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Bl quitosén es 1a %

k3 g

orma desacetiiada de iz quiting, ! cual he cobrado gren mnterds a nivel
mundial dades sus miitiples aplicaciones. Dentro de esias aplicaciones se ha plarteado la
posible actividad antimicrobiana del peolimerc, sin embarge existen diferencias de

Aad

g o ﬂ? ?1§ £
SOmMDortan iy

isicoquimice y bioldgico de éste dependiendo del crigen, 1z forres de

extraccion, asi como de la forma de desacetilacidn de la guitina.

Alguncs autores han estudiado la actividad antimicrobizna de derivados del quitosén sobre

diversos microorganismos, con tiempos de expesicidn  cortos {120 min) vy en

2idak y

concentraciones variables de quitosén comercial del cual se desconoce su forma de

~

extraccion. Sus resultados en algunos casos han sido contradiciorios.

-

En este trabajo se obtuvo quiting a partir de exoesqueletos de camarén, la cual fue extraida

v modificada 2 quitosén de acuerdo ai oroceso estudiado previamente en nuesiro

-

leboratorio. La guiting v & quitosén fueron caracierizados Tisica ¥ duimicamente usanco

infrarrojo, espectromeiria de raasas, difraccidn de rayos X, norcen aje de desacetilacidn v

solubilidad.

)

Lz actividad antibacterizng de! quitosdn obtenide fue svaluadz sz iravés de cinéiicas de

E;{\}

crecimiento de dos bacterias de colacoidn: apliylococcus aurens 65387 v Escherichic coii
10338, empleando cuatro concentraciones de quitesén sn solucién {500, 25C, 125 v 52.5

ppm), a tres p’s de Iz solucié n(45,55v6

LJ‘I
e

durante 5 horas de cultivo,

ix




= la caracterizacién fisica ¥ quimicz de la quitina se  mostraron ligeras diferenciag

—

i
g

cCmparada com la quitina comearcial

I quitosén obienido presenté un 85 Yo de

ol aabiamiiida 3 o - 18112
SILEcIon v iotal SCIHUISINCAD 2n 2L acigulads,
b 1 a T ~

Los resuitados de la a

tana mostraron el caracter multifincional del
quitosén en solucién va que et efecto sobre Staphylococcus aurens fue bacteriostétice,
aglutinanie v nuiriente, mientra

S que para fscherichio coli fie bactericida




Chitosan is the descetilated form of chitin, which has been of graat interest at world level
ve its multiple applicaticns. [nside these applications it has thought about the possible
anumicrobial activity of the polymer, however differences of physicochemical and

Fy

tiological behavior exist depending on the origin, the extraction form, as well 23 n the

way of deacetilation of guitina.

Some authors have studied the antimicrobial aciivity of chitosan derivatives on diverse
microorganisins, with short times of exposition (120 min) and in variable concentrations of
commercial chitosan, of which their extraction form is ignored. Their results in some cases

have been contradictory.

n this work chitin was obtained from shrimp shells, which was exiracted and modified to
chitosan according to the process studied previcusly in our laboratory. The chitin and
chitosan were characterized physical and chemically using infraved specirophotoretry,

mass spectrometry, X rays diffraction, deacetylation percentage and solubility.

Tre antibacterial activity of the obtained chitosan was evaluated through growth kinetics

oi two cohection oacterias: Siaphylococcus aureus 6538p and mscherichio coii 10536

>

using four chitosan concentrations in solution (500, 250, 125 and 62.5 ppm), thres p='s of

5

the solution (4.5, 5.5 anc £.5) during 5 hours of cuitivation.

Mmoo v, h...‘um"-



Ir: the physical and chemical characterization slight differences were shown compared with

the commercial chitin. The obuained chitosan presentec 85% deacetylation and 2 total

The resuits of the antibacterial activity showed the multifunciona! characier of ¢hossn in

solution, the effect on Staphyiococcus aureus it was pacteriostatic, agglutinent and

mutritious, while for Escherichio coli was bactericide,

L eh
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Este material existe desde que los primeros seres vivos 2 aperecieron en lz Tierra, s nuevo
porque desde hace  aproximadamente treinta afics, se le ha & sdescublerto, dadas sus
propiedades encontradag ¥ que 82 siguen encontrando.

’

Vivimos en una épocs en que la tecnoiogia ha avanzade

E ‘- - 1
tal puntc cue no ss &

m
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que la Nzturaleza 1o de précticamente todo, inclusive Iz solucidn a log problemas creados
por uno misme. Utilizar a Iz aaturalezs Y coplar sus procesos, es quizé la mejor forma de

Vivir,

La quitina y €l guitosén son materiales poliméricos raturaies Su naturaleza quimics,

aungue ezperentemente sencilla, lz hace una moléculs muy wversafil en cusmic z en

L

Desde hace més de treinta afios log japoneses comenzaren z experimentar con ia guiting y

&

el quitosan, desde la forma en cémo lo separaban de las estructuras que los contenian, hast
ias més diverses apiicaciones en ia amplia gama de industrias que confrman este mundo

actual.

La quitina y el quitosén son sustanciag sencvables con grandes posivilidades de

— 4

sxplotacidn. Bn Japén se tenen mas de doscientas indusirias dedicadas 2 este rubre, v més



de diez mil médicos ‘s es'4n probando en distintas enfermedades cor gran £xito, aparte de

todas las demas 4reas de aplicacién.
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En algunos pafses como Canads -

¥ =stacss Jnides, se tienen ‘ndusirias €Xpi0iadoras de

Guiting y cuitosén que, AULCuS 10 s€ comparan con Japdn, se piensa que crecerédn en un
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Compuesios

Hablar de quitina y quirosén en Meéxico, es hablar de un material poco conacids, vero gue

o

pucierz temer uUna gran capacided de explotaciér. México cuenta com reservas de este
meterial en sus tres litorales, si consideramos que ésie puede provenir de los crustdceos

(camarén, jaiba, langosta y langostilia).

Se cice que un material que 1o tiene aplicacion, es de 000 interds para la industriz y por lo
tantc nadie se inferesa en invertir, pero quienes hablan asi, carecen de visidn, Ante sug ojos
s estan presentando las vosibilidades, v es una desgracia gue al paso del Hempe no se
aprovechen sstas oportunidades. Esperamos que en un futuro no muy lejano, le explotacién
.

¢ este material que aungue en muchas ocasiones se e presente coms ura panacea no se ie

considere de esta Sorma.

mucia informacidn, ademis de que el quitosér: empleado en este estudio fue obtenids de
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21 universo nacid hace cerca ce 15 billones de 2 afios . Los meteriales cop alta temne

"kJ
i
(3
4
i

LT

densidad se expandieron, literaron ener gla, se enfriaron v dieron nacimiento z las estrellzs

7 17 o T To 14 51 L. S mlose 2Q e faihd
Incluyendc a ias estrellas de ia VIZ lesiez, 2 ios planstas, v toda ClasC ¢g cosas vivas visibles

El sol nacié hace 5 Sillones de afies y dio nacimiento 2 la tisy ira, 0.4 billones de afios

después de su pronia 2 aricién. Hace tres billones ce afios (1 4 billones de a%ios ; osterior g]
i AN

&

)

nacimiento de ia tierra) J el primer ser vive aparecio en lz tierra.

Hutble, he muirido as clases de entidad 8, ¥ he hecho que éstas contintien £on su
evolucidn,
Heblar del “nacimiento de ia tisrra” es porque la quiting v &l quitosdn, pudieron ser “ig

Torma primordial” del primer ser viviente, Realmente, comenzé g exisir mucho antes que
los dinosaurios. En el periodo Precimbrico tardio, hace dos billones de afios, aparecieron
los seres vives con miicless contenlends gulting airededor de gste. En el pericdo Silarico,
440 millones de afios, Tag plantas terresires que contenian celulosz aparecieron. Cerca de lz
misma ere, pecss acorzzzdos también aparecieron. Sn ef periode Devdnico /370 miliones

de afics), los & rieépodos declararon su eparicién sobre iz terra; en o periode Carbonifere

£
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Hace dosclentos miliones de afios, los primeros dinosaurios vivieron. Durante lz Gltima

mitad del periodo Jurdsi ico {150 miliones de aiics; cuando el Sstegosaurio prospersd, la triby

r;‘
i)
%)

]

ds cangrefos mas ricz =n Guiiina aparecid sobre Iz Herra,

— Lo [P T LI . 3 Are o 1
LSeSpues de que iz familia de dincsaurios ocupd la tierra por 100 millones de afios, desde =}
periode Jurdsico al Creticeo, éstos fueron extinguidos por un cometz cue chood er lg

suinsuie de Yucatén hace 65 millones de afios. Comparade con la extincién de grandes

animeles, una triby de cangrejos y algunos animales bequeiios escaparon de tai ¢risis,

Los primetes aparesieron en el periodo Terciario ten promio como los dinosaurios se
U

extinguieron. =i Homo habilis, el ancesiro dsl humano, nacid hace cerca de 4 millones de

aflos y evelucions al presente Homo sapiens finalmente hace 300 mii 2%os,

Desde cue los seres vivos aparecieron, la guitina junto con lz ¢ ivtosa los han beneficiado
H L G J

favity

en general y han mantenide un balance eco Sgico. Los vertebrados, v también las planias no
pueden producir quitina, esto depende de insecios, de crustécens v de las esporas de hongos

(Matsunaga 1998).

La quitina es [a versitn snimal de ia celuiosa y es ei segundo polimero mas abundanie en Iz
naturaleze. La quitine es &l crus*éceo como iz celulosa es a los 4rboles. Forma un material

o]

de construccién fuerte, flex ibie, particularmente cuando esta combinado con proteings, co

-

rag biomoléculas v con algunos metarizles ing rgénices, ‘ales como & carbonsto de

CaiCIC.

La
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Jno de los derivados més imporiantes de Iz quilina es el guitosan, e] cua

£
1T
&,
=8
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o
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L

propiedades, ke sido estudiado en cientos de apiicaciones de ias cusles se han derivado una

Zrare las diversas aplicacicnes dal quitosan se ha plamiezdo Ia capacidad entimicrobiang de
este viopolimers. Hasta iz feche, no se 5z establecido cor vrecision el modo de accion del
quitcsan sobre Iog 1 microorganismos. Emire las escasas investigaciones realizadas existen
puntos de vista contrarios, Io cual hace que saigan 2 la luz muchzs mis cudas acerca dei

comportamisnic del biopolimero en relacicn & su activided inhibitoria frente 2 ios

o,

mICTOOTganismos,

1.1 Cronslegis sabre quitira-quitosdn

¢ Hace cerca de 4000 afios el legendario libro de texio de Agricultura en Ching, sserito
por el Dios de Ia Agricultura, enlistaba 2] ¢ cangrejo como medicina.

e
vy

En a, Disna’;i Ming (14 21z 17 centuria} en Ching una antigua farmacopes “Lists de
Hierbas” musstra al Ceparazon de cangreio como medicing,

¢ Emn el siglo 16 los v'@sos remedios de usar te heche de caparazones do cmgrejo o
langosta tostados, para ¢! mantenimiento ¢ recuperacion de Iz sal ud, se conocieron en
varias partes del mundo. Bl famoso violin M:ez.awa; RIS trvo una cubierts de una mezcly
de barniz v guitina tomadz de ias alas de la cigarra, la cual producia wn hermoso
sonido.

