC LA TECNICA DE  (KIRBY-
BAUER) DIFUSION EN DISCOS EN CEPAS GRAM
POSITIVAS ¥ NEGATIvAS DE COLECCION ATCC Y

CBJETIVO PARTICULAR 2:
PROBAR LA ACCION AMTIRACTERIANA DE
QUITOSAN A TRAVES DE CINETICA DE
CRECIMIENTD DE  Slaphylococcus awieus

PRQOBAR LA ACCION pMTIBACTERIANA DE
QUITOSAN A TRAVES DE LA TECNICA DE

CUENTA VIABLE EN Slaphyiccorccus aureus
ATCC 6538p Y Enterobacler aerogenes

SILVESTRES,

ACTIVIDADES

!

5538p ATCC.

ACTIVIDADES

)

ACTIVIDADES

|

431 TECMICA DE CUENTA VIABLE EN
Staphylococcus avreus  ATCC 6538p CON DE
QUITCSAN 01 Y 05 % A pH 58 TEMP 37C
DURANTE 60 MINUTOS Y BUFFER DE

4.1.1° PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA CON
QUITOSAN 0.1% ¥ 0.5% A pH 7.0 USANDO LA
TECNICA DE KIRBY-BAUER SOBRE CEPAS GRAM

4.2 1. CINETICA DE CRECIMIENTC
DE Staphylococcus aureus 6538p ATCC

{+) Y GRAM (- } DE COLECCION ATCC ¥

|

THLUCIONES 107 A 10 A pH 7.0 GEPAS GRAM (+) Y

"BA12Z PRUEBA CON DE QUITOSAN 05%
GRAM {-) DE COLECCION ATCC ¥ SILVESTRES

v

4.1.3: PRUEBA CON QUITOSAN 05%ApH42Y 58
CEPAS GRAM {+) ¥ GRAM (-} DE COLECCION ATCC|

Y SILVESTRES

4.1.4: PRUEBA QUITOSAN  05% A pH 456 Y 7.
CEPAS GRAM (+} ¥ GRAM {-) OE COLECCION ATCC
Y SILVESTRES

4.15 PRUEBA CON QUBTOSAN 0.5% A pH DE 4.0
DILUCIONES 10-'A 105, CEPAS GRAM (+) Y GRAM (1)
JDE COLECCION ATCC Y SILVESTRES

FOSFATOS A pH7.0

422 PRUEBA DE ACCION
ANTIBACTERIANA DE  QUITOSAN EN
Staphylococcus avreus 6538p ATCC A
TRAVES DE CINETICA DE CRECIMIENTC
CON SCLUCION DE QUITQSAN Q5% A

433 TECGNICA DE CUENTA VIABLE
Staphylococcus aureus  ATCC 6538p CON
SOLUCICN OE QUITOSANC 2% ApH 42Y 38
TEMP. 322C. DURANTE 60 MINUTOS Y BUFFER
DE FOSFATOS A pH7 0

bH 5.8

4.2 PRUEBA OE ACCION
ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN EN
Slaphyicoccus aureus 6538p ATCC. A

TRAVES DE CINETICA DE CRECIMIENTO)
CON SOLUCION DE QUITOSAN 1.0% A pH
58

413 TECNICA DE CUENTA VIABLE DE
Enterabacter aerogenes sp CON SQLUGION OE
QUITOSAN A DIFERENTES
CONCENTRACIONES 0.1, 0.2y 05 % A
pH 5.8 TEMP. 32¢C  DURANTE S0 MINUTOS
¥ BUFFER DE FOSFATGS A pH7.0

» | RESULTADOS Y DISCUSION | =

[concLusiones |

BIBLIOGRAFIA
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5.- RESULTADOS Y DISCUSION

51.1 PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIAL BE QUITOSAN SOLUCIONES
DE 0.1 % Y 0.5 % A pH 7.0 USANDO LA TECNICA (KIRBY-BAUER).

En la tabla N°® 1 Se reportan los resultados de ia prueba efectuada en cepas de
coleccion ATCC. con solucion de quitesan 0.1 %y 0.5 % apH 7.0.

