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1.INTRODUCCION

Uno de los grandes problemas en la industria, incluyendo la industria alimenticia, es
la contaminacién por bacterias. Para prevenir y atacar estos problemas. se han
utilizado diversas metodologias a lo largo del tiempo, algunas tradicionales como el uso
de vinagre, cera, humo, aceites, etc o la concentracion de solutos, como la salmuera o
el almibar, y otras mas actuales como la disminucion o aumento de temperaturas como

la congelacion o la pasteurizacion.

Sin embargo, debido a la gran diversidad y adaptabilidad de los microorganismos,
en ocasiones es necesario la aplicacion de multiples compuestos que tienen
propiedades antimicrobianas (esto incluye antifungicas y antibacterianas) que se
pueden utilizar en diversas etapas del procesamiento. Estos compuestos inhiben o
detienen el crecimiento de microorganismos e incluso eliminan el desarrollo de los
mismos. Dichos compuestos se conocen como agentes antimicrobianos los cuales
actuan por diferentes vias, ya que cada compuesto tiene distintos modos de accion y
de aplicacion, ademas de que cada microorganismo presenta diferente susceptibilidad

a dichos compuestos.

Los anitmicrobianos tienen aplicaciones inmensas dentro de la industria para evitar
riesgos de contaminacion en materia prima, durante el proceso o en el producto
terminado. Estos agentes antimicrobianos en ocasiones muestran diversas dificultades
para ser utilizados en su dosis, toxicidad, grado de pureza, reacciones secundarias,
etc.; ademas pueden afectar las caracteristicas del alimento al que se aplican. Es por
esto, que el antimicrobiano debe ser inerte, no-téxico, biocompatible y biodegradable,
no soélo en el area de alimentos sino en todas las areas, puesto que cada una de éstas
tendré exigencias especificas para cada agente. Por ejemplo: propiedades quimicas,
fisicas y/o biolégicas, forma y presentacion del producto.

En los dltimos 15 afios, los estudios sobre quitosan han demostrado que posee
propiedades antimicrobianas importantes, ademas de no presentar mayores
dificultades como agente antimicrobiano. Dichos estudios no solo abarcan al quitosan
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sino también a sus derivados en ocasiones superando el grado de inhibicion que
presenta el quitosan.

Puesto que cualquier sustancia al ser modificada en su estructura puede afectar sus
propiedades fisicoquimicas y biologicas, el quitosan al ser combinado con otros
compuestos presenta variaciones en su comportamiento. En la presente investigacién
se pretende evaluar las propiedades antibacterianas de derivados de quitosan: los

quitocarbamatos.



2.ANTECEDENTES

2.1GENERALIDADES DE QUITOSAN

2.110RIGEN DEL QUITOSAN

La principal fuente de obtencién del quitosan es su antecesor la quitina, por esto es
necesario hacer un pequefio paréntesis para conocer un poco acerca de este

compuesto.

QUITINA

La quitina es el biopolimero encontrado de manera mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa. El nombre de quitina deriva de la palabra griega “chiton” que
significa malla, tunica o envoltura. En 1811 se describid la quitina por primera vez a

partir de las investigaciones realizadas por Braconnot sobre Agaricus volvaceus.
21,28,31)

ESTRUCTURA DE LA QUITINA

La quitina es una cadena lineal no ramificada i
formada de monémeros de N-acetil-D-glucosamina (Fig. H—G— 0
1). Este es un mucopolisacérido, componeénte i N okt
estructural de crustaceos, insectos y la pared celular de ) E H><
algunos hongos. La diferencia entre la quitina y la " 5
celulosa (Fig. 2) es que el grupo 2-hidroxi de la ou;(“"cp H
celulosa se reemplaza por un grupo acetamido en el C- g
2. La quitina es un homopolimero compuesto de

unidades monoméricas de N- acetilglucosamina (NAG)  Figura 1. N-acetilglucosamina

(Fig. 2) unidos con enlaces B(1-4).



\ Quitina

Celulosa

Figura 2 Estructura de Quitina y celulosa®”’

EXTRACCION DE QUITOSAN

El proceso general para obtener quitina y quitosan a partir del caparazén de los
crustaceos consiste basicamente en tres pasos: desmineralizacion, desproteinizacion y

desacstilacion (Fig. 3).



Durante la extraccion de pigmentos se eliminan astaxantinas esterificadas y sin
esterificar, ya que éstas son el pigmento mas abundante en el cefalotorax del camarén,

con casi el 90% del total de los pigmentos. (%

Por otro lado la desmineralizacion es necesaria, ya que después de las proteinas
(50%), los minerales son el componente principal del cefalotérax con un 27% y los

principales minerales son fosfatos y carbonatos de calcio 19

Desperdicios de camarén )

y "
| Extraccion de pigmentos )

Astaxantina ‘}4—____

4

( Desproteinizacion ) R
. T 2 Hidrolisis alcalina
" NaOH 50%
| L T. de ebullicién ,
- Y — ; 3 horas i
Desmineralizacion )
( Hidrolisis 4cida
L HCI 50%
{_ Quitina )
e
( Desacetilacién )
v _ oy
Via enzimédtica ( Via qimica )

T |

(‘Quitosan )

Figura 3. Diagrama de obtencién de quitosan. (%% 2"

Otra forma de obtencién del quitosan es la via enzimatica por medio de la
quitindeacetilasa (QDA), enzima que desacetila la quitina. Este procedimiento tiene

varias ventajas sobre la extraccidon quimica, siendo una de las mas importantes el



ahorro de energia; aunque por el momento esto no se hace a gran escala, debido a

que aun se estan realizando estudios para obtener esta enzima.

El quitosan, ademas de obtenerse a través de la quitina, se encuentra en la pared
celular de algunos hongos como el Mucor rouxii, Allomyces macrogynus, Blastocadiella
emersonii, Saccharomyces carlbergenesis, Aspergillus flavus, Phycomyces
blakesleanus, Coprinus cinereus, Mortierella vinacea, entre otros. Dichos hongos
sintetizan la quitina por medio de los quitosomas para la formacién del quitosan que,

junto con la quitina forman el 40% de la pared celular.?*

2.12.DEFINICION DEL QUITOSAN

QUITOSAN

Las investigaciones sobre nuevos derivados quitinosos son cada vez mas
importantes y exigen compuestos de mejor calidad. El quitosan es un derivado de la

quitina descubierto en 1859 por Rouget.

ESTRUCTURA DEL QUITOSAN H
H—C— 0K
El quitosan se obtiene por la N-desacetilacién de la 0,
quitina, es decir, el grupo acetil de la NAG se remueve y , g
se forma la glucosamina. Esta descetilacién nunca es a0\ "
completa (Fig. 4). r!m 1’1%~
H/ H

Figura 4. Glucosamina™"’

2.13.PROPIEDADES DEL QUITOSAN

El quitosan tiene varios grupos funcionales reactivos: un grupo amino, asi como
grupos hidroxilo primarios y secundarios en el C-2, C-3 y C-6 respectivamente como
puede verse en la figura 5. @ Estos grupos le otorgan diferentes propiedades al

quitosan, aumentando el numero de puentes de hidrégeno y otorgandole flexibilidad a



la cadena. La conformacién depende de la fuerza idnica, lo cual es esencial para la

mucoadhesion. "

Quitosan

Figura 5. Estructura del quitosan “”

El quitosan es completamente biocompatible, biodegradable y no-toxico. Esta es la
diferencia mas notable entre quitina y quitosan. La dosis letal de quitosan es de 16-20

g/Kg del cuerpo en ratas (73

. Disminuye el apetito de gallinas y disminuye la cantidad
de huevos que ponen con dosis de 3.6-4.2 g Quitosan/ Kg de peso del la gallina por
189 dias debido a que hay una incompleta digestién del quitosan. ' Cabe aclarar que
en los pocos estudios que se han realizado sobre la toxicidad del quitosan los que han
demostrado cierto grado de toxicidad, han sido en combinacién con alguna sal
(Quitosan hidroglutamato, quitosan hidrolactato y quitosan hidrocloruro) y puede causar
efectos téxicos . Sin embargo el quitosan solo no ha mostrado ninguin efecto toxico;
por otro lado, en un estudio sobre la toxicidad del quitosan, se llegé a la conclusién de
que quien estaba causando los efectos dafiinos fue el acido acético usado como

solvente de las soluciones. ©

El quitosan tiene una alta concentracién de grupos amino primarios, lo cual lo hace
mas nucleofilico y basico, ademas el quitosan es muy estable, poco sensible a la
humedad. El quitosan es insoluble en soluciones acuosas neutras o alcalinas, pero es

soluble en soluciones acidificadas; la tabla 1 resume algunos solventes para quitosan.
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Tabla 1.Solventes para quitosén.‘m

Solventes para quitosan

Acido férmico, agua
Acido acético
Acido lactico, agua

Acido glutamico, agua

Cuando el quitosan esta sujeto a mezclas de acido-agua, una proporcion de los
grupos amino primarios de la molécula de quitosan se protonan y promueven la
coagulacién. De aqui que las moléculas de quitosan solvatadas sean policationes y
coagulen. Otro hecho importante es que, a medida que el grado de protonacién
incrementa, hay una solubilizacién progresiva del quitosan “®. Ademas en medios con
pH acido llega a ser un polielectrolito. Su valor de pK es de 6.5 en ausencia de sal y de
6.4 con una concentracién de 0.1M NaCl. ®

Tabla 2. Propiedades del Quitosan''?.