& Jan 18311 un profesor francés de historia, Braconnot, aisié quitina de hongos v o Hamé
“fungina”.

© Zn 1822 uncientifco Fan ces. Ogler, encensrd cuzla comlr_)@sm@r externz de g 3’3

uela
aiguz;as c::a‘u vivas ‘y acufié el nombre de “guiting” que significa “envoltura” en

griego.
¢ En 1839 Rouge enconitd quitosan.

¢ En 1894 Hope-Seyler 1o nombré « uitosin”,
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¢ 2n i8530 investigacién de quitine~quitosén para sropésitos miliiares s¢ lievd 2 cabe a
iraves de lz cooperacidn enire la Academis Médica de la URSS y Lichtenstein.

=28 aDiicaciones er agriculturs e indusia comenzaron en los Bstados Unidos

T= Tmned? i -1 Famnmage T Trmen T [ONSYRP I O S ctE A o)

¢ £n Abril de 1977 i orimers Conferenciz Internscional sobro quiting-guiosan  fuvo
T e el - TIRA
13gar en sSoston, USA.

& Bn Al

wbril de 1982 o Ministerio de Agricuitura v Pescaderis comerzé un proyecto de
aiez afios sobre el desarrolio de “ Biomasa no utilizada™

¢ Ea Juilo de 1982 Ia segunda Conferencia Internacional sobre quifina-guitosén fue
levada a cabo en Sapporo, Japbn.

¢ ZEn 1984 e Seminario sapdn-Américz scbre “ Lz nueva fancién de quitina-quitosan
tuvo luger en la Universidad de Delaware, USA.

¢ En Abril de 1985 el Ministerio Japonés de educacién otorgé dinero para iz
investigacin cientifica: Investigacién Genersl 2 13 Universidades para “Nusvos
desarrollos de Investigaciones basicas v aplicadas sobre quitina-quitosan v enzimss
relacionadas”

¢ Sn 1985 se llevé 2 cabo la tercera Conferencia Internaciona! sobre quiting y quitosan en
Ancona, Talis,

¢ En Febrero de 1986 e profesor Sirano ¥ st grupo de la Universided de Tottor en
Japdn, confirmaron & decremento de colesierc] y grasas neutras en Sangre Lor guitina-
cuitosin usado en experimentos con animales.

¢ En Febrero de 1986 ¢ Colegio Farmacéutico Tohoky { el profesor v la sefora Suzuks ¥
alguncs celaboradores) reportaron g activacion de las cilulas (NK} por el
cligosacérido quitie, inhibidas por ¢élulas cancergsas.

¢ ZnMarzo de 1986 e profesor Sugano y su grupo de la Universidad de Kyusu en Japon,
Tepoitd un incremento er el colesters] HDL y un decrementc del LDi, con un
decremento total de colestarol por quitina-quitosén,

¢ 2o Marze de 1986 Fuji Bie Co. Lid { Presidente: Sr. Karrei) en Japén comercializd
o X

simentos contemende quitina-quitosén por primera vez en 2! munde.

~ 44l

¢ Ea 1987 el primer libro po ular sobre guitina-gquitosin en japonds “La revolucidn del
2 ot i Je)s
cangreio” (Crab revolution ) por Kesac Kaneko fue publicado.
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1988 el Ministerio Japongs de Comercio comenzd el “slan para los

En 1988 iz cuars Conferencia Intarnacional sobre quitina —quitosin se llevé a cabo en
Tronheim, Noruega,

. s : ot Lo Ban e : ”
1 Junic ge 15989 el grupc de estudio sobre quinna-guricsan japonés fus organizads sor
. ‘ N
s

En Agosio de 1989 & Dr. IMatsunaga el presidente de s Fundacién Médica Shoekai, se
reunid con el Sr. Kamei el Presidente de Fuji Big, Co, LTD, después con el Dr.Akia
Matsunaga emprendié el uso ciinico v Iz

conteniendo quitina-cuitosan,

3 Tyt A y cZ - P L
digtribucisn da 8uINEDITS Saaugapies

En Julic de 1990 en la ceremonia Budista de agradecimiento z las langostas del mar del
Japén, en el puerto de Sakai, en lz prefectura de Tottori en Japén, se Hlevaron 2 cabo
Cursos especiales acerca del quitosén en la agricultura, por e Dr. Hirano en la
Universidad de Tottor v el Dr. Matsunaga de le Fundacién Shoeika;

En Agosto de 1990 ua nifio de Sakhalin, Constantin, quien suftié de quemaduras en
casi el 8C % de su cuerpo, fie admisido en of Hospital del Colegio Médico de Sapporo
en Japdn v su vida fue salvada por el uso de “Beschitin W” Yy mosird una marcada
mejoria en la funcidn normal de | piel.

£n Septiembre de 1990 &l Profesor Azuma y su grupo del Instiuio de investigacion de
inmurciogia en la Sscuela de Medicing ¢e la Universidad de Mokksaido en Japln,
repori la prevencion de fa metéstasis de cancer por quitina-guitosin vy lo explicd por
una ieoria de cementacion de molécniss en uns Reunién en Iz ciudad de Nagoyz en
Japén. Fue reportade por los periddicos, la radic NHK Y 8¢ conviriié er un tbpico
sopular.

En 1990 el periddico especializado en medicina herbolariz “Kamzo Ivaks Shinbun
contimzd con repories especiaies sobre quitine-quitosan.

Ern Diciembre de 1990 1z prefectura de Tochigi del Instituio Textil de Jepdn desarrolls
un agente antibacterial de quitina-quitesin pars aplicarse a texiiles.

£n 3991 se levd 2 cabo la quints Conferenciz Tnternacions! sobre quitina-guitpsis on i
1 ! 4
Uriversidad de Princeton en ZUA
En Septiembre de 1997 Iz Asociacién de quitina-ouitosin fue crganizeds. Ei primer
e ] £ J
oresidente es el Dr. Akira Matsunaga.
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En Agosic de 992 tres médicos jdvenss de Ucrania, visitaron al Dr. Ma zisunaga s
presidente de lz Fundacidn Shosikai 1, ¥ comenzaron (os estudios clinicos en Cooperacion
enire Japbn-Russia después de la explosion de un gensrador atémico de slectricidad.
itibre d 2 la gscucla de Agricutura de Ia vaersadaJ de Tottori desarrclis
unzg especis de  algoddn de quitosan © ‘Quinto sol 7 ( Sun Five). Se usd en medicina
veterinaria y fue permitida jelety rel Ministerio de Agricultura s v Uﬂscaderia de Japdn.

992 bajo ios a_uspwczos del Mimisterio de Pescaderiz en
profesor u{;aa y colaboradores de 'i" Escuela de medicina de la Universidad 117
v el Frofesor € ato y colaboradores de la Universidad Femenina de Hirosima, reportaron
de la elevacién de ia presién senguinea causads ror NaCl Ellos
presemaron una teoriz acerca del quitosin como 2 agenie de prevencidn de alta prasion

sanguinea. Esto causé sensacion en al campo académico.

En Marzo de 1993 el Instituto Nacional de Salud y Nutricidn de Japén confirmarsa la
12bi sl quitosan para decrecer los niveles de colesterol.

Zn Abril de 1993 Cenadian Nova Chem desarrollé tecnciogia haciendo un derivado de
quitcsan (NOCC) para ser usado en la prevencién del crecimiento de tejido blando v
queloide después de ia cirugia, y el alivio del dolor de Ias articulaciones,

En Mayo de 1993 la Universidad Médica de Tottor y Unichika, Co, 1td en Japtn
[ desarrolio de un agente anticéneer ¢ “Brachitin” y como ingrediente principal

En Junic de 1993 Ehzai 1y Sunfive en Japdn vendié “Chitiback §” y “Chitiback D", g}
material ortopédico para animales con una altz bicafinidad.

Ea Jsulic de 1993 ia Universidad Femenina Nihon v Katokichi Co, L‘i@, en Japomn,
reperiaron el estudio cooperativo de que el quitosan calentado tene as timutagenicidad,
Se considera que ocurre por la adsorcion del mutégeno 2] quitosén,

En Abril de 1994 se ilevd 2 cabo e primer Simposium Asia-Océsng Pacifico sobre
quiting y quitosan, en Malasia.

En 1994 ia Asoczamon China sobre quitina fue instalada en Tarwarn. Su presidente as
Kz Chomin. El primer Seminario Académico sobre quiting fue atendido por el Dr,
Togura.

Hn 1994 1z décima Conferencia sobre Medicina de Hierbas aponesz fie llevads 2
c2b0 scbre la relacitn entre Quitina-Quitosén v ia presion san guinea.

Zn Agosto de 1994 Ia sexta Conferencia intersacional sobre quitina v quitosén fue
lievada a cabo en la Universidad Guinea en Poloniz.
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¢ En 1995 laprimers Conferencia Tntern rnacional Europea tuvo lugar en Franciz,
& En Ma,yo de 1995 se levé a cabo en Iz Asociacién China sobre quiting el seguade
seminario Académico v fue presidida por el Dr. Matsunaes,

¢ EnJunio de 1995 fue declerade “el estandar de alimentos procesagos con quitosén” por
lz Fundacién de Iz Asoci iacion Japonssa de Alime ntos saludables v nutritives.

£

Dr. Koei Ko, El Primer Foro sobre quitire y guitosan fie

i

¢ En septre"nore de 1995 la Ascciacién Taiwanrsss de Cangrejos fue estebizcida por el
. : :
Dr. Akire Mats sunaga.

¢ Zn Cetubre de 1965 1T Toyo igakusha de Japén publicd ei Hbro “Salud quitina-quitcsan”,
€0 japonés.

,

¢ En Diciembre de 1995 se llevd 2 cabo In primers discusidn de sstudios clinicos
Cooperativos enire Japdn ~Taiwan sobre los “Efecios del quitosan en cancer”

¢ En 1996 fue llevado a cabo e décimo Simposium Internacional sobre quiiina~-guitosan
en Sapporo Jap6n.

¢ En 1996 tuve lugar en Jialia of Segundo Simposium sobre enzimas de Guitina.

&
L1

1 1997 en Frencia fuels a septima Conferencia Internacional sobre quiting v quitosan.