Tabla N° 1 Solucién de quitosana pH 7.0
CEPAS ATCC g,&;é#<;f:5§€,§;?~£%iﬁ;§§ A |0i1%: 0.5 %
Escherichia coli 25922 3 3

Staphylococcus aureus 25923

Micrococcus luteus 9341

Streptococcus fascalis 10536

Pseudomona aeruginosa 9027

Pseudomona aerugingsa 11778

Staphylococcus aureus 6538p

L W W w] w| Wl w
W W W wl w| Wl w

Escherichia coli 10741

Los halos de inhibicion se observan cuando alrededor del disco impregnado con
solucion de quitosan aparece un area clara lo que indica que no hubo crecimiento

bacteriano.

En ambas pruebas se observa que hubo halo de inhibicion a las concentraciones
de 0.1% vy 0.5 %.



En la tabla N° 2 se reportan los resultados de las cepas silvestres en las que se

probo las soluciones de quitosan 0.1 %y 0.5 %.

Tabla N° 2 Solucién de quitosan apH 7.0
CEPAS SILVESTRES '~ | 01 % 0.5%
Pseudomonas aeruginosa 3 3
Staphylococcus aureus 3 3
Escherichia coli 0 0
Salmonella typhi 0 0
Enterobacler aerogenes 3 3

Observandose que hubo halos de inhibicion en las siguientes cepas: Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus auwreus, Enterobacter aerogenes. A ambas
concentraciones.

De acuerdo con los resultados de jas tablas N° 1 y 2 se observo que Ia solucion
de quitosan 0.1% y 0.5 % presentaron el mismo halo de inhibicion y que
unicamente en las cepas E. coli y S. typhi No hibo halo de inhibicién. Segun ta
contentracion inhibitoria minima (MIC) de los resultados obtenidos se establece

que las bacteriasson resistentes a la solucidn de quitosan 0.1y 0.5 %.



5.1.2 PRUEBA CON SOLUCION DE QUITOSAN 0.5 % A pH 7.0 HACIENDO
DILUCIONES Q.05 A 5x10°

En la tabla N° 3 se reportan los resultados de la prueba realizada con solucion de

quitosan a 0.5 % con diluciones 0.05 A 5x10°® en cepas gram positivas y gram

negativas de coleccion ATCC y silvestres

Tabla N® 3 Halo de inhibicién/ dilucién
CEPA j-j-;@@ﬁéﬁ%a;&ﬁﬁi: 0:05°[0:005 [0.0005 [5x10% [5x10°
M. luteus ATCC 9341 3 0 0 0 0 0
S. faecalis ATCC 10536 3 0 0 0 0 0
S. aureus  ATCC 6538p 3 )] 0 0 0] 0
S. aureus  ATCC 25923 3 0 0 0 0 0
E. coli ATCC 25922 3 3 0 0 0 0
E. aerogenes 3 0 0 0 0 0
S. aureus 3 3 0 0 0 0

. Observandose que solamente hubo inhibicion al aplicar la solucion de guitosan

al 0.5 % v en las diluciones hechas, unicamente presentan inhibicién dos cepas S.

aureus. y E. coli ATCC 25922 dilucion. 0.05
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5.1.3 PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIAL DE SOLUCION DE QUITOSAN
0.5 % pH 4.2 y 5.8, USANDO COMO CONTROL AGUAApPpH4.2Y 5.8

En la tabla N° 4 se reporian los resultados de la prueba de accidn antibacterina de

quitosan solucion 0.5 % sobre cepas gram pasitivas y gram negativas. La prueba

se realizo de la siguiente manera se colocan cuatro discos en la caja que contiene

la cepa, se ponen dos discos con quitosan a diferente pH. y los otros dos con el

control,

Tabla N°® 4.

‘WQ@EQNHMQIQM@QNQ, i |Quitosén 0.5 % |Control | Control
CEPA pH=58|pH=42 |pH=58| pH=4.2
Staphylococcus aureus. 3 8 0] 0
Escherichia coli 6 8 0 0
Enterobacter aerogenes 3 3 0 0
Salmonella tiphy 6 8 0 0
Staphylococcus aureus  ATCC 25923 3 6 0 0
Staphylococcus aureus  ATCC 6538p G 8 0 Q
Escherichia coli ATCC 25922 3 6 0 0
Escherichia coli ATCC 10741 3 6 0 0
Micrococcus luteus ATCC 9548 6 6 0 0