Propiedades catidnicas del Quitosan

Polielectrolito lineal

Formacién de polioxisales

Agente floculante

Alta densidad de carga

Excelente agente coagulante

Adherencia a superficies cargadas negativamente

Agente quelante iénico de metales

Este polimero; actua como floculante cationico , agente quelante de aniones y
metales pesados tales como: Fe'?*3 Cu'? Cd'? Hg'? Cr*? Ni*2 Pu''*?y U*'*2

11



Puede interactuar con material con carga negativa como: proteinas, polisacaridos

anionicos, acidos nucleicos, etc. Algunas de sus propiedades se resumen en la tabla 2.

El quitosan es un excelente floculante debido a su gran nimero de grupos NHs" que

pueden interactuar con los coloides cargados negativamente.
El quitosan debe caracterizarse por su:
1. Calidad: Nivel de metales pesados y proteina, toxicidad, claridad, etc.

2. Propiedades intrinsecas: peso molecular, viscosidad, grado de desacetilacion,

estabilidad, etc.

3. Forma fisica: Tamafio de particula, polvo, pelicula, perla, fibra, etc. @

2.14 APLICACIONES DE QUITOSAN

Debido a sus propiedades el quitosan tiene una gama muy amplia de usos; ademas
se puede encontrar con diversas formas y con cada una de ellas tiene diferentes

aplicaciones. ?"

Tomando en cuenta esto, el uso del quitosan abarca areas muy diversas como:
medicina, agricultura, alimentos, cosmetologia acuacultura, tratamiento de aguas
residuales, farmacia, textiles, biotecnologia, fotografia, papeleria, ademas el uso y
numero de areas de aplicacion crece constantemente. A continuacion se presentan

algunos ejemplos:
EN EL AREA DE ALIMENTOS

v" Ayuda al control de textura y estabilidad.

v Proporciona volumen.

v Controla la viscosidad.

v Ayuda en la recuperacién de proteinas.

v" Actla como coagulante en el tratamiento de aguas de desecho provenientes de

industrias alimenticias tales como: el procesamiento de vegetales, aves, etc.

12



v Activacion de lodos de cerveceria.

v Empagquetamiento de carnes.

v Recubrimiento de frutas y vegetales para aumentar su vida util

v' Agente antioxidante en carne

v" Ayuda en el control enzimatico de frutos

v Coagulante en el suero de leche para la elaboracién de queso.

v" Puede remover sustancias no deseadas (solidos en suspensién) en algunos

productos como jugos, cerveza y bebidas en general. (1 1419.21.27.28)

EN AREAS DIVERSAS

v Ayuda en la remocién de sustancias indeseables como metales pesados vy
plaguicidas.

Reduce la turbidez y carga microbiana.

Reduccion de sélidos para el tratamiento de aguas.

Agente floculante.

Vehiculo de liberacién de drogas

Espermaticida

Se utiliza para realizar dialisis como peliculas o membranas
Fabricacién de lentes de contacto

Fabricacién de vendajes

Ayuda a reducir los niveles de colesterol en sangre.

Estimula el sistema inmunologico.

Inmovilizacion de enzimas o células o para la separacion de proteinas.
Agente de encapsulamiento (encapsulacién de células de mamiferos)
Ayuda en el control de sobrepeso

Humectante de piel.

Recubrimiento de semillas

Como ingrediente, incrementa el contenido de fibra dietética

R E T R R L R R T EE R R

Acarrean pigmentos, sabores y nutrimentos . 19.21.27.28)



2.2.SINTESIS DE CARBAMATOS

2.21.0RIGEN DE LOS CARBAMATOS

Los carbamatos son ésteres estables del &cido carbamico (/N —}({}—CJH ) el cual es
o

inestable y es la monoamida de acido carbodnico (HO—E.}—OH ). Los carbamatos pueden
0

sintetizarse a partir de cloroformatos de alquilo( C!~€{—- OR ) que reaccionan con amina o

amoniaco. ©®?

Como muestra la siguiente reaccion®:
RO~-C~Cl+RNH, ——>RO-C~NHR

I I/

(0] 0]

Los carbamatos tienden a ser sélidos cristalinos y constituyen derivados Utiles en la
identificacion de alcoholes. Se les nombra carbamatos porque se trata de un éster de

alcohol y acido carbamico.

El nitrégeno que contiene el quitosan se encuentra en forma de grupos amino
primarios alifaticos; por consiguiente las reacciones que sufre el quitosan son las

reacciones tipicas de las aminas."

2.22.SINTESIS DEL QUITOMETILCARBAMATO

Se coloca el quitosan en un matraz bola de tres cuellos se le afnade
metilcloroformato después se afiade acetato de sodio al 0.5%.El sistema se satura con
nitrégeno gaseoso y la mezcla se agita por 12h a 40°C. ©

Quit = NH 3 +Cl ~COOCH 3 ——— Quit - NH ~COOCH,

14



2.23.SINTESIS DE QUITOETILCARBAMATO

Se coloca el quitosan en un matraz bola de tres cuellos se le afaden
etilcloroformato después se anade acetato de sodio al 0.5%.El| sistema se satura con

nitrégeno gaseoso y la mezcla se agita por 12 h a 40°C.®
Quit = NH , +C1-COOCH ;CH ; ——— Quit = NH ~COOCH ,CH

A continuacion se muestra la estructura (Fig. 6):

r . CIcooa
T CHoH noor GHOH
: /‘\\(’0 j C1ICOOCH,CH, “"‘*\(
: HO-WO\I —_— | 0_| + CH)COOH *NaCl
; _ anf 2 CHCHON
£ NHR® 0 %) cunycooma NiR n
Rl=-H,-COCH
Ri=-H,-COCH; (’)

Rl=-H, ‘CUC]I;..-J:IOCH;
Quitcricticarbanato
0
R'=-H, -COCHJ.-J',IOCHZCII;,
Quitneticamamats

Figura 6. Estructura de los quitocabamatos

2.3.METODOS DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

2.31.CRECIMIENTO BACTERIANO

Crecimiento es el aumento ordenado de todas las estructuras y los constituyentes

celulares.




Las bacterias en condiciones ideales, crecen y se dividen continuamente. Después
de cada divisién celular, las dos células hijas inician su ciclo de division celular. El
periodo de tiempo necesario para que la bacteria cumpla con un ciclo de division se

conoce como tiempo de generacion o tiempo de duplicacion ( tp).

El crecimiento bacteriano se comporta de manera similar a una reaccion catalitica de
primer orden, por lo tanto la velocidad de aumento bacteriano es proporcional al
ndmero o masa de bacterias.® %

Velocidad de aumento celular = pu (no./ masa celular)

La constante de proporcionalidad p es un indice de la velocidad de crecimiento. A
menudo para definir la velocidad de crecimiento (VC) se utilizan otros parametros como
el tp que se define como el tiempo requerido para que todos los componentes del
cultivo se incrementen en un factor 2; esto se deduce dela ecuacién que se muestra en
la siguiente figura (7):

InZ-InZ, = At -1,)
si(t=1,)=1,
nZ=27,
In2Z, -InZ, = 4(t,,)
1n2=y(rD)

U
Figura 7. Ecuacién de tp.

CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Durante el monitoreo del crecimiento de las bacterias (Fig. 8) se pueden encontrar 7
fases ¥

1. Fase estacionaria inicial. Durante esta fase en numero de bacterias permanece
constante y la curva en esta fase es una linea paralela al eje de las X. En esta fase
no hay duplicacion celular. Esta fase puede o no presentarse.

2. Fase latencia, lag o de aceleracion positiva. En esta fase las células se adaptan a

las nuevas condiciones del medio; en ocasiones no se presenta esta fase. Este
16



retraso puede deberse a que las células agotan diferentes coenzima u otros
constituyentes y para su re-sintesis necesitan cierto tiempo.

3. Fase exponencial de crecimiento. En esta fase se lleva a cabo la duplicacién
celular, la velocidad de tiempo varia segun la cepa y las condiciones ambientales. El
incremento de los organismos es constante.