¢ En el afio 2000 se va a Lievar 2 cabo Ia octava Conferencia Tnternaciona) sobrs quiting-
quitosan, en Yamaguchi, Japén,

1.2 Estructurs Moleculer de guiting y cuttosdn

Hevado centurias . En realided, algunos de los detalles estén atn siendo descubiertos.
Braconnot encontrd en 817 que la guiting contenfa nitrégero, y er 1878 Ledderhiose
escribit que el 4cido acético Y la glucosamina eran los productos de hidrélisis de guiting,
Ne fue hasta los zfios 50° que h:bo un consenso er la comunidad cientifica

¢fa un polisacérido consistents de pequelias porciones de unidades de lucoseming
[ Peg J
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grandes proporciones de N- aceti] glucosaming (Jeanloz, 1950}, Ahors Se recemoce cue la
& HrYE =) > 7 A

meyoria de los preparados comerciales ce quitina, como un copolimero linsal compuesto de
aproximadamente 70-80% N-gcatil giucosaming y 10-30% de D- glucesamin

1985), conectadas 2 través de uniones § (1----4), (Figura 1). La mavoriz de Dreparaciones

de quitosén comercial contienen 75-95% de unidades ghicoszming v 5-25 % de unidades

BTSN ¢

n-acstiigiuccsaming {Figura 2) {(Domszy, 1983). Ei beso molecular de estos solisacéridos

pueds ser tan alto como 10 ° o {Maghami, 1988), 2 menos de que algunocs tratamientos

especiales sean usados para degradarlos. Algunos ¢ xperimentos basados en teacoiones ¢
degradacion con lisozima {Sashiwa, 1989) v resonancia ma gnética nuclear (RN} {Varum,
1992 han sugerido que las dos diferentes unidades estan distribuidas al azar .

Tamsién se sabe que Iz quitinag y el quitosén exhiben polimorfismo (Muzzars!li, 1877).

Generalmente las cadenas individuzles asumen uns esiructura lineal, las cuaies tienen una

torsién completa cada 10.1- 10.5 A 4 lo fargo del e de 1a cadena.




ropiedades Fisicas 7 Quimicss

Aunque Jas estructuras moleculares de quiting y guitcsin parecen muy similares, las
reaccionss quimicas a las que se sujetan v sus proviedades Ssices $OT sorpresivamente
aistinias. Ambos compuestos poseen grupos hidroxil y amine primarios reaciives, nero el

2 quiting, o cual presuuiblemente hace
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El quitosan también tisne vna aita concentracidn de 8rupos amino primarios, |

confiere un caricter nuclecfitico bésico. Bajo cale ntamierto, ambos Compuesios s

€D

descomponen antss de fundirse. (Muzarelli 1977, Zikekis 1984 Tokura 15500,

1.3.1 Reacciones orgamicas comunes,

T H

Lz quitinz y el quitosin ambos pueden ser considerados bages debiles, v como ‘zies
cxperimentan las reacciones tipicas de neutralizacior de los compuestos alcalinos. En estas

reacciones el par de elecirones mo unidos del grupo amin ¢ primaric de las unidades de

[ty

glucosaming Hevan & cabo el

=ity

0

de acentores de protonss, Por lo tanto, los grupes amino

TIMAarios se convierten en grupos cargados catibnicamente, {ver Figura 3).

®
- 5 OH
HOCH ' :
NN e
a0 .,/ L? 2 _—
Figura 3. Reaccidr de neurral: acion de guiting / guitossn
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solucionss acidificadas. La multinnd de sitios catidnicos 2 lo largo de Iz cadena del quitosin

aC en agua incrementando ia polaridad dej compueste v &l

[
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repuision electrostatics polimero-polimero. La quiting posee un porcentaie insuficiente

B: par ge electrones no unides af i BrUDO amine primario hacen tambidn a) cuitcsin un
muciedfilo potente que rezeciona con 'z mayoria de los aldenidos para formar iminzs
{Kurita, 1988).

~a guitira y el quitosén son susc cptibles a iz hidrélisis 4cida o bésica. Baio condiciones
&cidas o alcalinzs puede ser libarado tanto acido acético como los grupos N-acetil del C,
son convertidos en arminas primarias (Muzarelli, 1977). Condiciones Zcicas también
resuitan en clerto grado de depclimerizacién debido 2 que ocurre la hidrolisis de los enlaces

B glcosidicos (WMadhaven, 1974).

Aunque la mayoriz de las reacciones de quiting y quitcsén irvolucran el grupo aming

=

primario, es posible modificar selectivamente los grupos hidroxilo. Bs: 0 puede ser lievade a
cebo protegiendo e grupc amino a iravés de la formacidn de acetatc o formato del
pelisacérido y la subsecuente reaccién de la sal con un electréfilo (Muzarell: 1977). =
grupo nidroxil del J¢  es mas reactivo que ¢l hidroxile del G YV &$ por tanio
preferenciaimente derivatizado,

La reaccion de sufatacién es un giemplo comin de sste tipc. Estz reaccidn puede ser

ilevada & cabo sobre quitina y quitosér. Los productos de esta ~saccidn “enen propiedades

anticoagulanies similares 3 lzs de heparine (Wolfrom 1859).
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El quitcsin es insoluble en soluciomes acuosas neufras o zlcalinas pero ss schuble en
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1.3.2. Compleias con metales nEsados.

En adicién & las propiedades de intercambic i6nico, tanio la quitina como e! guitosén son

cepaces de formar compleios con mo os metales pesados de transic

.‘
w3
Y

aigunos de los grupos 3 al 7 de la tabls periddica (Muzarelli 1972) Ng s¢ formen
COMPisios anire stos polimeros v ios metales de log grupos 1 ¢ 2. Los complejos mete!

o

pesans / polimers se gree que §¢ Iorman como resultado de un enlace dativo, Esto invelucrs
la donacién del par de slecirones no unidos del nitrdgenc v / o el oxigeno de los gru 208
hidroxilo al i6n del meta)l pesado. El idn ciorico parece ser el que forme une de jos
complejos metélicos mas fiertes oon & quifosén en el estado solido (McKay 1986, Domard
1982). Los iocnes ferrosos también son capaces de unirse a quitosan. Experimentalmente,
una mezela de quitosan en polvo (100 mg) v una solucidn de ritrato ferroso (25 mg) en 53
ml de ague Qe agitado por 74 horas a temperatura de 30 °C . bajo estas condiciones cerca
gel 28 % del metal se acompleié con el quitosin. La velocidad de formacién y la
estabilidad de estos complejos son dependientes de jos contraiones, la compstencia entre

iones de megzles pesaces, la temperatura, el vk de la solucién, del tamafio de particula, la

cristalinidad, ef grado de N- acetilacién de la quitina o el quitosin (Koshijima 18733,

Probablemente lzs diferencizs mas notables enire Ia quitina v el quitosén recae en sus
respectivas solubilidedss. La siguiente tabla. 1, resume Ia mayoria de los solventes
Comunes para quiine v algunos pare guitosén. Hay relstivamernie DOCos soiventes parg

quiting, mieniras que casi todas las soluciones acuosas écidas disuslven a! cuisosdn

L
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Notese en la tabla que Iz meyoriz de los solventes enlistados o parz quitina son éxices v por

lc tanto 1o pueden ser usados en aplicacicnss er alimentos que reguieren la formacién de

=
-

- T LY 7 o T .3 o~ k) . &
so.ucicnes del polimers (Capozzz, 1973, Austin 1975

De cualquier modo, algunos de los solvenies de quitosén son reletivaments SEEUros rara

Congumirss, permitiendo la formacién Ge scluciones adecuadas 7ara hacer

Tabla 1. Solventes cormunes para guiting y quitosén

Dimeiﬂfdr;ﬁéhnda, .cloruro de titio Acids férmico, agua‘

Dietitformamida, cloruro de litio Acids acético

Hexaftuoroisopronancl Acido ldctico, agna

Hexafluoroacetona sesquihidraiada Acido glutdmico, ague

| 1,2 Cloroetanol, 4cido sulfiideo f -
L

Capozza 1973, Agstn 1575,

Cuando el guitosén ests sy Wjeto @ mezcias de Acide / agua, una proporcidn de los grupes

amine vrimerios de 12 moléculs da Suiicsén se protoran y vor io tanto adovieren una cargs
positiva. De agui, que as molkécuias de o quitosén solvatedas son policationss v coaguian 8l 2
una solucitn de ésie se le adiciona un i6n o mo'écula portando cargas negativas ltinies.

Por gjemplo, ¢l alginato de sodio ¥ & meyoria ce los aniones bivalenties tzles como =l

- wl

L
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sulfato vy fosfato o policxianiones metélicos cargaGos, y muchas oroteinas forman

compiejos idnicos insolubles con quitosin (Draget, 1991).

La lisozima degrads 2 1z quitine v el quitosan bzjo las condiciones propias de temperatura,

fuerza idnica y pH {Sashiwa, 1989, Amano, 1978; Hirano,1989; Allen, 1991, Santos,1991;
Nordtveir, 1991). En general, a mayor grado de N acetilacidr de la guitinzg o quitosin Iz
reaccidn es mas répida; ésta es tambidn facilitadz por decremento de Ia cristalinidad del

polisacéride. Algunas bacterias poseen guitinasas o quitosanasas, las cuales degradan 2!

polimero (Jeuniaux, 197 1.

Cuando la quitina o el quitosén son tomados oralments son considerados esencialmente
©omo 1o digeribles por humazics. Se reconcee que Ios humanos no coiienen bacierias gue
poseen quitinasas y Guitosanssas en lz flors intestinal, mientras que 108 znimales como &l
pez, las gailinas y los conejos si las tienen siendo capaces de digerir grandes cantidades de
quitina y quitosdn Kono,1987; Hiranc, 1986, Hirano 1990} Existen bajas concentraciones
de lisozima en la saliva v en el fluido estomacal de los humanos v la enzima pueds

degradarse en pequefias proporciones. La degradacidn hidrolitics también puede lievarse g

cabo en el estdmago, siends e pHenire 1 v2 (Fukada, 1991).
fo g I kS ] 7

La primers compafifa produciora de quitina y quitosin que 2brié en 1971 fie Iz Kyowe Gil

& Bzt Co. de Japén. (Miuzerelli 1977). Algunos s2fios mas tarGe lz compafila Xyokuro de

(9




sapén y  Marine Commodities International inc. and Food, Chemical & Research
Laborztory, Inc, ambas en Estados Unidos comenzaron su produccién, En 1986, habian 15
procuctores de quiting v quitosén en Japdn con una procuccion anual de 40 v 700 toneladas

respectivamente. (Hirano, 1989). Ambos polimeros son producidos tambidn por Pronova