3 3 0 0

Pseudomonas aeruginosa ATCC 11778

De acuerdo con los resultados se observaron halos de inhibicion mayores a pH de
4.2 en la solucion de quitosan a 0.5 % v en las cepas Staphylococcus aureus.,
Saimonella tiphy, Escherichia coli, Staphylococcus aurcus ATCC ©6538p.
Observando que en los discos que fueron impregnados con agua apH 4.2y 58
no hubo halo de inhibicion en ninguna de las cepas tratadas

En esta prueba se obluvieron resultados en los halos de inhibicion de 3 mm. de
diametro segun la concentracion inhibitoria minima la cepa es conciderada
resistente y las que presentan un halo de inhibicion de 8 mm. de diametro son

consideradas susceptibles.
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51.4 RESULTADOS PRUEBA CON SOLUCION DE QUITOSAN 0.5 % pH
4586.7. UTILIZANDO COMO CONTROL AGUA A pHA4.0

En la tabla N° 5 se reportan los resultados de la prueba realizada con solucion de
quitosan 0.5 % a pH 4.5,6 y 7 sobre cepas gram negativas de coleccion ATCC y

silvestres.
Tabla N° 5 pH/ Halo de inhibicién diameiro en mm,
Cepas gram negativas:#i ; wiol hd B 6 7 |control
Salmonella tiphy 11 9 0 0 0
Escherichia colj 12 10 | 6 | 0 | 0
" Enterobacter aerogenes 10| 7 | 10 o | 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 11778 11 10 8 | 0o | o
‘Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | 10 | 8 | 7 0 | 0
Escherichia coli ATCC 25922 9 8 | 7 0 0
Escherichia coli ATCC 10741 12 10 8 0 0]

LLa prueha de pH se realiza con la finalidad de encontrar un pH adecuado parala
disolucion de la molécula de quitosan y el crecimiento bacteriano para que esle no

se vea afectado por el mismo.

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que los halos de inhibicion se
presentan entre un pH 4 a 6, y los halos de inhibiciobn mas grandes aparecen en
las cepas: E. coli, E. coli ATCC 10741, S. Typhi., y P. aeruginosa ATCC 11778.
A pH 4.0. observandose que a medida que aumenta el pH disminuye el halo de
inhibicion.

Con respecto a los resultados de la tabla N°1 y los presentados en la tabla N° 5 a

pH de 7.0 no son iguales por que la solucion de guitosan es diferente.
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En la tabla N° 6 se reportan los resuitados de la prueba reafizada con solucion de

quitosan 0.5 % a pH 4,5,6 y 7 sobre cepas gram positivas de coleccion ATCC y

silvestres.

Tabla N° 6 pH/Halo de inhibicion diametro en mm.

Gapas .gram positivas 15 4 5 6 7 |controt
Staphylococcus aureus 12 8 8 O 0
Staphylocoégus aureus  ATCC 6538p 15 10 8 6 0
Staphylococcus aureus  ATCC 25923 " 1" 8 0 0
Streptococcus faecalis  ATCC 10236 13 12 9 7 0
Micrococcus lufeus ATCC 9341 10 10 6 0 0

. De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que el halo de inhibicidn

mas grande se da en las cepas: S. aureus ATCC 6538p y 25923, S. aureus , S.
faecalis ATCC 10236. A pH 4.0.

De los resultados observados en las tablas 5 y 6 se da el halo de inhibicion mas

grande a pH 4.0 en bacteria gram positivas

Las cepas gque presentan un halo de inhibicion mayor de 8 mm diametro segun la

concentracion inhibitoria minima (MIC) son consideradas susceptibles a la

concentracion de quitosan 0.5 % apH 4.0,
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51.5 PRUEBA CON SOLUCION DE QUITOSAN 0.5 % pH 4.0 DILUCIONES
0.05 A 5x 10 USANDO COMO CONTROL AGUA A pH 4.0.

Enla tabla N° 7 Se reportan los resultados obtenidos de la prueba realizada con

solucion de quitosan 0.5 % diluciones 0.05 a 5x10° en cepas gram positivas de

coleccion ATCC y silvestres.

Tabla N° 7 Halo de inhibicién en mm./ dilucion
Cepas gram posiivas o\ PRAYe:05 ] PIODS: | 0.0005 |5x10* | 5x10° | Gtrok.
S. aureus 9 9 9 6 6 6 0
S. aureus ATCC 6538p 9 9 8 7 6 0 0
S aureus ATCC25923 | 9 7 7 0 0 0 0
M. luteus ATCC 9431 9 6 6 0 0 0 0
S. faecalis ATCC 10536 | 6 8 0 ¢ 0 0 0

Las diluciones se hicieron para verificar si disminuyendo Iz concentracién se
presentaria un halo de inhibicidon mas grande o si era necesario diluirlo o ponerlo
directamente a la concentracion inicial de 0.5 %.