4. Fase de aceleracion negativa. La duplicacion celular se sigue llevando a cabo;
aunque el incremento celular decrece.

5. Fase estacionaria. El incremento celular cesa; puede deberse o al agotamiento
de nutrientes o a la acumulacion de metabolitos tdxicos.

6. Fase acelerada de muerte. En esta fase el nimero de bacterias comienza a
disminuir, al principio es lentamente aunque incrementa rapidamente el nimero de
las bacterias muertas.

7. Fase de muerte. Durante esta fase la disminucién celular es constante. En esta
fase se presenta un declive que algunas veces se acompana de lisis celular, cabe

aclarar que no siempre se puede ver en el microscopio pero la viabilidad disminuye

lentamente.
Curva de crecimiento bacteriano
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Figura 8. Cinética de crecimiento bacteriano
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MEDICION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

Para evaluar el crecimiento de las bacterias se debe realizar una valoracion
cuantitativa, las propiedades mas medidas son la masa celular o el nimero de

células®

¢ Determinaciéon de la masa celular. Ningin método puede diferenciar entre las
células vivas y las muertas de la masa total.

1. Determinacion por peso seco. Se separan las células del medio, se secan y se
pesan; el peso seco suele ser entre el 22-25% del peso humedo. Desventaja: es dificil
de pesar con exactitud menos de 1 mg.

2. Método 6ptico. Se determina la cantidad de luz que pasa a través de una
suspension de células usando un espectrofotémetro; la reduccion de la cantidad de luz
transmitida como consecuencia de la difraccién es una medida de densidad celular.
Ventajas: es rapido.

e Determinacion del niumero de células. Por algunos de estos métodos es posible
diferenciar a las células vivas de las muertas.

1)  Conteo microscopico directo. Se cuenta la cantidad de células individuales con
un microscopio, empleando camaras de recuento como la Petroff-Hausser o el
contador de Coulter. Desventaja: es tedioso y poco practico para una gran cantidad de
muestras, es sensible (minimo 10° células presentes).

2) Conteo de células viables. Se determina la cantidad de células que son
capaces de dividirse y formar colonias. Se utilizan dos métodos:

a) conteo de placa servida ( vaciado en placa o siembra en profundidad)
el agar se mezcla con la suspensién bacteriana y se sirve. Una desventaja de este
método es que los organismos dafiados por el leve calentamiento no se pueden contar.

b) conteo de placa extendida ( de superficie) una muestra se coloca en
una placa con el medio y se extiende.

Ventajas: el conteo en placa es muy sensible, permite la identificacion positiva del

organismo y puede ser identificado taxonémicamente; desventajas: en suspensiones
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muy densas se requiere hacer diluciones puesto que debe haber menos de 300

colonias por placa, ademas no existe un agar especifico para cada bacteria.

2.32.CUANTIFICACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO

ANTIMICROBIANOS.

Un agente antimicrobiano es una sustancia quimica que destruye o inhibe el
crecimiento de los microorganismos. Los productos naturales que son agentes
antimicrobianos se denominan antibiéticos y la mayoria son producidos por los

microorganismos.

Los agentes que matan a los microorganismos reciben el nombre de agentes “cidas”
: bactericidas, fungicidas, etc. Cuando un agente “cida” tiene un amplio espectro de
organismos blancos se le llama germicida. Se dividen en antisépticos y desinfectantes;
los primeros son suficientemente suaves para ser aplicado a la piel o mucosas y los
segundos no es segura su aplicacion por lo tanto se aplica a objetos inanimados.

Aquellas sustancias que no matan sino solo inhiben la proliferaciéon se denominan
“estaticos”: bacteriostaticos, fungistaticos, etc. Un agente “estatico” debe estar presente

continuamente en el producto y en consecuencia no debe ser toxico.

Una caracteristica importante de un antimicrobiano es su toxicidad selectiva, es
decir; que es mas efectivo contra el microbio y no con el huésped ya sea animal y
vegetal®.

ANTIMICROBIANOS NATURALES

En la naturaleza existen muchos compuestos que poseen actividad antimicrobiana
m

Enzimas y proteinas.

e Conalbuminas inhibe bacterias gram (+ ) y gram (-)con menor efectividad en las
bacterias gram (-)



o Lactoferrina de la leche bovina es capaz de unirse a dos atomos de hierro por
molécula por lo que inhibe a B. stearothermophilus como resultado de la quelacion de
iones de hierro, calcio y magnesio.

e La lisozima presente tanto en leche como en huevo cataliza la hidrélisis de
enlace B(1,4) entre la capa de peptidoglicano de la pared celular de las bacterias. La
lisozima es mas activa contra bacterias gram (+) particularmente con las termofilicas
formadoras de esporas.

« Lactoperoxidasa. Se encuentra naturalmente en la leche de bovinos. Cuando
se combina con tiocianato y peroxido de hidrogeno, se produce un sistema
antimicrobial. El sistema de lactoperoxidasa actua principalmente contra Lactobacillus y
Streptococcus ssp.

Acidos organicos.

« Acido citrico se encuentra presente en gran variedad de frutos, especialmente
en citricos. Este es efectivo para bacterias termofilicas. La actividad antibacteriana se
debe a la quelacién de iones metalicos esenciales para el crecimiento microbiano.

o Acido succinico. Se encuentra en brécoli y esparragos y varios quesos
fermentados y vegetales. Inhibe algunas bacterias.

« Acido maélico. Se encuentra en frutas y vegetales. Inhibe levadura y algunas
bacterias, probablemente actia por una disminucion del pH.

o Acido tartarico. Se encuentra en uvas y pifia. Su actividad antibacteriana se
atribuye a la reduccién del pH.

« Acido benzoico. Se encuentra en arandanos, ciruela, frambuesa y clavos de
olor. Es usado como agente antifingico en bebidas de fruta, productos de fruta,
productos de panaderia y margarina. La molécula se difunde en la membrana del
microorganismo, donde se ioniza , causando la acidificacion del interior de la célula

. A(_:ido lactico. Se encuentra en productos fermentados ( no se encuentra
naturalmente en el alimento) encurtidos, aceitunas y algunas carnes y quesos. Inhibe el
crecimiento de bacterias formadoras de esporas a pH de 5, pero no afecta el
crecimiento de levaduras y mohos.

e Acido propiénico. Se presenta en el queso suizo. Inhibe principalmente
levaduras y mohos.

Acidos grasos de cadena media.
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« Los acidos grasos de cadena media contienen de 12-18 carbonos, tienen mayor
actividad estatica que “cida”, son mas efectivos en bacterias gram (+). El largo de la
cadena, el grado de saturacién y la configuracién geométrica son factores que
determinan la toxicidad del acido. La forma disociada de los acidos es la responsable
de su actividad antimicrobiana. Se inhibe el transporte de la membrana, de lo que
resulta un deterioro nutricional en la célula. Se reporta que disminuye la captura de O».

Aceites esenciales de plantas

« El gjo, la cebolla y el poro; muestran actividad antimicrobiana. El componente del
ajo que muestra actividad bactericida es allicin.

Pigmentos y compuestos relacionados.

+ Alcaloides, fenoles, esteroides, taninos pueden tener actividad antimicrobiana
en arandano contra Saccharomyces boyancis

¢ Las antocianinas inhiben algunas bacterias; tienen un efecto sobre las enzimas
bacterianas.

Humulonas y lupulonas

¢ Ambos muestran actividad atimicrobiana las bacterias gram (-) y hongos son
menos sensibles a sus efectos de lo que son las gram (+).

Cafeina

¢ Se encuentra en granos de cocoa y café, tiene actividad antimicética contra
Aspergiflus y Penicillium ssp.

EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD

Existen varios tipos de pruebas para la evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana.
El efecto de un agente antimicrobiano se puede comparar con otro agente por medio
de la concentracion minima inhibitoria (MIC) . Algunas de las técnicas mas utilizadas
son:

* Macrodilucién en caldo. Se preparan diluciones seriadas del antimicrobiano en
caldo, después se agrega una suspension bacteriana. Se inocula cada tubo con una
suspension del microorganismo en estudio y se incuba por 18h a 35 °C. Por este
método se examina controlando la turbidez; con las ventajas y desventajas que esto
implica.
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e Dilucién en agar. Se inocula una suspensién de bacterias en una serie de
placas de agar , cada una con diferentes concentraciones del antimicrobiano.