1

Biopolymer, Inc. en los Estados Unidos,

La mayoria de las plantas productoras de quitina v quitosan esian localizadas cerca de las
procesadoras de cangrejo y camardnm, [0S cuales scn trasportados de las plentas

procesacorss 2 lzs irstalaciones de produccién. Zstos arreglos resuelven el oroblema de
colocacidn de los desperdicios de los cosechadores de mariscos y provee al productor de
quiting y quitosin con unaz materiz primsa barzte y disponible. Ung vez transportados Ios
desperdicios de marisquerias son molidos en hojuelas y tratados con una soiucidn alcaling
para disolver las proteinas no acomplejadas presentes en los desperdicios. Los liquidos son
separados de los sélidos, v las protelnas son ras ‘arde recuperadas v vendidas en
aproximadamente §.55 délares por Xilogramo (Muzerelli, 1977). Lo gue queda dei
desperdicio de los caparezonss es traiado con gcido clorhidrico para extrzer los minerales
tales como el carbonato de calcio y megnesio (Bough 1978, Brine 1981, Carroad 1978,

Cosio 1982, Charaismbous 1989, Hirano 1991, Kamasashi 1961, Knorr 1991, Kobelke

f

1589, Kurita 1993 No ong 1989, 1995, Shimansra 1988, Skjakbrack 1988, Wy A 1978,

Bl residuc  as principalmente  guitine, guncus pequefiss canticades de  wroteinss

acompizjadas pueden estar presentes. procucto s lavado con agua v secedo.
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La mayor parie de Ia quitinz zislada es usada para hacer quitosén sarz lo cual se pone en
a2 solucidn slcaling concentrada y catientz por 2 g 4 horas, en ocasionss bajc una
atindsfera de nitrdgeno, vara minimizar las reacciones no desesbles de oxidac cidn, Hste

iratamiento violento causa hidrélisis de muchos 4z los enlaces N- acer] y convierte las

unidades de N-acetilglucosaming en unidades de glucosaming. Post teriorments, las hojuslas

de quitcsén se separan del iicer, se lavan con agua y se secan (Figura 4)

El guitosén puede ser producido en una variedzd de formas, incluvends hos eelas, solves,
gichbules, pelicalas y geles { Alimuniar 1592, Arcidiacono 1992, Berkely 1979, Bough
1978, Broussignac 1968, Brzeski 1982, XKnorm 1991, Lusena 1953, Mima 1983,

Moorjani 1975, Wu A 1978).
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Desperdicios de caparazones

de crustacecs hamedos
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kY
Lavadq ¥ secado
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v

Molido y Tamizado

————— Desproteimzactéfi con slcali caliente

Recuperacion de proteina i

Filiradyy Lavado

|

A%

Caparazén desproteinizade

|

5/
Desminerahzacién con dcido clorhidnco
4
Filirado y Lavado
Exiraccion con acetona
Recuperation de pigmento i

Blanqueado

Desacetilacion con alcaif concentrado v caliente




bie v es empleado en DUMErcsas
apiicacicnes comerciales, proves un estimulo para idear nusvos métodos de adaptacidn de
ests valiosa fuente de polimero bicdegradable, Dentro de las aplicaciones va bien conceidas

se Uierern ios siguientes Campos:

2.1 Agriculturs

La investigacidén en lz Universidad del sstado de Washington ha ostrads que el
recudrimiento de semilias de rigo con quitosin ha incrementado e rendimiento de los
cultives (Samtos, 1991). Bsta practica es permitida por la Agenciz de Proteceidn al
Ambiente en USA v ha sido adoptade por 11 estados (MNordtveit, 1997 T euniaux, 1871, &
quitosén aparentemente dispara una respuesia en la semifia que puede denominarse come

uit mecanismo de auioproteceién, en espacial al L ataque de hongos patdgenos, muchos de los

cuales contienen quiticz en sus paredes ceiulares (Hadwiger, 1984)

2.5.2 Industria Altmentaria,

Zas caracteristicas como dureza, biodegradabilidad ¥ bioactividad, hacen de ig quiting y sus
cerivados materiales que en la indusiria procesadora de alimentos pueden ser empleados
pare modificar o controlar las oronisdades farcionaies de ios alimentos, va sea com
reguladores de formacica de cristales de hieic en alimentos congelados, agentes sspesanies,

fexturizantes, queizsies, smuisificanves para ia elaboracién de zaoerezes, salsas, bebidas,

pasteleria, embutides, gela tinas, procuctos dotecs {Ausiin 1981, Krormr 1984y,

SU 3G Como espesante v estabilizador qLe supera por mucho (10 2 20 vecss mis eficients)
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& otros polimeros empleados cominmente como celulosa mic rocristaling wera iz

claboracién de mavoresas menteca de cacahuate v otros alimentos fino emulsidn, ¢ Austin
1 kX

1981, Charalambous 1989, Xnorr 19845,
1.5.3 Clarificacién ¥ Purificzeifn de Aguas v bebidas

La azplicacién més grande ¥ sencile del quitosén es en ig clarificacion de zgua de
desheclic. Zn 1986 aproximadamente 500 toneladzs de quitosén fueron utilizadss para este

propésite en Japérn (Hirano, 1989 )- La Agencia de proteccitn a! melic Amblense de ZUA

&

(oY

a zprobado s uso de lechos u nojuelas de quitossn como medic de fiitro en el

tratamiento de agua potabie .

1.5.4 Farmacéutico

Las COIHUEIHI&S L&TM&C@LMC@S han mvesﬁgado activamente las DOSIbleS aphcac:ones

¥

ke

YEIY TS

biomédicas del quitosir. Como un vehiculo de distribucidn de farmacos el guitos

I

scilmente mezclado propiciando la formacidn de glcbuics, peliculag, tubos, polvos u otras.

Bl farmace es liberado gereralmente de Iz matriz de quitosan al estar en contacto oo

s ]
pt

108

iluidos corporales (Allan, 1991). B quitosan he mostrado ser biodegradable cuando ha sido

Pate

mpiantado en animales de prueoa (Santos, 1991), v esio barece ser debids a la accidn da 1z
lisozima, 1z cual esis presente en lz mayoria de las heridag ¢ (Xzjiki, 1988). &I quitcsan, los
alginatos y ios glucancs B (i-3} tienen actividad inmuncestim ulante, debido parcizlmente
2 la estimulacién de TNR-a] ifa, IL-1 & IL-6 y produccién da monoctios, los cuales podrian
ser muy (tiles en el tratemiento de las infeccionss v enfermedades virales. En algunos

casos, sin embargo, ia actividad in umunoadyuvanie del quitosin ha impedido e procesc de
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cicatrizacidn (Santos, 1991}, Las aplicaciones b siomédices de gui

Z,
o
=]
5]
2
2
|
&
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jed
£+
I3
5
5]
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@
[5]
Q

revisadss en zlgunocs articulos {Sendford, 1991}

"

LS5 Inmovilizacién de célulag ¥ enzimas

Bl quitosén ha sido usado para inmovilizar células conteniends enzimas Gtiles y parg |

inmovilizacion de enzimas rectemente (Draget, 1991). Las céiuls

;n._«

a8 y las enzimas pueden

ser atrapadas en geles lonotrdpicos de quitos san, esic es, lz mezclz de soluciones de guitosan
con polimercs aninicos (), polifosfatos, alginato de sedie, Serrageninia O pecting).
Alternativements, lechos de quitcsén pusden ser enirecruzados para hacerlos insolubles

antes de que las enzimas queden atrapadas. Se pueden abricar columnas de afinidad con I

unién de antigenos proteicos o anticuerpos al quitosan.

1.5.6 Cosméticos y cuidado nersenal

Por lo menos unz logidn para la piel conteniendo ¢ quitosdn como ingrediente active ha side
introducido en ] mercado de log Esiedos Unides, v Wella, inc de Alemania ests vendiendo
en este pals v Japén un shampoo que contiens quitesén de baio peso moleculz~ Zi guitosén
€s apropiado para este PIOpositc  ya que tiene propiedades humectantes v capacidad de

formar peliculas. En la Tabla 2 se enlistan diversas aplicaciones y algunos ejemplos.
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uiinz ¥ quitcsdn

Kemocion de iones metalicos

Fioculante / coagulante

Filiracion

Desalinacién

Tratamiento d¢ superficie

Papel de Fotografia

Papel copia sin carbon

Aditivo

Tratamiento de termmunaco

Fijador de colorantes

Filamentos de hlado htmedo

Filamentos elecirohilados

Decolorante de aguas de desecho

Aﬂ_JLJAJ_NA,_J_JU__“AJMJ

Esponjas v bendajes

Vasos sanguineos artificiales

Control de colesterol en sangre

Antinflamaiono

Inhibidor de tumores

Propiedades antivirales

Inhibicién de la placa dental

Crcatrizante

Piel artificial

Fiuido del humor vitreo

Lentes de contacto

Liberacidn de drogas

Tratamiento de recuperacion de Aueso

Polvo de maguillzre

Barniz de ufias

Humectante

Fijador

Locién de baiio

Crema de mang

Pasta de dientes

Shampoo

Inmowilizacion de enzimas

Recuperacion de células

inmovilizacién de cémulas

Electrodos de glucosa

Recubrimiento de semillas

Recubrimiento de hojas

Fertilizantes hidroponicos

Liberacién controlada de agroquinucos

Remocidn de 1a turbidez en liquidos

Preservativos

Estabilizacién de color

Productos para pérdids ae peso

Empagues biodegradables

Oligosacaridos

Glucosamina v sulfato de glucosamina

QUILOSEn

Derivados de qurtosan

Separacion de drogas

S ]

Bioseparacion

Pervaporacién

Remocién de PRC

i Detoxificacién de agenites aquimicos

Fuente: Chitin and Chitosan. An Expanding Reange of

Markets Await Explotation Technical Lng ghts,
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56 Quitina y quitosds comao agentes antimicrobianos

161 Qultina y quitesn con actividad antifiingica

9 .a

2t quitesan inhibe el crecimisnto de une ampliz varieds

microbianc
i 2 naturaleza policaiidnice del quitosén  interfiere con los residucs cargados

negativamente de Ias moldculss en iz pered de la célula (Young and Kauss 1983).
Algunos estudios de absorcién UV indican que &l quitosén causa una considerable salide de
material oroteico de Potium pavoscandrum o bH 5.8 (Leuba v Stossel 1985).

La liberacion de los productos inducida por policationes en céluias de plantas, se inhibe
fuertemente por cationes divalentes y tal accién es de tipo competitiva. La salids de log
producios inducida por policationes en ceiuias vegetales se reduce por poligalacturonato,
presumiblemente debido 2 Iz formacién compiejos poliznidn-policatién (Young 1982).

i) El oiro mecanismo involucra la unidn del quitosén con el ADN para inhibic Iz

sintesis de ARNm (Hladwigwer 1985).

o

Se propone que cuando el quitosin se libera de la pared celular de patégencs fungales,
TCp g { g rga

debido 2 la accidn de enzimas hidrolitices de la plania nospedera, alcanza el ndcles ¢

hongo e interfiere con la sintesis de ARNm v proteina,

También se dice que Ios oligdmeros de quitosan consistentes de 7 unidades de azicar han
fe) 1

mesirado gue poseen la mayor actividad antif ingica (Kendra y Hadwiger 1984),

- - o

1.6.2 Quitosdn con actividad bacte: icica

Por otro lado, el guitossn otras poliaminzs interactiian con I membrene celuler —ars
Iy

—

alterer la permesbilidad de iz misma. Por gjemple, iz levadura de panaderis es inhibida por

ciertos cationes como el zceraio de uranil, el sulfato de amonio, Iz anitin ayD-




e e e e e e e e e e et e e -

el cual actia en ia superficie celular de la levadura previeniendo 1z entrads ds glucoss
{Ralsion 1964,

e , e

A Dajas concertraciones, el quitosan poncationico probabiements se une 2 Ia superficie

numero de czrgas positivas impartird una carga positiva neta en las superficies bacteriznzs
para mantener & iz bacteria en suspensidn y elevande aun mas fa conceniracion de quitosan,

la superficie bacterianzs estard cublerta totalmente previniendo iz salida de los componentss

intracelulares impidiendo Ia transferencia de mesa en ambos sentidos Sudarshan 1992).