Se observo que los hafos de inhibicion mas grandes se dan a la concentracion de
0.5 %. A como van aumentando las diluciones de la solucion de quitosan los halos
de inhibicion van disminuyendo su tamafio hasta desaparecer.

Las cepas que presentan un halo de inhibicién mayor de 8 mm diametro segin ia
concentracion inhibitoria - minima {MIC) son consideradas susceptibles a la

concentracion de quitosan 0.5 hasta 0.005 %.
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En la tabla N° 8 Se reportan los resultados obtenidos de la prueba realizada con
solucién de quitosan 0.5 % diluciones 10" a 10° en cepas gram negativas de

coleccion ATCC y silvestres.

Tabla N° 8 Halo de inhibicion en mm./ dilucién

Cepas gram negativas - | 0.5% | 0.05 [0.005 [0.0005 |5X 10*(5X107| Ctrol
P. aeruginosa ATCC9027 0 0 9 0 it 0 0
B. cerus ATCC 11778 | 10 9 7 0 0 0 0
E. coli ATCC 10741 | 9 6 0 | o 0 0 | o
E. coli ATCC 25922 | 8 7 0 | 0 0 0 0
P. aeruginosa 9 3 7 0 0 0] 0]
S. typhi 8 7 | 0o o 0 o | o
E. aerogenes 9 7 3] 0 0 0 0]

De acuerdo con los resultados se observo que el halo de inhibicion mas grande
aparece en los discos con la concentracion de 0.5 % en las diluciones de 0.05 y
0.005 En Bacillus cerus ATCC 11778, Pseudomona aeruginosa ATCC vy

Enterobacter asrogenes.

En cepas gram (+) dio el mismo tamafic en el halo de inhibicién 9 mm. de
diametro y en cepas gram {-) los resultados son variables que van desde 8 a 10
mm. de diametro por lo que la solucién de quitosan presenta el mismo efecto en
ambas cepas.

Las cepas que presentan un halo de inhibicidn mayor de 8 mm diametro segun la
concentracion inhibitoria minima (MIC) son consideradas susceptibles a la

concentracion de quitosan 0.5 a 0.005 %.
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5.2.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE Staphylococcus aureus ATCC 6538p +
SOLUCION DE QUITOSAN 0.5 % A UNA ABSORBANCIA DE 580 nm.

Densidad optica

DURANTE 7 HORAS.
TABLAN® 9
Densidad optica
Tiempo/Hrs.” * ™" Quitosan 0.5 % " Control
0 0.688 0,712
1 0.990 0720
2 0.905 0.975
3 0.855 1.190
4 0.670 1.200
5 0.662 1220
6 0.646 1.260
7 0.740 1.100
GRAFICA 1

12

1
0.8
0.8
0.4
0.2

0

Cmetlca de crecimiento de S. aureus ATCC 6538p +
quitosan 0.5 %

-*-qutlosan 05 %
cantrol

a 2

4
tiempo (h)

Tiempo de duplicacion de la curva de crecimiento de Staphylococeus aureus

r=0.811 m = pendiente
r=0.788 r = regresion
m = -0.00751 b = intercepto

Tiempo de duplicacion de la curva de crecimiento de Staphylococcus aureus +
quitosan 6.5 %
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r =-0.441 m = pendiente

b =0.657 r = regresion

m =-0.009985 b = intercepto

En la grafica N® 1 Se observa la diferencia del crecimiento de S. aureus ATCC
©&538p con solucidon de quitosan 0.5 %.

De acuerdo con los resultados obtenidos vy los resultados que se han reportado

segun Allan, C., and Hadwinger. The Funggicical on fungy of vargyn cell wall

composition Exp. Mycology. {1983). Se da por hecho que hubo una actividad

antibacteriana del quitosan a 0.5 %.

5.2.2 RESULTADOS CINETICA DE CRECIMIENTO DE Staphylococcus
adreus ATCC 6538p + SOLUCION DE QUITOSAN 1.0 % A UNA
ABSORBANCIA DE 580 nm. DURANTE 7 HORAS.