¢ Difusién en discos. Se impregna el disco con el antimicrobiano e
inmediatamente se pone en contacto con la superficie humeda del agar, el agua sera
absorbida por el papel filtro y el antimicrobiano se difunde al medio. La concentracion
de antimicrobiano difundido en la interfase de crecimiento se conoce como
concentracidn critica y se aproxima al MIC.

e Microdilucién en caldo. El procedimiento para microdilucion es similar al de
macrodilucién, pero la susceptibilidad microbiana se determina en unos microtubos en
una placa plastica. La ventaja es que se usan pequerfios volumenes de reactivos y se
manejan gran numero de bacterias; pero la gran desventaja es que se requiere de

mucho trabajo para la preparacion de las placas.®

Existen ciertos factores que se deben de controlar durante las pruebas de
susceptibilidad como:

+ Se normaliza a pH fisiolégico (7.2 - 7.4)

e E| caldo y agar Muller — Hinton ha sido seleccionado para los aislamientos
bacteriolégicos aerobios y anaerobios facultativos.

o Los cationes divalentes ( Ca *?, Mg *?) afectan los datos de susceptibilidad. Se
ha dicho que en Pseudomonas se afecta la permeabilidad de la pared celular.

e El pH puede disminuir si se usan incubadoras con CO; por la formacion de acido
carbénico.

e Se debe incubar a 35°C

CUANTIFICACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO.
Un parémetro de comparacién entre los diferentes agentes antibacterianos es el MIC
(Minimal Inhibitory Concentration) éste valor es la concentraciéon minima necesaria para

la inhibicién completa del crecimiento bacteriano. Entre méas potente sea el agente es

mas baja la concentracion de éste.
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EFECTO DE LOS ANTIBACTERIANOS EN EL CRECIMIENTO.

La manera mas precisa de observar el efecto de una sustancia quimica es agregarla
a una concentracion inhibitoria en un cultivo y hacer un muestreo en cuanto a su
viabilidad®.

En la figura 9 se pueden observar tres tipos de efectos:

1. Bacteriostaticos. Inhibe el crecimiento pero no causa la muerte. Estos agentes
regularmente inhiben la sintesis proteica y actian uniéndose a los ribosomas.

2. Bactericidas. Evitan la proliferacion inducen a la muerte pero no producen lisis

celular.
3. Bacterioliticos. Producen lisis celular, regularmente se observa turbidez después

de que se agrega dicha sustancia.

Conteo directo
% 4 2 £y 3
2| // Conteo de tiabilidad =| / ~
-] I [
gl 3 3
3
Tiempo Tiempo Tiempo
(1) Bacteriostatico (2) Bactericida (3) Bacteriolitico

Figura 9. Efecto de agentes antibacterianos. '

2.4 ANTECEDENTES DE QUITOSAN COMO
ANTIMICROBIANO

La actividad antimicrobiana del quitosan ha sido estudiada desde varios afos atras.
el modo de accion definitivo de este polimero, no ha sido determinado aun. La actividad

antimicrobiana del quitosén abarca tanto mohos y levaduras como bacterias.

Por sus caracteristicas el quitosan se puede considerar como un agente

antimicrobiano catiénico.
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Al probar su actividad antimicrobiana no solo se han hecho estudios sobre quitosan

sino también en algunos derivados.

2.41.QUITOSAN COMO AGENTE ANTIFUNGICO

El efecto del quitosan en comparacion de Roval® en la descomposicién de la fresa
fresca debido a la accién de Botrytis cinerca y Rhizopus sp. ' Demostré que es mas
efectivo el quitosan ya que en un periodo de almacemanamiento de 29 dias con
Roval® se descomponen un 33% y con quitosan de un 22-19%.

El efecto fungistatico del quitosan se puede atribuir a la habilidad de quitosan a
inducir a las enzimas como la quitosanasa y B-1,3-glucanasa y fitoalexinas o una

combinacién de ambas. (%

Ademas el quitosan otorga un efecto de firmeza, acidez, y retarda la sintesis de
antocianinas de la fresa, almacenadas a 4 °C‘'%.

Con el tomate también tiene algunos efectos benéficos como la disminucién de la
produccién de etileno y CO, ademas mejora la firmeza y se desarrolla mas

rapidamente el color, debido a una modificacién endégena de O;, COz y CzHa.

Se han propuesto dos modos de accion del quitosan para la inhibicién del
crecimiento:

1. La naturaleza policatiénica interfiere con la carga negativa de las macromoléculas
residuales de la pared celular. El quitosan y otras poliaminas interactuan con la
membrana celular alterando su permeabilidad. Estudios sobre absorcién de UV indican
que el quitosan causa una fuga considerable de material proteico de Pythium
paroecandrum a pH de 5.8.%

2. El otro mecanismo envuelve la union de quitosan con DNA inhibiendo la sintesis
de mRNA. Se ha propuesto que cuando el quitosan es liberado de la pared celular de

' Funguicida comercial: Iprodiona
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hongos patégenos, por enzimas hidroliticas de la planta huésped; el quitosan penetra

el nucleo del hongo e interfiere con la sintesis de MRNA y proteinas.

2.42 QUITOSAN COMO AGENTE ANTIBACTERIANO

Entre los agentes antibacterianos los cationicos han mostrado ser ampliamente
utiles para la desinfeccién externa y presentan varias ventajas sobre otros agentes
desinfectantes, como: gran actividad antibacteriana, espectros de actividad mayores,

elevado porcentaje de muerte y menor grado de toxicidad para células mamiferas. '®

“El sitio activo de biocidas de bajo peso molecular es la membrana citoplasmica en
las bacterias y el modo de accion es el siguiente:
adsorcién en la superficie celular de la bacteria
difusion a través de la pared celular
unién con la membrana citoplasmica
ruptura de la membrana citoplasmica
descarga de constituyentes del citoplasma como K*2, ADN y ARN y

~ 0 a0 TP

muerte celular” 8

Con polimeros cationicos mejora la adsorcion sobre la superficie celular, ya que la
carga de densidad de polielectrolitos de cadena simple aumenta con el peso molecular
(PM), lo que favorece la union con la membrana citoplasmica De acuerdo con
resultados experimentales se mostré que los procesos a, ¢ y d se ven mejorados por el
alto PM del quitosan, mientras que el proceso b se ve dafiado por el alto PM ('

Los biocidas policationicos incluyendo al quitosan pueden interactuar y formar
complejos polielectrolitos con polimeros &cidos producidos en la superficie celular de la

bacteria. ('®

Este efecto sobre la actividad antibacteriana y antifingica a partir del PM se ha
abordado por diferentes autores y se ha concluido que:
| El quitosan con PM de 10,000 a 100,000 puede ayudar a retardar el crecimiento

bacteriano.
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II. Con un PM de 220 000 la actividad antibacterial es mas activa.
Il Quitosan con PM de 9300 provoca un retraso en el crecimiento de E. coli,

mientras que quitosan con un peso de 2200 acelera el crecimiento. ('

Dietilaminoetil-quitosan con un grado de desacetilacion de 0.73? fue probado como
agente antibacteriano sobre S. aureus (ATCC 6538P) y E. coli (ATCC 14339) con
concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm , se mostrd mayor actividad
antibacteriana contra S. aureus que contra E. coli, estas diferencias pueden explicarse

por la diferencia en la estructura de las paredes celulares. '®

Tres sales cuaternarias de amonio derivadas de quitosan: N,N,N- trimetil quitosan,
N-N- propil-N,N-dimetil quitosan y N- furfuril- N,N-dimetil quitosan, fueron probadas
como agentes antibacterianos, con tres diferentes PM y se determiné la MIC y la
concentracion minima bactericida. “La actividad antibacteriana contra E. coli de N-N-
propil-N,N-dimetil quitosan es mayor que la de N,N,N- trimetil quitosan demostrando
gue la cadena larga de alquil afecta fuertemente la actividad antibacteriana de los
derivados de quitosan concordando con lo dicho en los estudios de Kim "® En este

caso se muestra una mayor actividad de las sales de quitosan que del mismo quitosan.
(16)

La actividad antibacteriana contra E. coli fue afectada por el pH; esto puede
explicarse por fenémenos de protonacion de NH, cuando el pH es bajo el grupo amino
en el C; puede ser protonado, lo cual favorece la interaccion con la superficie negativa
de la bacteria. ('

El efecto inhibitorio de quitosan sobre el crecimiento de algunas bacterias presentes
en la carne tales como: Pseudomona fragi, S. aureus y Bacillus subtilis fueron inhibidas
por 0.01% de quitosan, siendo E. coli la mas resistente a diferencia de las otras
bacterias y se inhibié con 0.1% ©

El crecimiento microbiano produce cambios organolépticos indeseables en la carne

durante el almacenamiento. Peliculas basadas en quitosan ( quitosan/acido acético,

? Estimado por areas relativas de sefiales de H-NMR (18)
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quitosan/acido acético/acido laurico y quitosan/acido acético/cinamaldehido) redujeron
el crecimiento de enterobacterias sobre la superficie de pastrami durante con 21 dias
de almacenamiento; con estas peliculas en Bologna se llegd a una completa

inhibicion de los microorganismos.??

Uno de los efectos del quitosan sobre las bacterias es el aglutinamiento. Con bajas
concentraciones (0.1mg/ml) de quitosan se une a la carga negativa de la superficie de
la bacteria y causa aglutinacion. A altas concentraciones (2-5 mg/ml) el gran numero de
cargas positivas, han impartido una carga neta positiva a la superficie de la bacteria
para asi mantenerla en suspension.