Los agentes antibacterianocs, han sido clasificados en diversos grupos dependiendo del
“sitio blanco” o el sitio en donde interactiian con la célula pera inhibir sy fincién, Log
2genies arntibacterianos catifnicos, como e quitosdn, podrian ser una aliernativa,
particularmente en el sellado de heridas actuando como pelicula aislante v con
caracteristicas bacteriostétices (Allan ¥ ¢0ls.1984). Estos tienen aigunas ventajas sobre
otros tipos de desinfectantss, esto €8, poseen gran actividad entibacterial, amplic especiro, v
une baja toxicidad hacia las células mamiferas (Frankiic 1981, Takemono 1989}, =l sitio de

accion  de los biocidas catidnicos es la pared o la membrans celuler de iz bacteria

{(Franklin 1981, Kanazaws 1993},

El sitic de interaccién de los dlocidas de bajo peso melecular eg la membrans

kg

cliopiesmétics de ja bactera v su modo de 2¢0idn se resume COmO sigus:
b

=
i) Adsorcion & la superficie de la célula bacter 1an
it) Difusibn atrevés de Tz pared cemiar
1} Uziéz 2 la membrang citoplasmaética

R L L L L AL L
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v} Ruptura dela membrana citoplasmaétic

V9 Literacién de los const ituyenie tales como iones X, ADNy ARN
vi} Musrre de la ¢élulz {(Frankiin 1981

Se asume que biocidas catiGnicos, con una densidad de carga con forma ds ung espirs!
sencilla de polislectrolitos que incrementz con &l peso molectiar, v se produce una

-

potenciacién de la adsorcién de policationes en 1z superficie celular cargada negativamente

(proceso 1). Esto también es favorable para la unién del volicatién 2z lz membrans

citoplasmética (vroceso i),

En el trabajo realizado por Chun-Ho y colaboradores en 1997, quienes evaluaron ia

actividad antibacteriznz de algunos derivados de quiting v quitosin {policationes),

@,

Dietilaminoetil — quiting (DEAE-quiting) presenta mayor actividad que el Distilaminosti]
~quitosan (DEAE-quitosén) y €ste  a su vezr muesira un aumento  ¢on respecio

trietilamincetii - quiting (TEAE- ~quiting) en donde los grunos alquil se incrementan. Ba
este irebaio se résume que los agentes antibacierianos s fueron méas activos contrs S GUTeUS
que contra £ cofi, v esto lo explican por las diferencias en 1z esiructura de las paredes
celulares entre bacterias ¢ Cram +) y (Gram -). Las células Gram (+) presentan una pared

-

cetular con estructurs s simple. Fuerz de 1z membrans citoplasmética hay solo uns capa

rigida, constituide de peptidoglicanc. Estz pered re lativamente gruese, estd compuesta de
redes con muchos poros, 1o cual permite gue moidouias exiraflas entren en iz céluls sin

dificultad. Por otro 1 lado, las bacterias Gram (. (=) tienen paredes celula~es mu Uy compiicadas.

"

1 S %A Ao G 1
i@ cuai es ilamada “membrars

externa” con una estructurs sireilar 5 Tz membrana citoplasmatica
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£n refacién a ia estructuse de iz bicapa, 2 membran ana externa ss una barrers | ctencie!

comira molécules extrafizs. Bty sstructura complicada de lag bacterias Gram {~} podria

i 1 ' T . ‘ Az sl o s P
SEplicar iz razér vor Iz cual Ipg egenies antibacierianos S0 mas activos Contra

Staphyiococcus ayrens Gae con Lscherichia coli (Chun-Ho ¥im 1 297

-urcama v Masatoghi e 1994 havlan de {2 incorporacida de sste polimero g alimertos
procesados v assguran ig inbibicién de bacterias o que deterioran 2 los aliment tos, inclusive Iz
izhibicién de cultivos iniciadores en carne,

Estos autores, ¥ enr acuerde con -oung 1982, resumen que 2 modo de inhibicidn por
quitosén sobre el crao; imiento de algunss b acterias de putrefaccidn y algunos cultivos
iniciadores, puede ser debido z la interaccion dei quitosin con lzg 1 membrenas o log

EFS 01

Componentes de ia pared celuiar ¥ que resuita en un incremento de la permeabilidad de las

membranas v lz salida del material. Tambisn podria deberse 2z Ia capacidad de unidn de

agua y en Iz inhibicién de varizs enzimas por quitosin. Este tiene actividad bloabsorbentu

q o~ 3 o e s S L S TRy 7 T
puede adsorber nutrientes de la bacteriz, inhibiendo Su crecimisnio.

En ofro trabaje realizade Por Zapineau y colaboraderes ¢ 1991 guienes trebajaron con
quitosan-lactaty Y quitosén -hidroglutamato usando Stephviccoccus aureus v Fschericio
¢ofi cormc orgamismos de pruebz, obtuvieron resurtados de inhibicién conira estos dos
microorganismos ¥ concluyen que ¢l mecanisme 5¢ cenira en el trastornp o ¢ blegueo de Iz
fancién de ig memoranz. Bn ests estucio ei efecto de iz Sxposicion del quitcsin 2 Tog 2

minuios parecs 94¢ e was que la sola aglomeracidn - Lz liberacidn de Tog tonstituyentes

intracelulzres es p probablemente vng 4 as claves en ia inactivac c1dn celular.

€b

‘lﬂmmmmm Nhlﬁ“ Y m——
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CRBIETTVO GENZRAL
Evaluacion de i3 actividad antibacteriana de cuitcsdn obtenido & partir de guitina da
i r -

exoesqueletos de camardn extraida bain 12 DIOCESC de exiraccidn propio.

CBIETIVO PARTICULAR 1

Caracaterizacidn fisica v quimica de! cuitosin obtenido.

Evaluacién de a2 actividad antibacteriana del quitosin obtenido, sobre una bacteriz Gram

Lo

+} v una bacteriz Gram {-} & diferentes concentraciones ¥ PE’s de la solucién de quitcsan

P

z través de cinéticas de crecimiento.




TIET A TN DA RS NT ala
CUADRC METQOROLOGICS
Ixtraccién de quitinn ¥ oblencién de guitosan

de exoesqucieios de camarsn

]
, v
Caracterizacién Fisies v Quimics del quitosan Evatuacién de Iz actividad antihacteriana del quitosir

Especirometria de Infrarrojo Preparacion de ks solucienes de auitasan

v

Preparaciin de ndculo del o,

™

Lspectrometria de masas

Ce pruehsz
Hifraceién de Rayos X ‘!7

y
Determinacién de lzs
Uinélicas de crecimisnio de
Staphyiscocens aurans ¥ Escherichia coli

apliacnde diferentes concen‘raciones de qQuitosamn

Determinacién del grade ¥ diverses pii’s

de desacetilacitn

Y

Anduisis de Resultados
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3.~ METCDOLOGLA

[

La primera parte de la vesis ha sido Ia preparacion del guitosan, el o

1+ i

=]

-

de ia extraccién de quitina de exoesqueleios de camardn, en donde les condiciones de

extraccion asi como la forma de desacetilacién del biopolimero, fieron estudiadas
previamente por Patricia Mirands ay Virginia Lara (Patente en tramite).
Por experiencia personal en relacién a iz ex traceion de quiting v su conversidr 2 Juitcsan

firs

se puede afirmar que existen diferencias m; uy importantes dei comportamiento del quitosén,

tantos como formas de extraccion de quitina y grados de desacetilacién del quifosan se

fengan, coincidiendo con Chun Ho y colaboraderes (1997). Esto hace suponer que

,

Tepercutird en la actividad biolégica mostrada por e} producto.

Los productores de quitinas ¥/o quitosanes comerciales solo aportan datos en cuento al

origen del polimers. Zn los casos o8 que los polimerss han side preparados por los

autores, éstos se concretan z decir el método utilizado en su preparacién,

Considerando la importancia de definir o caracterizar el material de estudio Y DOrque se estd

- a

‘racgjando con un material qus fue extraido con una nueva metodologie, tanic la quiting

como el quitosén fueron caracterizados fisics y quimicamente enies de iniciar el estudio

-

de iz actividad antibacteriars. Lz quiting v e! quitosan obtenidos fueron Caracterizedos por

3

especirofotometria de infrarrojo (IR), especirometria de masas (S0, Efraccién de rayos X

£

y sclucilidad usando como pairén de comparacion la quitina comercial de SIGMA Ep e

Prana

caso del quitosén se determing el pors entaje ds desacetilacidn,

R b
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En la segunda parte de la tesis se llevd a cabo la evaluacién de la actividad antibacterizne

r

del quitosén obtenido, usandc como bacterias de estudio al Staphviococcus aurens ATCO
5538p como representante dal grupo de bacterias Gram (+), v Escherichic coli ATCC

10336 dei grupo de bacterias Gram (-) las cuales se empiean generslmer e com

T
ALINDE L A 2

&€ medicién de anibidticos,

)

En iz evaluacidn se uiilizé el quitosén obtenido a cuarro diferentes concentraciones {500,
250, 125 y 62.5 ppm) solubilizado en agua aciduladz con cide ecétice. Tambiér ‘zs
sciuciones de quitosén probadas en esta evaiuacion tuvieron fres diferenies pH's (4.5, 55,y
6.5)

Para cbservar el efecto antibacterianc se o pianted el registro del crecimients bacterizno ]
través de las cinéticas de crecimiento de jos dos microorganismos durante 3 horas, medido
en densidad 6ptica {D0) v Unidades F ormadorzs de Colonia / mi {(UEC/ml).