TABLA N® 10
Densidad optica
Tiempo/Hrs. Quitosan 1.0 % Control
0 0.231 0,712
1 oe¢ | 0720
2 4. _be&w | 0875
3 0.612 1.190
4 0.562 1.200
5 0.492 1.220
6 0.220_ 1.290
7 0.110 1.100
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GRAFICA 2
Cinética de crecimiento de 5. aureus ATCC 6538p + quitosdn 1.0 %

149 - —_—

1.2
3 11
g 0.8 - - - = contro!
2 -
g 0.6 1 it b SRR T ———B——quitosén 1
3 .~ L & %

044 | .

& ~
0.2 ®.
‘e
o+
0 2 tism o (h) & 8

Tiempo de duplicacién de la curva de crecimiente de Staphylococcus aureus

r=0.811 donde: m = pendiente
b=0.787 r = regresion
m = -0.00751 b = intercepto

Tiempo de duplicacion de la curva de crecimiento de Staphylococeus aureus +
quitosan 1.0 %

r=-0.446 donde: m = pendiente
b =0.563 b = intercepto
= -0.00379 r = regresion

En la grafica N° 2 Se observa la diferencia del crecimiento de S. aureus ATCC
6538p con solucion de quitosan 1.0 %. Donde fue aumentada la
concentracion de la solucion de quitosan

De acuerdo con los resultados obtenidos vy los resultados que se han reportado

segun Allan, C., and Hadwinger. The Funggicical on fungy of vargyn cell wall

composition . Exp. Mycology. (1983).Se da por hecho que hubo una actividad
antibacteriana del quitosan a 1.0 ®%. Presentdndose mayor actividad

antibacteriana a mayor concentracion de quitosan.




39

5.3.1 RESULTADOS PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN
0.2% A pH 4.0 y 5.8 POR CUENTA VIABLE EN Staphylococcus aureus ATCC

6538p.
TABLA N° 11 b
log UFC/ml. de cultivo Lad ;
- =
ﬁ'i {mins.) |Quitosan 0.2 % | Quitosan 0.2 % Buffer Control ?
pH 4.0 pH 5.8 pH7.0 pH 4.0 = A
0 30 x 10° 20 x 10° 30x 10° 10 x 10° =
20 20x 10° 10 x 10° 130 x 10° 60 x 10° ”5
40 10 x 10° 10 x 10" 530 x10° 60 x 10° =
60 10 x 10° 10 x 10° 1250 x 10° 60 x 10° L.t
b Lal
[~ Y
-
e
- - 4
a3
GRAFICA 3 >
Accidn antibacteriana de quitosin a pH 4.0 Y 5.8 en s. |
: aureus ATCGC 538p.
12 - CmEEt s EE O Ee wes e o e A
| —g——, oS AN |
pH 4.0
———f = Quitosan
pH 5.8
— —C 0 nirol
= <l = Byffer pH
7.0

10

20

40 50
Tiempo (min.)

80 70

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: con quitosan a pH 5.8 el

crecimiento es menor que con quitosan a pH 4.0, comparandoles con los

resultados donde se utilizo buffer de fosfalos y el controf el crecimiento de ambos

s mayor que los otros.
De acuerdo con los resultados obtenidos y los resuitados que se han reportado en

pruebas de accidn antibacteriana de quitosan segun. N. R. Sudarshan, D.G.
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Hoover and Knorr. Antibacterial action of chitosan. Food Biothecnology 6: 3

{1992). en las que se reporta la reduccién de un ciclo logaritmico de crecimiento.

Por lo que se determina que el quitosan obtenido del caparazdn de camarén

tambien presenta actividad antibacterina.

5.3.2 RESULTADOS PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN
0.1Y 0.5 % A pH 5.8 POR CUENTA VIABLE EN Staphylococcus aureus

ATCC 6538p.

TABLA N° 12

Log. UFC/ ml. De culiivo

12

10

0 260 x 10° 210 x 10° 250 x 10°
30 90 x 10° 61 x 10° 480 x 10°
80 0x10° 50 x 10° 660 x 10° |
90 4x10° 10 x 10° 550 x 10°
GRAFICA 4

Accion antibacteriana de quitosan 0.1 % y 0.5 % sobre

S. aureus ATCC 6538

— e — fp— — -

log UFC f m)
o

m— -—

---. - -

—i
—-‘

w = = quitosan
0.1%

—f— [0S &
5%

e, wmmmby (a1 pH
7.0

0
0

20 4?Iempo (m In? 80

100

Los resultados que se obtuvieron fueron los sugu:entes con quntosan 0.5 %el

crecimiento es menor que con quitosan 0.1 %, comparandolos con los resultados
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donde se utilizo buffer de fosfatos el crecimiento es mayor que con la solucion de

quitosan.