Un estudio sobre E. coli donde se midid la pérdida de B-galactosidasa como
componente estructura de la bacteria; se encontré que la mayor parte de la perdida de
la enzima fue con una concentracién de 0.1 mg/ml de quitosan que coincide con un
mayor aglutinamiento y el maximo efecto antibacteriano en el estudio. Esto sugiere que
el efecto antibacteriano se debe a la pérdida de material intracelular. A bajas
concentraciones el quitosan puede haberse unido a la superficie de la bacteria para

distribuirse en la membrana celular y causar la muerte celular®.

El quitosan y tres quitooligosacaridos hidrolizados de alto, medio y bajo peso
molecular mostraron un efecto inhibitorio significativo. El quitosan es muy efectivo en la
inhibicién de E. coli aunque su concentraciéon requerida para la completa inhibicion
varie de acuerdo al grado de acetilacion, peso molecular y grupos funcionales.

En algunos casos el derivado de quitosan puede aumentar o disminuir su efecto

antibacteriano, en el caso de los quitooligosacaridos el efecto se vio disminuido.™

2.5.GENERALIDADES DE Staphylococcus aureus

Es un organismo procarionte, tiene forma esférica por lo que podemos decir que es
un coco, en una tinciéon de gram nos da una coloracion violeta por lo que es gram (+).
Es una bacteria aerobia facultativa. La coloraciéon de las colonias van del amarillo

palido al naranja dependiendo el agar en el que se encuentren.®
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En el caso de intoxicacion por los alimentos contaminados con esta bacteria se
relaciona directamente con la enterotoxina que produce, cuyas reacciones son:
nauseas, vomito y diarrea.. Los alimentos que mas facilmente pueden contaminarse
son los flanes, pudines y postres horneados rellenos de crema, aves, huevo, carne y

sus derivados, salsas y aderezos cremosos.

Para prevenir es recomendable refrigerar los alimentos, ya que la bacteria no se
reproduce en frio; pero si la toxina se produjo durante la elaboracién ésta no se inactiva

ya que es bastante estable al calor.®

2.6.GENERALIDADES DE Escherichia coli

Es un organismo procarionte, anaerobio facultativo. Pertenece a la familia
enterobacteriaceae los cuales son bacilos gram (-), los grupos celulares estan solos o
en pares y algunas poseen flagelos son peritricos. Es oxidasa negativo, reducen

nitratos a nitritos y no requieren , ni en su desarrollo NaCl. Es fermentador de glucosa.

E. coli en el intestino grueso su tiempo de generacién es de 12 h (2 duplicaciones
por dia) y en cultivo de 20-30 min (= 48 duplicaciones por dia) Es capaz de crecer en

lugares con diversas fuentes de carbono. @
Es poblador del tracto intestinal del hombre y del los animales, la contaminacién con

esta bacteria en alimentos puede ser en: ensaladas mixtas, carne, aves, pescado o

alimentos elaborados con poca higiene. @
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3.0BJETIVOS

3.10BJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana de quitocarbamatos a través de la cinética de

crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

3.2.0BJETIVOS PARTICULARES

3.21.0BJETIVO PARTICULAR 1
Evaluacion de la actividad antibacteriana de quitometilcarbamato vy

quitoetilcarbamato, a tres diferentes pH y con cuatro concentraciones diferentes en

cultivo liquido contra Staphycoccus aureus.

3.22.0BJETIVO PARTICULAR 2

Evaluacion de la actividad antibacteriana de quitometilcarbamato vy
quitoetilcarbamato, a tres diferentes pH y con cuatro concentraciones diferentes en

cultivo liquido contra Escherichia coli.
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4.METODOLOGIA
4.1.ACTIVIDADES

La parte experimental de la tesis se desarroll6 en el laboratorio de biotecnologia de

la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Los compuestos utilizados en la experimentacion fueron otorgados por el Dr. Galo
Cardenas de la Universidad de Concepcion, Chile. Los derivados de quitosan que se
utilizaron son quitometilcarbamato y quitoetilcarbamato obtenidos de quitosan con un
peso molecular de 58, 000 g/mol y un grado de desacetilacion de 84%, los cuales se

conservan en los derivados.

Las bacterias que se utilizaron son de colecciéon : Escherichia coli ATCC 8739 y
Staphylococcus aureus 25922

4.41 PREPARACION DEL INOCULO

Se prepararon 60 ml de caldo nutritivo estéril®. Se inoculé con una colonia de la cepa
; tanto de E. coli 8739 como de S. aureus 25922. Se mantuvo en un agitador rotatorio
New Brunswick a una velocidad de 150 rpm, a 37°C + 2, por 20-24 h. Este fue el

inéculo que se utilizdé para iniciar las cinéticas.
4.42. SOLUCIONES PATRON DE QUITOCARBAMATOS Y QUITOSAN.

Se prepararon soluciones de quitosan, quitometilcarbamato y quitoetilcarbamato, en
las cuales cada 20 ml de éstas contenian 500 ppm del compuesto, a cada solucién se
le ajustd el pH a 4.5, 5.5 y 6.5 con cada uno de los compuestos, como lo indica la tabla
5

3 Véase formulacion en apéndice 1
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A partir de las soluciones patron se adicioné a cada uno de los matraces de las
cinéticas la cantidad correspondiente a 500, 250, 125 y 62.2 ppm de cada uno de los

compuestos para iniciar la cinéticas.

Tabla 3. Ajuste de pH de las diluciones de quitosan y quitocarbamatos.

Concentracién
500ppm 250 ppm (125 ppm |62.5 ppm
Compuesto
Quitosan 45|55|6.5(45(55|6.5/4.5(5.5|6.5|4.5|5.5|6.5

Quitometilcarbamato 45|55(6.5/45(55|6.5(/45|55[6.5|/4.5|55|6.5
Quitoetilcarbamato 45155|6.5|145|5.5|/6.5|45|55|6.5|/45|55|6.5

4.43.CINETICAS DE CRECIMIENTO

La evaluacién de la actividad antibacteriana se realizé mediante un cinética de
crecimiento, evaluandose asi el efecto de los derivados, se tomé como control positivo
a el quitosan y como control negativo se utilizé agua al pH correspondiente. (véase

cuadro metodologico, figura 10)

Las cinéticas se llevaron a cabo de la siguiente manera: En matraces de 500ml con
la cantidad correspondiente de la solucion de quitosan, quitometilcarbamato y
quitoetilcarbamato y 10 ml del inéculo completando un total de 250 ml. La cinética de
crecimiento se siguié tomando una muestra de caldo de cultivo cada hora hasta
completar 5 horas, a una temperatura de 37°C +2 con agitaciéon constante dentro de
agitador rotatorio New Brunswick a una velocidad de 150 rpm. De las muestras se
hicieron diluciones décuples de 1 ml en tubos de ensaye con solucion salina fisiologica
al 0.85% . Después se sembraron 100 pl por siembra en superficie en placas con agar
Muller-Hinton* para S. aureus 25922 y agar McConkey® para E. coli 8739, éstas se
dejaron incubar por 18-24h y se realiz6 un conteo de células viables, los datos se
analizaron y graficaron, para obtener la velocidad de crecimiento de los

microorganismos a diferentes condiciones de pH y concentracion.

4 Véase formulacién en apéndice 1
5 Véase formulacién en apéndice 1
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5.RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron utilizadas dos bacterias pertenecientes tanto al grupo de los gram
positivos, como al de los negativos; estas bacterias tienen diferencias basicas en su
pared celular; el propésito de haber elegido estas bacterias fue ver el

comportamiento de los quitocarbamatos con cada una de ellas.

5.1.PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PATRON

Los quitocarbamatos utilizados en la experimentacién son derivados de quitosan
con un grado de desacetilacion (GD) de 84% y un peso molecular (PM) de 58000
g/mol. © La modificacion de las propiedades del quitosan por medio de radiaciones
provocaron el mejoramiento de su actividad antimicrobiana, cuando este fue
irradiado a 100 KGy. La disminucion de la viscosidad del quitosan indica la
degradacién del polimero y una disminucion en su PM.? Se ha comprobado que las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del quitosan influyen en sus
propiedades; y el PM y GD son de los aspectos mas importantes ©?73". Ademas el
grado de acetilacién tiene un papel clave en la adhesion y proliferacion celular; ya
que con un mayor grado de acetilacién sobre peliculas de quitosan menor es la
proliferacién celular ©.