Por lo tanto, se tiensn como variables dependientes: el tipo de bacteria, la concentracidn de
quitosén , el pH de la solucidn de quitcsén y el tiempc de exposicién dei quitosan al medic
de cultivo. Los datos regisirados de Unidades Formadoras de colonia / m! fueron analizados
estadisticamente por Regresion miltiple v ANOVA  con el programa estadistico por

coraputadora SAS versién 6.2,

3.1 Extraceién de quitina de cxoesguelelos de camardn

& extraccion de quitina se llevé 2 cabo 3j0 las condiciones de desproteinizacidn ¥

-

desmineralizacién establecidas por Patricia Mirande v Virginia Tara (Paiente en trémite)
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Se llevd & cabo la desacetilacién de la quitina utilizando unz solucién de NaGE 2l 50 %, 2

vU YO por un i mpo de 45 mi ., con unz relacién de volume:r gae
L

[

unz iemperatura de
reaccidn de 1:10 . Posteriormente ef quitossn obtenido se lavd con ague destilada hasta p=
neutro y s€ secd en un hormne a 60 °C durante todz Iz noche,

A la forme desacetilada de Iz quiiina se le denomina guitosén y este debera tener como

mizrimo un 70 % de ios grupos acetio removidos,

3.3.1 Espectrofotometria de Infra: rrojo {IR).

Se orepararon las muestras en forma de pestilla de XBr. Los espectros se realizaron en un
Espectrofotémetro  Perkin Elmer modelo 283 Las muestras corresponden a quiting
comercial Sigma como patrdn, & Iz quitina obtenida v al quitosan obtenido a partir de la

assacetilacidn de la quiting obtenida. Sste analisis fue lievado a cabo en el Instituro ds

Quimica de 2 UNAM.,

La absorcién de energia elecitomagnética de diferentes longitudes de onda produce
diferentes estados excitados en las moléculas. La radiacién infrarroja, sor ejsmplo
corresponde a energias relacionadas con lzs vibraciones moleculares. Unz muestra
introducida en un especirofotémetro infTarrojo y expuesta 2 longitudes de onda de radi acitn

nfrarroja continuaments cambiantes absorbers uz cuando la radiacién inciderce
correspondz z la energia de una vibracisn molec ular concreta.

Los espectrofotometros de infrarroio Hnicos cubren las regiones de tfemsion v deformacicn




Las energizs de las vibraciones de tensidn de las moldculas organicas corresponden a una
radizcion infrarroja con miimeros de onda comprendidos enire 1200 v 4000 cm ~!. Ssts parte
spectro infrarrcjo es de particular utiiidad para detecter g
Juncionales en los compuestos OIganicos.

i ]

4si, una sefial de absorciéx en la regién ce los grupcs funcionales de vn especiro infrarrojo,
finida de alghn grupo funcional determinado que se

halle presente en le muestra (Pretsch 1985). Generaimerte es’s tipe de anglis’s sirven pera

identificar 2 las susizncias y& que presentan un pairdn definido.

3.3.2 Espectrometriz de masas (FATY

Fara llevar 2 cabo el analisis de masas de las muesiras de quitina comercial, quitina
obtenida y quitosén estas fueron solubilizadas en el sisterna N, N,Dimetilacetamida/ LiCi
5 %, las cuales fueron znslizadas en un especirémetro de masas JEOL JMS-AXS05W A con
la técnica FAB (Fast Atom Bombardment). Este andlisis fue realizado en 2l Tostitute

Mexicano del Petrdleo con la asesoria del Dr. Manel Salmén

La espectrometria de masas es unz “écnica analitica muy poderosa que es usada para
iCeniificar compuestos desconocidos, cuantificar materiales conocides, v elucidar iss
propiedades quimicas y estructurales de las moléculas,

Lz muesira 2 analizer, 12 cual &l puede ser sSlida, liguida o vapor, es introducida 2 une cimes

de vacio y posteriormente es ionizadz

Los iones, los cusies se encuentran en estado gasesso, se clasifican e el analizedor de

masas de acuerdo a su relacién masa / carga (m/z), y finalmente se capian DOI un detecior;

- 3
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asi, los iones generan una sefial eléctrics, que es proporcional af nimero de éstos. & sistema

de dates registra estas sefiales eléotricas v fuego las convierie en un eSpectro de masas Los

compuesios analizados por esta técnica. Los iones cominments son generados por el

bombardeo de moléculas gaseosas con un haz de 70 eV electrones

La técnica empleada en 2! anlisis de masas e la denominada FAR {(Fast Atom
Bombardmens). Esta forma de ionizar 2 [a molécuia muesira es mucho més stave oue Iz de
“moacic Blectrénics (I5) ¥ que la de Tonizacidén Quimics (1Q), de tal manera que igs
fragmentos obtenidos son mucho mas grandes. La molécula es ionizada de una forma no

o

directa v se utiliza un gas inerie como el Argén o Henén, el cual se sxcizd V posteriormente

e d b1

se utilizd para bombardear a Iz moléculs de analisis parz generar el espectro de masas.

3.3.3 Difraccién de Rayos X

Los patrenes de difraccidn de rayos X fueron elaborsdos en un equipe  SIEMENS
Diffraltometer 500, a 20 mé, 30 Kv, en un rango de 3 — 35 °. Se orepararon las muestras
de quitina comercial de Sigma v lzs muesiras de quiting y quitosén obtenidas en este

trabajo. Este andlisis fue llevado a cabo en el laborateric de Rayos X de lz Faculiad de

Hstudios Superiorss Cuautitlén, con lz aynda del Dr. Juan Manue] Aceves,

Ei analisis de difraccién de Rayos X, como ofra iecnica enalftica que nos permite identificar
2 las sustancies v ademés nos indica e grade de cristalinidad. Bt se puede modificar

Gebido ale degradecién sufrida 0O algln tratamients.
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3.3.4 Soitubiidgd d itosér (prucha cualizativa)
Se pesaron 5 mg de muestra de quitina v quitosan obtenidos ¥ S pusieron en comntacto con
los siguienies scivenies: ague, bencina de peirdlies, cloroformo, stanol acetato de er

s Sl

tolueno, hexano, metanol acetona, NN Dimetilacetemida /LiCL  4cido acético £cide

La prueba de solubilidad de quitina v quitosan es de suma importancia, ya que esto gredice
el comportamiento que & quitosén tendra en sclucién acuose va gue el ague v el 4cido
proveera de los protones que le conferird una carga neta positiva a ia moléculz del
biopolimero.

3.3.5 Porceniaje de desacetilacidon cel guitosam.

Se empled el método volumétrico-destilacién (Knapczyk 1989} . Se tom6 una muesira de
quitosén de 0.15- 0.3 gy se destilé con una mezclz de acido fosforico (85%) calentando 2
una velocidad de T °C/ min hasiz alcanzar 160 ° ©. Sa nglli z6 ¢omo blanco iz destilacién de
a mezcla agua- 4cido fosfbrico bazjc las mismas condiciones. Ambos destilados  se
titularon con NaOH 0.1 N usando fenofzleing . 5 grado de desacetilacion se determind
por la formula:D= 100 - 2.03 x V/ m %, donde 2.03 es ol coeficiente relacionade a Iz
mass molecuiar de N-acetil-T- glucosamina, V es la diferencia en Ia cantidad de NaCH
usades para tituiar la muestra v la referencia, m es 1z masa de la muestra.

enlaces amida son mis dificiles de romper que 1os grupes 3ster bzio condiciones

t—-&(
&

zlcalinas. Bajo condiciones basicas vigorosas, 1os grupos acetamido adyacenies & grupos

AR |
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hidroxil cis pueden desacetilarse {acilmente, pero ios analogos ans son mucho més
esistentes

La quiting posee ol arreglo 2.3 Zems en su unidad monesacérida, v es muv esta
mayoria de los reactivos incluyendo dlcali acuoso (Muzzereili, 1977), v lo que se pretende
corl esta tecnica es lograr el mayor vorcentaje de desacetilacidn nosible.

n -

3.4 Evaluacién de la actividad antibacteriana dei ouitesdn sobre ias bacterias

En el ensayo preliminar se pianted el uso del quitossn sobre la bacieria Staphylococcus
aurens 6538p de la siguiente manera: Bn 10 ml de caldo de cultive BEY se inoculd una
coicniz becteriana v se incubd por 24 horas @ una temperatura ds 37 °C. Posteriormente
este cultivo se centrifugd  a 3000 Tpmt por 15 min La pastilia bacteriana obtenida se
resuspendié en 8 ml de buffer de fosfatos 0.1 M ( pH 7.0), més 1 ml de ague acidificada

con zcido acético 2 pH 4.0 1 2 este pH el quitosén estuvo iotaimenie disuelto).

O~
Pt
#
s
Q
e
™
C_ff\_
o

Ura vez preparade el cuitivo contrel, se tomo una alicuota de 1 mi v se diluy
Ix 10°. Setomd una muesire de 100 ul de cada dilucidn ¥ se plaqued sobre agar Mieller

Hinton. se incubd durante tods 1z noche y posteriormente se contaren las Unidades

1

Formedoras de Colonias {UEC).

x

Para la prueba con quitosan se prepare unz soluciér del polimero al 0.05% en agua

Se procedib a hacer 1o mismo que se det2lld perz el conirol peroc en este caso se

iy

resuspendis la pastilia bacieriang en 8 m]

as)

de builer de fosfatos (C.IM) + 1 mlde 12

soluciér de quitosén al 0.05% ¥ s tomarcn muesires 2 los 20, 40 y 60 minutos; de igual
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manera se hicieron diluciones decimales y 100 ul de cada unz se piaguearcn e incubaren

duramnte toda la noche a 37 °C v finalmente se contaron las Unidades Formadoras de

Colonis,

I:u

3.4.2 Actividad antibacteriana del
La ectividad antibacteriana del quitosén se estimé, durante el crecimiento activo de las
bacterias de prueba. Tsto se hizo para deierminer del efecto del quitosan en sclucidn z

través de cinéticas de crecimienio de los microorganismos en medio de culdvo Eguide

AAAAA el wd

&

medicién a través del tempo fue densidad éptica (D.0) 2 590 nm v Unidades Formadoras
de Colonias { UFC). Se utilizaron dos bacterias de coleceién ATCC, las cuales se emplean
como estandares de medicion de antibidticos, lz bacteria {(Gram + ) Stz whylococcus aureus

ATCC 6538 Py la bacteria (Gram -) Escherichia coli ATCC 10536, Las soluciones de

quitosén probadas tuvieron distintas concentraciones (569, 230 125 v 62.5 pom ) v

o
[Py
a")
=
4]
=y
{5t
P
th

"F;i
(i
(€5

o

+.5, 5.5y 6.5). Se utilizd como conirol el medio de culiivo adicionado con
el mismo volumen de agua ecidificada al p correspondiente a la prueba.

i

A partir de fa determinacion de UFC / ml ss calcularon las velocidades de crecimiento

o
[y

los microorganismos v el tempo de duplicacién.