De acuerdo con los resultados obtenidos y los resuitados que se han reportado en

pruebas de accidn antibacleriana de quitosan segun N. R. Sudarshan, D.G

Hoover and Knorr. Antibacterial action of chitosan. Food Biothecnology 6: 3

{1982). en las que se reporta la reduccién de un ciclo legaritmico de

crecimiento.

Por 10 que se determina que el quitosan obtenido del caparazon de camardn

tambien presenta actividad antibacterina.

5.3.3 RESULTADOS PRUEBA DE ACCION ANTIBACTERIANA DE QUITOSAN
0.1,0.2Y 05 % A pH 5.8 POR CUENTA VIABLE EN Enterobacter aerogenes

Tabla N® 13
Log. UFC/ml de cultivo
Tiempo (mins) | Quitoséan 0.1 % | Quitosén 0.1 % [ Quitosan 0.1 % | Buffer pH 7.0
0 37 x10° 82 x 10° 132 x 10° 75x10°
30 39 x 10° 82_X__‘!g§ 43 x 10° 140 x 10°
60 8 x 10° 61 x 10° 27 x 10° 420 x 10°
90 4 x 10° 53 x 10° 21 x 10° 650 x 10°
GRAFICA S
Accion antibacteriana de quitosan 0.1,0.2 y 0.5 % en
N Enterobacter aerogenes
10 4 - - oam e wa #T
.- - =4 . quitosan
s:;:::..:::::::.III-HqI'==,-Il-I-----!'E==---------!! 01 %
: 4 —— — —— R —— 0 5A N
0.2%
E L3 wevrmradh, S itoSAN
. 0.5 %
. g = =l = Buffer

4

2

30 4+ 70 ap

20 o 50 -1
. tiampa{min)
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Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: con quitosan 0.1 % el
crecimiento es menor que con quitosan 0.2 y 0.5 %, comparandolos con los
resultados donde se utilizo buffer de fosfatos el crecimiento es mayor que con
solucion de quitosan,

De acuerdo con los resultados obtenidos de quitosan aplicado a E. aerogenes y
los resultados que se han reportado en pruebas de accion antibacleriana de
quitosan en E. aerogenes segun N.R. Sudarshan., D.G. Hoover and Knorr.
Antibacterial action of chitosan. Foed Bicthecnology 6: 3 (1992). en las que se
reporta la reduccion de un ciclo logaritmico de crecimiento,

Por lo que se determina que el quitosan obtenido del caparazén de camaron
tambien presenta actividad antibacteriana.
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6.- CONCLUSIONES.

De acuerda con los objetivos planteados y en base a los resultados obtenidos se
concluye lo siguiente: que el quitosan obtenido de los desechos de camarodn
resulto efectivo como antibacieriano siendo probada su actividad por tres métodos
diferentes, en el primero fue utilizada la técnica de Kirby-Bauer, los resultados
fueron mas favorables a una concentracion de 0.5 %, por lo que se probo que la
técnica es apropiada para dicha prueba. En cuanto a las bacterias en las que se
probo fas que mayor actividad presentan, estan las gram positivas en esté caso
Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis. Ademas tambien tiene efecto en
bacterias gram negativas como son; Enterobacter aerogenes, Salmonelia typhi, y

Escherichia coli.

Por medio de cinética de crecimiento se probo la actividad antibacteriana del
quitosan utitizando dos concentraciones de la solucién de quitosan 0.5 % y 1.0 %.
En Staphylococcus aureus ATCC 6538p. Resultando mas efectiva a la

concentracion de 1.0 %.

Por medio de la técnica de cuenta viable. L a mejor actividad se dio a una
concentracion del1.0 % de la solucion de quitosan en Staphylococcua aureus
ATCC 6538p Y Enterobacter aerogenes ya que en ambas cepas reduce mas de
un ciclo logaritmico de crecimiento.

Por lo que se concluye que el quitosan obtenido de los desechos de camardn,

soluble ert agua, si presenta actividad antibacteriana en diferentes gram positivas

y gram negativas.
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