Para la preparacion de las soluciones de quitometilcarbamato y el
quitoetilcarbamato solo fue necesario agitacion para disolverlos en agua con un pH
de 2.52y 2.86 respectivamente; pero en el caso de quitosan fue necesario adicionar
1 6 2 gotas de &cidos acético para la completa disolucion hasta obtener un pH de
4.0. El efecto del acido acético es un incremento progresivo del grado de
protonacion, envolviendo asi, una solubilizacién progresiva hasta llegar a un

equilibrio:
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CH+COOH + H,0 « CH;C00™ + H30*

Cil-a) C.o
Chit - NH + H30™ > Chit NHy + H,0
(I-a)Cp Cpa

Donde a’ es el grado de disociacién del acido acético, a es el grado de
protonacion del quitosan; Ca y Cp es la concentracion total de écido acetico y

polimero , respectivamente.®®

No fue necesario agregar grandes cantidades de acido acético ya que con un
grado de desacetilacién tan alto hay varios grupos amino disponibles para

protonarse®

5.2.MEDICION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
QUITOCARBAMATOS

La medicion de la actividad antibacteriana se determiné mediante un conteo de
células viables en placa extendida. En los matraces con el caldo de cultivo se

observé lo siguiente:

1. El quitosan y los quitocarbamatos por si, generaban turbidez en el caldo
2. Durante la cinética de crecimiento se presentaron floculaciones y/o

precipitados en la diversas concentraciones
Dichos aglomerados fueron sembrados y se encontré que las bacterias no
estaban muertas, por lo tanto con la metodologia se consiguié comprobar que tanto

en las floculaciones como en los aglomerados la bacteria aun estaba viva.

Algunos autores '5%2%) han medido la actividad antibacteriana del quitosan a
través de la absorbancia y la turbidez. Con esta metodologia se puede correr el
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riesgo de una lectura erronea, si los aglomerados no son dispersados

homogéneamente en la solucion.

Por este motivo el trabajo aqui realizado muestra el comportamiento

antibacteriano del quitosan y sus derivados por medio de una cinética de crecimiento

5.21.CINETICAS DE CRECIMIENTO EN S. aureus A DIFERENTES
pH.

En la figura 11 se muestra la cinética de crecimiento de S. aureus 25922 en el
caldo de cultivo por la adicion de diferentes volimenes de agua a pH de 5.5. Como
puede observase el efecto no muestra un cambio significativo en el crecimiento del

microorganismo.

Controles [=—0ml _—e—25ml 10ml__ —»—20ml 5ml |
75 | ‘
, F o M——..
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Figura 11. Cinética de crecimiento de S. aureus 25922 con diferente volumen de agua a pH 5.5.

La desviacion estandar (DE) que se obtuvo a partir de estos datos en cada hora
se reportan en la tabla 6. Como puede verse la mayor desviacion estandar se

presentd en la hora cero, es posible que se deba a que la bacteria se adapto a las



diferentes condiciones ambiéntales, sin embargo esta desviacion no se tomé como

considerable.

Tabla 4. Desviacion estandar.
Hora DE
0.11
0.06
0.06
0.07
0.06

o

Bl W N =

QUITOMETILCARBAMATO VS S. aureus 25922.

En la figura 12 se graficaron la variacién del crecimiento de S. aureus 25922 con
pH 4.5 con distintas concentraciones de quitometilcarbamato (QMC); asi como su

control negativo.

Durante las primera hora se puede observar que el crecimiento se ve disminuido,
sin embargo a partir de la segunda hora se comenzaron a presentar floculaciones.
Con las concentraciones mas bajas (62.5 y 125 ppm) no hubo precipitacion , con la
concentracion de 500 ppm las floculaciones precipitaban en aproximadamente 10
min.; a ésta concentracién no es posible responder si efectivamente existe algin tipo
de inhibicion. En el caso de las concentraciones menores se aprecia una
disminucion de hasta casi un ciclo logaritmico en la quinta hora con respecto al
crecimiento del control negativo (control), como se puede observar en el grafico (Fig.
12). Sin embargo, las bacterias que se floculan no estaban muertas es por esto el
comportamiento irregular con 500 ppm de QMC.
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Figura 12. Variacién del crecimiento de S. aureus 25922 con QMC a pH de 4.5
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Figura 13. Variacién del crecimiento de S. aureus 25922 con QMC a pH 5.5

La figura 13 representa el crecimiento de QMC a pH de 5.5, a pesar de que en
esta ocasion, también se presentaron floculaciones. La formacion del floculo fue mas
perceptible a pH de 4.5; sin embargo estos fléculos eran de menor tamafio y no
precipitaban y la alicuota contenia floculos. También en este caso se pudo observar
que existio una inhibicion del crecimiento en las diferentes concentraciones; aunque
de solo 0.5 ciclo logaritmico en las concentraciones mas bajas.
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En el caso de pH 6.5 (Fig. 14) el crecimiento bacteriano durante las primeras dos
horas disminuye en las concentraciones mas altas, sin embargo a partir de la tercera
hora su crecimiento es incluso mas acelerado que el control negativo con las
concentraciones de 125, 250 y 500 ppm y no asi con la concentracion de 62.5 ppm
en donde si se observa un crecimiento, pero es similar a el control.

En este caso, por el contrario el crecimiento de la bacteria se vi6 favorecido por el
QMC claro que durante las primeras hora se adapta a las nuevas condiciones
ambientales.

A diferencia del pH de 4.5 y 5.5, con pH de 6.5 las floculaciones no fueron
perceptibles, aunque el caldo estaba turbio y si se not6 mayor claridad con la
concentracion mas alta.

Con este compuesto las floculaciones cuanto mas bajo era el pH las floculaciones
precipitaban mas facilmente.

log UFC/ml

{01 Control 01625 ppm (1125 ppm 1250 ppm £1500 ppm | Horas

Figura 14. Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con QMC a pH 6.5

QUITOETILCARBAMATO VS S. aureus 25922

Cuando se utilizé quitoetilcarbamato (QEC) con las cuatro concentraciones y pH
4.5 (Fig. 15) las floculaciones fueron finas y precipitaban en aproximadamente 5min,
aunque no quedaba el caldo completamente claro.
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Figura 15. Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con QEC a pH 4.5

Como puede observarse el comportamiento es irregular y no se observa
inhibicion en el crecimiento a excepcién de la mayor concentracion (500 ppm). Por el
contrario se ve mayor crecimiento, sin embargo en este caso no se puede asegurar
que se vea favorecido el crecimiento ya que cuando se sembré el precipitado se
presentd crecimiento bacteriano. Ademés y nuevamente la bacteria esta viva en el

floculo.

<
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Figura 16, Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con QEC a pH 5.5

La figura 16 muestra el crecimiento de S. aureus 25922 con QEC a pH de 5.5.




El crecimiento de S. aureus 25922 como se muestra en la grafica continuo siendo
irregular, se presentaron aglomerados que precipitaban sino habia agitacion y
también hubo fléculos que permanecian en suspension, pero en este caso si se
pudo observar inhibicién del crecimiento durante la cinética.

"
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Figura 17. Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con QEC a pH 6.5

En la figura siguiente (Fig. 17) podemos ver que lejos de existir un efecto
inhibitorio hay un mayor crecimiento del microorganismo a partir de la tercera hora
esto pudo deberse a que la bacteria primero degrado los azucares del medio y
después comenzé degradar al QEC, de cualquier forma en este caso también hubo
precipitacién de las floculaciones.

Y a diferencia del fléculo formado con el QMC en los diferentes pH, éstos si
llegaban a precipitar aunque después de estar mas de 10 min sin agitacion, debido a
esto; para procurar evitar un comportamiento irregular debido a la captura de uno de
los aglomerados en la alicuota que se plaqueaba, se dejaron precipitar los
aglomerados y se tomo una alicuota sin el precipitado. Aunque cuando los
aglomerados eran muy finos tardaban mas de 15 min. en precipitar y eran
succionados al tomar las alicuotas. Existid una peculiar caracteristica en la
formacion de los aglomerados, ya que mientras mayor fue el pH la precipitacion de
los mismos era mas agil y ademas éstos eran mas gruesos; y por esta causas el
comportamiento a pH de 4.5 tuvo mayor irregularidad
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En otro estudio ®” de derivados: quitosan-glutamato y quitosan-lactato se obtuvo
un comportamiento bacteriostatico  disminuyendo 1 ciclo logaritmico en el
crecimiento, en este mismo estudio se obtuvieron aglomerados y se adjudica su
formacién a la posible carga negativa en la pared celular de la bacteria y como
consecuencia la unién del quitosan que es un polication. Por otro lado
quitooligosacaridos ' tuvieron un efecto bactericida sobre S. aureus con un MIC de
0.06%.