3.4.2.0 Preparecidn de las soluciones de guitosdn
Se pesaron las cantidades de quitosén correspondientes a czdz una de las concentraciones
colocaren cada una en 100 mi de aguz destilade. Se agiteron vigorosamente

v 8¢ les adicioneron lenfements pequafias gotes de écido acético concen‘radc hasta que se

liegd 2 la disolucién completa { aproximadamente a il 4.2). Posteriormente cada una ds

LA L U R L A WN



AL A L R B St BN S A Y B L A R L
’IW'U]“ R L L L L L e L L L bt AR R L o e LI E o L L L o R ]’l n

las soluciones fueron ajustadas al pH correspondiente 2 la experimentacion (4.5, 5.5 v 6.5}

uszndo NaOH, el cual se adiciond lentaments hasta alcanzar la disclucidn ¢ ompleta,

rJ
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3.4.2.2 Preparacitr
Una colonia de la bacteria de pruebz fue colocade en un matraz Frienmever de 250 = de
volumen conteniendo 50 ml de medic de cultivo {caldo nutritive) z un pE de 6.9 v se

incubd por 18 horas en un agitador rotatorio New Brunswick 2 200 TPMm ¥ & una femperatura

de 37 °C.

3.4.2.3 Cinéiica de crecimiemto

Dei indculo se tranfi-ieron 1C ml a cada uno de los matraces Erlenmever de 500 i

conteriende 250 mi de caldo nutritivo ¢ inmediatamente después se les adicioné el quitosén
a lz concentracidn y pIl correspondientes a las pruebas, Se usd como control un mairaz

preparado de la misma forma, pero adicionado del mismo volumen de agua acidificadz al

pi ge lz prueba. Los matraces se incubaron en un agitador rotaiorio marce New

Brunswick, a una velocidad de 200 rpm v una temperaturs de 37 ° C.

Se tomaron muestras a intervalos de 1 hora, La densidad dptica a 590 nm se geterming

en un espectrofotémetro Spectronic 20 v se efectuaron diluciones decimales con solucidn

saling fisiologica (SSF) al 85%. Cada dilucién se sembrd er superficie en cajas de Agar

Mieller Hinton. Se incuberon a 37 °C po

=~

18-24 horas v se contaron las Unidades
Formadoras de Colonia / ml Los resuliados se graficercn v analizaron por computadora
con el programe estadistico “SAS”, versidn 6.2, con el que se obtuvo: Regresion miltinle

i

ANDOVA v Superficies de Respuesta.

Ju
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diferencias propias de la especie de donde proviene el meterial quitinoso dan como
resultado un producio con diferentes cuclidades tanto fsicas | , quimizas y bicidgicas, wor

esta razén el quitcsén obienido fue caracterizado fisica v quimicamente antes de evaluar su

actividad antibacteriana.

L0s aspecios més importantes de la quiting v el quitosén son tanto su pureza, sciubilidad,
peso moiecular y grado de desacetilacién, ya que esto indica Iz cantidad de cargas positivas
disponibles que estardn interactuando con las células bacterianas.

En primer instancia los analisis practicados tanto a ia quitina como el quitosén fueron

lineal de n-acetilglucosamine y D- glucosamina (Domzy, 1985).

Il primer anélisis de identificacion gue se realizé a la quitina obtemida v su conversidn &
quitosan fue el de espectrofotometria de infrarrojo. Se utilizd como pairdn de referenciz de

la sustancia, el anélisis de Infrarrojo de quitina comercial de Sigma.

RLARRE
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veies MSpeCiroiolomeirfa Infrarrofo (IR)

1pG de endlisis sirven para identificer 2 las susiancias va gue pr

un patron definido. Br este caso se realizé un espectro de IR de una muestrz comercizl de

quiting para usarla como patrén.

Los resultacdos de especirofotomeiria ‘nfrarrojo se pueden observar en Tahis

e

Lo
e
Fef
e
g
5
o
o3

para la quitinag obtenida; en Tzblz 3 y Figure 7 para la quitina comercial yen Teblz 2y

<

figara 8 para &l quitosén obtenido. La Tabla 3 muestra las frecuencias v los porceniajes de
ransmitancia correspondientes 2 los tres espectros . Como puede observarse en Ia tabla 3,
las principales bandas caracteristicas de Iz molécula de quitina obtenida se encuentran an
las rnismas regiones que las de iz quitina comercial denotando que se irata de la mismz
sustancia. Ambos espectros muestran una sefial ancha entre 3100-3500 cm™. Esta sefial
puede deberse tanto a Iz presencia en ia molécula de grupos CH, como a Iz existencia de

NE. En la quitina existen ambos grupos foncionales, perc Iz amida se confirma con

P

2
banda observada entre 1500-1700 cm-i y los O con las sefiales localizadas entrs 1000-
1180 cm™ v 1200-1450 em™

La Tabla 3 muestra también las frecuencias del quitosén obtenido (quitina parcialmente

desecetilada) v el aspectro correspondienie (Figura 8), que muestrs claramente un

snsancaamiento de la banda de 3426, caracieristico de los enlaces OH v NH, asi mismo un

3 2
acortamientc  de Iz banda de 1600 que comresponce al grupo amida
desacetilacion de la quitina,

Com ssie anglisis ss puede decir que se identifica & la quitica v que ésta ha sufride

mocificacion en ei grupo funcional amida,



e ——— i e e+ i i i b s s o rimimh - PO

3442 77 OH,NH 3434 &7 OHE,NHE I
3267 80 3285 75 "
3107 86 3098 85
2961 89
2932 88 2940 88
2891 87 2881 89 2872 86
166C 8C Armida 1653 77 Amuda 1659 87 Armida
1629 84 amida 1650 78 amiga 1600 o2 amida
1364 81 1371 83
1415 86 1419 91 142] 93
1379 82 0H 1380 86 OH 1378 . 91
1314 85 CH 1320 90 CH 1321 93
1261 88 OH, C=0 ! 1261 96
1205 28 C= -
1159 82 C=0 1162 83 C=C_ | 1i33 87
1116 81 C=0 1123 82 C=C
675 ¢ 79 JOH, C=0] 1077 [ 77 | oo i083 | 85
L1027 | 8 | CHE 037 | 78 | OH | 103z | 8 |

Tabia 3. Resultados de las frecuencias obrenidas de jos espectros de infrarrojo de ia quitina oblenida . quitina
comercial ¥ quitosan obtenido.
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Quiting
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ohtenide

Figura 6. Espectio infrarrojo de gniting obtenida en este trabaje. Cormo se cbserve, tantio éste espectio come

P il

ei de la guiting comercial (Figma 7) son sumilares, va que presentan los mismos grapos funcionales,
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En Ja Figura 9, se muestran los es peciros de masas de lz guitina Comersi

1
P Sigmada

o
(=%

como referencia, el especiro de masas de la quitina obtenida en este trabajo (b) v el

Sn el espectro de masas de la guitina obtenidz {b).el pico base {PB) corresponde 2 unz

relacion de m/z = 99 cuya composicién es | Cy 303 N fragmento A de la Figura 10; La
sefial m/z = 191 (40%) | Mondmero +1 — CH;| fregmento B; a2 sefal m/z = 105 10%;

, lasedal m/z =173 {4 Yo} | Mondmers +1 —Ciiy — H,Cj

-~

fragmento D, Ia sefal m/z= 115 {(4%) [C4Hg O3 N —H] fragmento &

En el espectro de masas del quitosén obtenide (Figura 9), se presentan los fragmentos
1421, 1321, 1221 vy 1121, los cuales corresponden a. 1421= heptameros totalmente
acetilados; 1321= heptameros parcialmente desacetilacos; 1221= heptdmeros parcizlmente
desacetilados; 1121= heptameros totalmente desaceiilados {ver Figura 11)

Hn relacién a los espectros de masas de quitina comercial v quitina obtenid a {figura 9
ayb) presentan las mismas sefiales aunque su abundancia no sea la misma, esto puede ser

i

debido quizé 2 L gue  aun siendo la mismg molécule, ¢l origen de ésta no es ef mismo, La

o

quitina comercial proviene de cangrejo v iz quitina de este trabajo es de camardn.

S el especiro de masas del quitosin se observan fragimentos de pesc molecular mayor gue
indican heptadmeros desacetilados, aunque también presenian desmetileciones (Figura i

Esto vuede indicar qus el tratamiento de desacerilacion no as selectivo.

\'l‘
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de quiting obtenida
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Fragmento 1421

CHOH CHL0H CH,0H CHOR
- CH;
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NCoCH, NCOCH, NCOCH, NeocH:

Fragmento 132

Fragmento 1221

CH.OH CH-OH
1o} (4}

4
oF A \NOH =
A | .

: I H

Fragmenio 1121

NH: NE, ¥H;

Figura 11 Interpretacion de ias sefiaies de los principales fragmentos del especiro de masas del guitosin
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4.2.3 Difraccidn de rayos X
=l anglisis de diffaccién de rayos X permite identificar 2 lags sustancias y ademas indicz e;
grado de cristaiinidad como io observaco en ol patron de diffaccion de la quiting v &

quitcsan obtenidos (Figura 12).

esira un cierio grado de cristalinidad, sin embar €0 10 se puede decir que sea

137

] -
—a qUving mu

3

1 b &
L

ObLeniac posee un tamafio de particula pequedc as!

&N
b
s
™

mocristal v o§f un solve. 2 guitos

COMG Ui estructura mas amorie, lo que se infiere debido al ensanchamiento de los picos

comparados cen los picos de lz quitina obtenida (Figura 12)
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Figura 12. Paméa e difraccion de Rayos X de quitina ¥ quitosén obienidos
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mismos picos marcados en ef patroén de difraccion de Iz quitina obtenida en este tradajo,

con 10 cual se confirma la identidad de la sustanc
Como puede observarse ¢l pico oresentado 2 los 20 grados es ligeramente més pequefio que

el presentzdo por lz quiting obtenid

i 2rida y esto pueds atribuirse 2 ‘2 degradacidn de la
o .
molécula comercial
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Figura 13. Pairon de difraccién de Rayos X de quitina comercial
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4ol.4. Soludlidad de guiting v quitesdn

En la siguiente Tebla 4 a2 observs que la quitina y =i quitosén obrenidos son practicamente
insolubles en todos ios solventes OTgénicos, mientras que el quitosan es soluble en todos los
4cidos orgénicos y minerales probados. Cabe seflalar que tanto la quiting como e ouitesan
sor parcizimente solubles en N'IN’Dimestilacetamida / LiCl ¥ ¢ste es un sistema muy

utilizado pera los anslisis de esie biopolimero, ya que se trata do un sistema que 1o lo

degrada
Tabla 4, Solubilidades de quiting y quitosin

ST T TR
BENCINA DE PETROLEQ
CLOROFORMO l- -
ETANOL |- -

| ACETATO DEETILC - -

| TOLUENC P P
HEXANQ - -
METANGOL /- - |
ACETONA |- - |
NNDMAc/ LiC B P ]

23 =Y 4

ACIDO ACETICO - +

ACIDO FORMICO P +

ACIDO BORICC P [+

AC. CLORHIDRICO + -

AC SULFURICO = +
| AC NITRICO - + |
LAC. FOSFORICO P + ]

{+) = soluble ; P= parcialmente soluble - ; (=)= insoinbie

e
S




La prueba de solubilidad de quitina v cuitesén es de suma importancia, ya que esto sredic

€]

[

el comportamianto que el quitosén tendrs en solucién acucsz, T quitcsan obtenido en este

trabaje muesire tn completa solubilidad en asuz acidificada { pH 4.2} con 4cido acético, el
cudl va a ser compatible con el medio de cultve donde s¢ probard iz zctividad

antibacteriana, aunaCo a que el agua v el écido vrovesrsn de los vroicres cue ls conf

unz carga netz positiva a la moléeula del biopolimero,

Zl porcentaje de desacetilacion obtenido nos muestra que &l quitosén presenia mas del 85 %
de grupos acetil removides. Lo que quiere decir que se trata de un quitosén con alto grado
de desacetilacion v cue presenta una gran caniidad de grupos amino disponibles para ser

protonados y mantener a la molécula como polication.