QUITOSAN VS S. aureus 25922

0 1 2 3 4 5

£ Control C162.5ppm 125ppm 0250ppm nsauppml Horas

Figura 18. Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con Qa pH 4.5

La figura 18 muestra el comportamiento durante la cinética de crecimiento de S.
aureus 25922 con quitosan. Como puede observarse hay menor crecimiento
mientras mayor es la concentracion; sin embargo no pademos decir que existe algin
tipo de comportamiento inhibitorio, ya que se formaron aglomerados los cuales
precipitaban y dejaban el caldo de cultivo claro, pero dichos aglomerados al ser
sembrados presentaron crecimiento por lo que se mostrd que la bacteria alin esta
viva. Mientras mas alta era la concentracion, los aglomerados eran mas grande y al
precipitar el caldo era mas claro.
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En el siguiente caso (Fig. 19) también se formaron aglomerados que causaron
comportamiento irregular , pero en este caso el caldo al precipitar los aglomerados

dejaban el caldo completamente claro, aunque los aglomerados eran mas finos.
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Figura 19. Variacion del crecimiento de S. aureus 25922 con Q a pH 5.6

Este comportamiento fue muy similar para el pH de 6.5 (véase figura 20).
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Figura 20. Variacién del crecimiento de S. aureus 25922 con Q a pH 6.5
Comparando al QEC con su control positivo el quitosan, el comportamiento es

similar, aunque con QEC caso los aglomerados son mas gruesos y por el
comportamiento podria decirse que actia como bacteriostatico; pero llegamos a la
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misma situacion: la bacteria en el aglomerado esta viva, sin embargo en el
sembrado del aglomerado la formacion de colonias fue mayor con las
concentraciones mas bajas pero esto puede deberse a dos causas: primero, a
medida que la concentracion aumentaba los aglomerados eran mas finos y el
aglomerado tomado por el asa de menor tamarno y segundo que en realidad exista

un efecto bacteriostatico del quitosan mientras mas alta fue la concentracién de este.

Tabla 5. Velocidades de crecimiento de S. aureus 25922,

Velocidad de crecimiento (h™)

Sustancia Qmc QEC Quitosan

pH 45 | 55 | 65 | 45 55 | 65 | 45 | 55 | 6.5
Conc.
Control |0.326 |0.322|0.327|0.308 (0.300 [0.326 |0.306 |0.323 |0.317
625ppm | C° C C |Aglom’| Aglom|Aglom|Aglom | Aglom | Aglom
125 ppm C C
250 ppm C C.
500 ppm |Aglom| C

Aglom |Aglom|Aglom|Aglom | Aglom | Aglom

Aglom |Aglom | Aglom|Aglom | Aglom | Aglom

Ol O O

Aglom |Aglom|Aglom|Aglom | Aglom [ Aglom

Por ultimo se muestra en la tabla (No. 5) siguiente la velocidad de crecimiento de
S. aureus 25922 obtenidas durante las cinéticas de crecimiento de los tres
compuestos, las cuatro concentraciones y los tres distintos pH. De esta manera se
abserva que el efecto del QMC con pH de 4.5 y 5.5 es bacteriostatico y a pH 6.5
practicamente no tiene un efecto inhibitorio.

Cuando S. aureus fue probada en carne adicionada con quitosan por Darmadiji ©
se observo disminucion en el crecimiento con concentraciones de 0.001%, 0.001%,
0.01%, 0.1% y 1% siendo inhibida con 0.01% de quitosan.

6 Existié crecimiento, pero no hubo aumento celular
7 Se presentaron aglomeraciones durante la cinética de crecimiento
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Se observd que autores como Wang observaron que con 1-1.5% de quitosan S.
aureus fue completamente inhibida en dos dias de incubacion con pH de 5.5y 6.5.
Mientras que Chang encontrdé que con 20.005 de quitosan fue suficiente para la

completa inhibicién de la bacteria®.

Los resultados obtenidos con el Q son similares a los datos de Chang como
Darmadji ademas coinciden en que se utilizan concentraciones cercanas a las

utilizada durante la experimentacién.

La diferencia en las concentraciones de la respuesta inhibitoria, puede deberse a

los distintos grados de acetilacion y PM del quitosan.®

El comportamiento de QEC es semejante al del quitosan, aunque el
comportamiento es mas bien como un agente floculante, que puede limitar el
crecimiento del microorganismo, de esta manera también se puede considerar

bacteriostatico.

Jeon y Park utilizaron quitooligosacaridos a partir de quitosan y encontraron que
mientras el efecto bactericida del quitosan fue de 99% el de los quitoologosacaridos
fue de 97-93% contra S. aureus."® Al igual que los datos obtenidos durante la
experimentacion se nota un mayor efecto antibacteriano en el quitosan.

5.22.CINETICA DE CRECIMIENTO DE E. coli 8739 A DIFERENTES
pH.
QUITOMETILCARBAMATO VS E. coli 8739

Al igual que con S. aureus 25922; el caldo de cultivo comenzé a presentar
floculacibn  desde la primera hora pero los aglomerados no precipitaron
inmediatamente con todas las concentraciones; con 62.5 ppm no hubo precipitacion
y pudo verse un crecimiento de la bacteria relativamente regular y a partir de la
tercera hora no hay aumento celular, lo que parece un comportamiento
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bacteriostatico por lo menos durante las 5 horas que se estuvo monitoreando la
cinética (Fig. 21). Con las concentraciones mayores el comportamiento es irregular ,
aungue con 500 ppm, se observé un menor crecimiento desde la hora cero. Esto
pudo deberse a dos causas, primero que el QMC realmente hay inhibido el
crecimiento o que debido a que los floculos precipitaban mas facilmente se hayan

tomado menos microorganismos en la alicuota.

i

_ - g r IH;_LE :

L} 1 2 3 4 L]

[ Control 062.5ppm D125ppm 0250 pom CS00ppm |  Horas

log UFC/ml
<

~

Figura 21. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con QMC a pH de 4.5
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Figura 22. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con QMC a pH de 5.5
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Con pH de 55 (Fig. 22) tanto 62.5 y 125 ppm no precipitaron. Con las
concentraciones mas altas el QMC tuvo un comportamiento irregular y aunque en el
gréfico pareciera que existe una disminucion en el crecimiento esto no puede
asegurarse ya que al resembrar los aglomerados estos si proliferaron y al igual que
con S. aureus 25922, mientras menor fue la concentracion la proliferacion fue

mayor.

En la figura 23 se observa que con las concentraciones mas altas existe una
disminucion en el crecimiento en las concentraciones de 250 y 500 ppm
particularmente, pero al sembrar los aglomerados precipitados, se obtuvo
proliferacion de la bacteria ; asi que no es posible asegurar que se estuvo
presentando inhibicién del crecimiento.

En el caso de pH de 5.5 y 6.5 la formacion de aglomerados que precipitaban
rapidamente no provoco tantas variaciones en el crecimiento, sin embargo asegurar
que existe algun tipo de inhibicion ya que no sabemos si al saturarse el QMC de la
cantidad de bacteria que aglomera esta crezca en las horas siguientes.

log UFCImI
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Figura 23. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con QMC a pH de 6.5
Por otro lado tampoco sabemos si la bacteria al estar aglomerada puede llevar a

cabo todas sus funciones de duplicacion o por cuanto tiempo puede permanecer

viva, lo Unico que sabemos es que en los aglomerados aun esta viva.
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QUITOETILCARBAMATO VS E. COLI 8739
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Figura 24. Variacion del crecimiento de E. coll 8739 con QEC a pH de 4.5

En el caso de QEC con pH de 4.5 ( Fig. 24) no se presentaron ni floculaciones, ni
aglomerados, haciendo mas facil el monitoreo del crecimiento. Como se puede
observar hubo una disminucién paulatina de la proliferacion de E. coli 8739 al
transcurrir las horas, lo que dio valores ilégicos en la p ( negativos); a partir de los
datos ( Tabla 8) obtenidos de la cinética de crecimiento.

log UFC/mI
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Figura 25. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con QEC a pH de 5.5
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En el caso de pH 5.5 ( Fig. 25) exceptuando la concentracion de 62.5 ppm
ninguna de las demas concentraciones presentdé aumento celular y alin asi en este
caso el crecimiento se ve notablemente disminuido, en este caso si se puede
asegurar que el QEC tiene un efecto bacteriostatico, por lo menos durante el periodo
que durd la cinética.
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Figura 26. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con QEC a pH de 6.5

En el caso de p H 6.5 (Fig. 26) el comportamiento fue muy similar al pH 5.5 y al
igual la concentracién menor fue la Unica en no disminuir el desarrollo bacteriano
pero la diferencia es que durante las cinco horas de cinética no hay aumento celular
solo se mantiene, por lo tanto el comportamiento es bacteriostatico.

Con QEC el aumento celular es mayor cuando el pH es mas alto y la
concentracion menor; mientras que en las demas concentraciones el efecto es
bactericida durante el tiempo de duracion de la cinética.

QUITOSAN VS E.coli 8739

El comportamiento del control positivo, es decir del quitosan contra E. coli 8739
a pH de 4.5 se muestra en la figura 27. El efecto fue completamente bactericida
desde la hora cero.
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Figura 27. Variacion del crecimiento de E. coli 8739 con Q a pH de 4.5

El comportamiento del quitosan con pH de 5.5 y pH de 6.5 (Fig. 28 y 29) fue
bactericida.
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Figura 28. Variacion del crecimiento de E. coli 8739 conQapHde 5.5
Con respecto a los quitocarbamatos, el quitosan sobre E. coli tiene un

comportamiento completamente bactericida y podemos observar que mientras mas
bajo fue el pH el efecto bactericida fue mas drastico.
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Otra diferencia notable es que su efecto “cida” es desde el momento en que se
aplica, ya que desde la hora 0 el crecimiento se ve radicalmente disminuido, sino es
que totalmente inhibido segun la concentracion; siendo las mas baja las unicas que

presentaron bajas proliferaciones; esto, sobre todo al pH mayor.

En otras palabras, mientras mas concentrado esta el quitosan fue mas drastico el
efecto bactericida y a menor pH el efecto se mejoro.

4
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Figura 29. Variacién del crecimiento de E. coli 8739 con Q a pH de 6.5

Darmadiji encontré que E. coli fue mas resistente al la accion del quitosan y fue
inhibida al 0.1%, en comparacion con S. aureus que se inhibié a 0.01%.

Mientras que los datos de Wang expresaron que mientras que S. aureus para una
completa inactivacion fue de 1.0-1.5% de quitosan con E. coli fue de 0.5-1.0.%®

Estos ultimos datos coinciden con los obtenidos en la experimentacion en cuanto
a que E. coli es menos resistente al quitosan que S. aureus.

Los quiooligosacaridos sobre la E. coli utilizados por Jeon y Park inhibieron el
crecimiento al 0.1% de quitosan; aunque para una inhibicion efectiva la
concentracion depende del grado de acetilacion, peso molecular y grupos
funcionales. La actividad bactericida fue de nuevo mayor con el quitosan ya que este
tuvo un 99% y los quitoologosacaridos de 98-51%'.
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La reduccion en el actividad de E. coli después de una hora con quitosan (2
mg/ml, pH 5.8) fue de 1 ciclo logaritmico. La maxima inhibicion del crecimiento asi

como la mayor formacién de aglutinamiento fue con una concentracion de 0.1 mg/ml
(30)

Simpson reporté que para una completa inhibicion se requiere una concentracion
de 20.0075% de quitosan. La variacion de la concentracion del quitosan existente en
los diversos estudios se debe a el grado de acetilacion y el peso molecular del

quitosan utilizado'>%®.

En la siguiente tabla (8) se muestra las velocidades de crecimiento que se

obtuvieron en las cinéticas.
Tabla 6. Velocidad de crecimiento de E. coli 8739

Velocidad de crecimiento (h™)

pH QmMmCc QEC Quitosan
Conc. 4.5 5.5 6.5 4.5 5.5 6.5 4.5 5.5 6.5
Control |[1.290 [1.057 [1.041 |1.025 [1.017 [0.971 [1.021 |1.014 [1.014
62.5 ppm |C° c Aglom® |C c NP® NP NP NP
125 ppm |[Aglom |Aglom [Aglom |NP NP NP NP NP NP
250 ppm |Aglom |Aglom |Aglom |[NP NP NP NP NP NP
500 ppm |Aglom |Aglom [Aglom |NP NP NP NP NP NP

Jeon y Park afirman que tiene mayor efectividad el quitosan y los
quitooligosacaridos sobre bacterias gram positivas que sobre las negativas @ sin
embargo si se toma en cuenta que lo que se midid6 en dicho estudio fue la
absorbancia (640 nm) y no un conteo y lo que implicd esto (por la formacién de
aglomerados), dicha afirmacién no resulta ser tan valida. También cuando el

8 Existio crecimiento, pero no hubo aumento celular
9 Se presentaron aglomeraciones durante la cinética de crecimiento
10 No hay proliferacion
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quitosan fue probado con carne  por Darmadiji la E. coli presenté mas resistencia al
quitosan (0.1%) que S. aureus (0.01%), pero la situacion es la misma no se realizd
un conteo y no se menciona si se formaron aglomerados.

La actividad de inhibicion de quitosan sobre los gram (-) se debe a su estructura y
propiedades quimicas; ya que como un macromolécula , el quitosan es incapaz de
pasar la membrana externa de los gram (-), puesto que la funcién de esta es servir
de barrera. El rasgo distintivo de que el quitosan en su grupo amino del C-2 tenga
carga positiva, le da un caracter policationico y puede suponerse la interaccion con

los componentes aniénicos de la superficie de los gram(-). '?

En un estudio sobre derivados de quitina concluyeron que ésta era mas efectiva
contra S. aureus que contra E. coli y basaron esto en las diferencias basicas que
existen en las paredes celulares de ambas bacterias por ser gram positiva y
negativa, respectivamente. La pared celular de las gram positivas esta compuesta
de una sola capa de peptidoglicanos, es relativamente gruesa, sin embargo las
redes que |la forman son bastante porosas, lo que permite que moléculas extraias
penetren sin mayor dificultad. Mientras que las gram negativas tienen una
membrana externa con una estructura similar a la membrana citoplasmica y esta

estructura de bicapa es una barrera contra moléculas extrafias '®
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6.CONCLUSIONES

Con el uso de la metodologia para medir la actividad antibacteriana de los

quitocarbamatos se encontraron ventajas:

¢ Primero se aplica un método mas confiable en la recoleccion de datos en la
cinetica de crecimiento bacteriano; esto es el conteo directo por sembrado en
superficie.

¢ Ademas se elimina el error de lectura si se midiera la turbidez en el medio
donde se desarrolla la bacteria, debido a que los quitocarbamatos y el quitosan
promueven la floculacién de los microorganismos.

Como un primer acercamiento para evaluar la actividad antibacteriana de los

quitocarbamatos se encontro que:

e |os quitocarbamatos no provocan mejoran la inhibicion bacteriana del
quitosan. Esto confirma que la carga eléctrica que porta el grupo amino es la que
actia sobre la membrana de las bacterias.

¢ Mientras mayor fue el pH de la solucién esta actividad se ve disminuida. Ya
que nos acercamos al pk de polimero y su carga neta se neutraliza.

* El comportamiento del quitometilcarbamato es mas bien “bacteriostatico” con
ambas bacterias, mientras que el comportamiento de quitoetilcarbamato es
bacteriostatico con S. aureus y bactericida con E. coli, siendo este ultimo el mas
semejante al comportamiento del quitosan.

Para futuras estudios sobre los compuestos se pueden sacar varias propuestas

sobre este tema:

¢ Alargar la medicion para ver todas las fases de la curva de crecimiento y asi
obtener la velocidad de crecimiento desde que inicia la fase logaritmica.
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e Estudiar con mayor profundidad los aglomerados obtenidos a partir del uso de
los quitocarbamatos y asi comprobar si existe un comportamiento antibacteriano y
no sélo como floculante.

e Comprobar si el efecto que tuvieron con E. coli lo tienen con otras bacterias del
mismo grupo e igualmente con las gram positivo.

¢ Proponer al quitosan para una certificacion de S.S.A. para uso alimentario
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8. APENDICES

8.1.Apéndice 1:COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE
CULTIVO

Estos fueron los medios de cultivo utilizados durante la experimentacion:

Agar Muller Hinton marca Merck

Para 1000 ml de agua destilada
Componente Gramos
Extracto de carne de res 2.000
Acido de caseina 17.500

hidrolizada
Almidén 1.500
Agar 17.000

Agar Mac conkey marca Bioxon

Para 1000 ml de agua destilada
Componente Gramos
Pepetona de gelatina 17.000
Mezcla de peptonas 3.000
Lactosa 10.000
Mezcla de sales biliares 1.500
Cloruro de sodio 5.000
Agar 13.500
Rojo neutro 0.030
Cristal violeta 0.001
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Caldo nutritivo marca Bioxon

Para 1000 ml de agua destilada
Componente Gramos
Pepetona de gelatina 5.000
Extracto de carne de res 3.000

“STATESIS NO 541 .
“E LA BIBLIOTEC,
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8.2.APENDICE 2: ABREVIATURAS

NAG = N-acetilglucosamina

tD = Tiempo de duplicacion o tiempo de generacion
u = indice de la velocidad de crecimiento

VC = Velocidad de crecimiento

MIC = Concentracion minima inhibitoria (Minimal Inhibitory Concentration)
PM = Peso molecular

GD = Grado de desacetilacion

DE = Desviacion estandar

QMC = Quitometilcarbamanto

QEC = Quitoetilcarbamato

Q = Quitosan

DO = Densidad optica

QDA = Quitindeacetilasa
ONPG=o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido
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