Ly r

ciém de la Actividad Arntibacteriana cel quitosan en Stephviococcus aures
€538p y Escrerichia coli 10536

Como en todos los ensayos de actividad antibacteriana, se utilizan microorganismos
mocelo para estudiar el comportamiento de los diversos agentes, ¢s por esta razdn que en
este trabzjo se utilizaron e dos bacierias “tipo” de la coleccién ATCC oo estmacturas y
composicion de pared celular diferentes, que las agrupan v diferencian en dos grandes
grupos: Gram positivos (Staphviococcus curens 6528 v ¥ Cram negativos como

{Escherichic coli 10536)



Hste ensayo tuvo la finalidad de establecer lz metodoiogia para levar 2 cabo Iz oruebz de
actividad antibac
los resultados de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro fueron los sigulentss:

Para el control al tiempo cerc, se tuvieron 1.94 X 10° UFC /ml; 2 lo8 veinte miny

g R . " P . .
7K 107 UEC /ml; 2 los 40 minvtos =3 ¥ 10 ® | C/ml y 2 los 60 minutos se tiene una

&
%
7

M

podlacidén de 7 X 3

.

El vaior de UFC/ ml para la prueva con quitosdn 2 60 mirutos da gxposicidn v une

........ TN bl

e Lo 9 ¢
cornceniracion ce 0.05% fuede 1.06 X 10° TJEC /mal

r .

Como puede observarse en 60 minutos ne se logra ver nineln efecto antibacterisno. De
)

hecho en el control ss nota que el microcrganismo z0n se encuertra en la fase lag, por lo

cuai se considerd insuficiente e tiempo de exposicién del agenie a la poblacion bacteriana.

Per otro lade el empleo de buffer de fosfatos podriz estar interfiriendo con el quitosan, ya

que la presencia de estos iones podrian estar neutralizendo las cargas positivas del mismo.

Debido a esto, se planted otra sstrategia de prueba. Se llevé a cabo la exposicidn dei

[

quitosdn por un Hempo mayor, 10 que nos darfa la posibilidad de observar ol efecto a io
argo del proceso de crecimiento y reproduccion de iz bacteria. El sistema de prucba (calde
ce cultivo) arrciariz informecian més real, ya que sl microorganismo no se sncontraria en

-

un estado de esirés, como en los modealos propuesios por Sudarshan en |

T

92 y Papinesu en

[y

991, en donde el primero lleva Cebs sus ensayos er un sistema buffer nor 120 minutos
b s

!S)
=

el segunde lave v -~scoiecta sus cultivos en agua estéril Bn ambos C£808 .as bacterisg
2 ¥ g

th
S
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Tabla 5. Valcres de densidad ptica de 13 cindtica de Stophyiccoceus oureus ¢
diferentes conceniraciones ¥ arpH4s

s 2y
c2 Gultosdn 2

‘ 0 | 0043 | 0.043 0043 | 0043 0.043 |
F 0.088 | .43 0.058 0.039 0.05
2 0.2582 £.033 0.027 0.083 0.145 |
3 0.333 0.022 2078 7 o33 0.286 |
i 4 0.35 0.018 0.007 | 0232 0.321
E 0.38 0.018 0.007 0.275 0.336 |
[ tiempo control | 300 ppm 250 ppm 125 opm 82.5 ppm |




pueden experimentar ya sea inanicidn o bien pueden ser destruidas DOr zlteracicnss en la
presidn osmébtica ejercida por ¢ agua.

-

4.2.2 Evaluzcién de la actividad antibacterizna dei gquiteséz en Siap iaviceoceus

A

#)
x\

GUEFEES .

.N_\

Se evalud & efecto de la concentracién de quitosén (500,250,125 v 62.5 opm) a2 pH 4.5
sobre la cindtica de crecimiento de Staphylococcus aurens v en la Figurs 14 y Table 5 se
muestra el resultads.

Como pusde observarse, 2 las concentraciones de 500 y 250 ppm, practicamente desde la

rimera hora no se observéd ningln incremento en la densidad Optica del caldo de cultivo,

¥

g

inctusive hubo una disminue Cidn, v esto se debis principaiments 2 que una vez adiciorado

quilosén a estas concemiracione es, las células que se encontraban suspendidas  se

.

aglomeraron, formando ctmulos grandes de aproximadaments 3 mm. El calde de cultivo

desde ese memento quedsd apareniemente sin células en suspension.

Sin embargo a las concentraciones de 125 y 62.5 ppm no se observé el efecio aglutinante.




Al observar la Figura 15 y Tabla 6, respecto a Iz cinética de crecimiento de Staphylococcus
@ureis 63387 2 las cuslro concentraciones {500,250, 125 y 62.5 ppm} a oH 4.5, en este

caso se cuantifica el crecimients an terminos de Unidades Tormadoras de Colonias po

i

..... ~ 1

muilitro (UFC / ml). Se evaluo Ia viabilided de las céiulag curante & pericde de

crecimiento. A le concentracién de 590 PP $¢ muesira un decremento de células del orden
de 7 cicios logaritmices & las ires horas. Para iz concerntracidn de 2 J ppm se regisird un
descenso.

A pertir de la tercera hora en las concentraciones de 50C y 250 pom de quitosdn se nota una

recuperacion. Se observd que las células que ep ur momento permanecieron unidas ai

poiimerc formando curmulos, comenzaron 2 desunirse. Para corroborar la vizhilidad de las
P |

celulas en los agiome ragos, al finzl de a cinétics se sembraron  dichos cimulos =n agar,

resultando qus las células se encontraban vivas.

A las concentraciones de 125 ¥y 62.5 ppm el efecto no parece ser e mismo. Al principic se
observa una caide en el nimero de células viables, perc conforme transcurre el tiempo se
10tz una recuperacion de éstag inclusive, al cbservar las pendientes de ambzs curvas con
|

respecio 2 la dei control, se evidencia un aumen 0. Los tiempos de generacién T tanto

para el control como parz las cinéticas a 125 y 62.5 ppra iueron los siguientes:
T g control = SD 88 mi'ﬂ; T g quitos;,in 125 ppm = SC.EO miﬂ; T 8 quitosin 62.5 DPm = 36.25 Miﬁ,
indicando cue 2 estas dos cong entraciones hey une disminuciédn en o tlempo de generacién

¢on respecio al control pudiera ser atribuido a ue el guitosén ests funcionande en al
¥ 9

medic de cukive cormo una fuente de carhone adicions!

LA
D




=n relacién ai efecto de iz “oncentracion de quitosan a pH 4.5 sobre la cindtica de

srecimiento de Sigphyiococeus curens se observé lo siguiente: La evaluzcisn mecida en

7 3z

censidad Spiica (DO C) aporta datos que pudiersn indicar el caricter bactericica del quitosén
8 500 y 250 opm, ya que hay un descenso importante en la cantidad de particulas

suspendidas en ¢l czlde de cul ftive, Io cual fize debido 2] efento egluiinanie que presentd ef

-

quitosén 2 esas concentraciones, Sin embargo se pude nrobar 2 “ravés de la evaluacién

[ -
S T

caica en Unidades Formadoras de Colon as {UFC / mi) que ¢! efecto fue bacteriostatico a

H

£sas dos conceniracioneas.

Pare las concentraciones de 125 ¥ 250 ppm la evaluacién en densidad ptica y UFC indican

que a estas concentraciones no existe un efecio antibacteriano y hace suponer gue el

micToorganisine nerementd su velocidad de crecimiento debid neremento ¢

[
S
)
s’:j)
5
=
L

de carboro proveniente del quitcsén.

lis

IS5
=

Ly
&

nzlisis de regresién indica un efecto altemente sigrificativo de la concentracion de

uitosén y del tiempo. Los efectos de I concentracién v tiemmo fieron cuadraticos -
¥ x

LR

cucicos. {ver apéndice ).
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ity

uitosdn sobre el comporiamienio de

¥
-

Stephylococeus aureus, a T imeraceion de cargas de éste con la estructurs de la pared
bacteriana. A las concentracionss de 500 v 25¢ ppm 2 pol 45 se presentd un efecto
inhibitorio, ya que éste se unié ai debris de Tz célula o 2 Ing comeonenies de superficis de ia

bacteria que tienen ung Carga rieta total negativa.

Uno de los factores que también podria explicer el efects bectenos 4o del quitosan, es el

tamwafio el pelimero, va que 12 activid iz de éste se incrementa cuando se tienen

£
=
[N
&
.
pore
3
t:i
o
-
=t
[@]
o]

polimeros mas pequefios, lo cual fue examinado por Stossel y Leuba en 1984, pero en este

aso su modelo de estudio fize sobre Frsarium OXysporum.

Concordando con 1o establacido por Sudarshan v colaboradores en 1892, quienes usaron

poligalaciuronaio como polianion, el cual podria guelarse co

5
o
e,

W2
&
o
Q
[25]
&9
3

Faing

R
el
oy
o
£
o)
5

N

hl
[N
@

Ssta rmansra neutralizar sus cerges y demosiTar que ¢ quitosn era capaz de unirse a lz
superficie celular. Sus resultados tueron, gue el efecto bfacte‘icida del guitosin, pudo ser
ologueade por el poligalzcturonato aespues de Iz incubacion a los dos minutos, inclusive
hasta los ireinta ninutos. Esto evidencia la interaccion del quitosén con 1z superficie de Iz
bacteria como un factor importante para que Iz accidn bactericida se leve 2 cabo.
Sudarshan v celaboradores (1592} apoyan Iz hipétesis de que el quitosan actla g nivei de

la superficie calular Sacteriane, aunque hay que destacar que izs prushas se hicieron duran:

L

120 minutes y en condiciones de cultive 20 adecuadss, va que las bacterias se encontraban

T Fanl
1

e0Un oulter de fosfaios, que no garantizaba que éstas pudisran reproducirse.

N
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Chu Ho y colaboradores en 1997 trabajaron con derivados de quitosan: dietileminestil-

quitina (DEAE-quitina), dietilaminoetil-quisossn (DEAZ-quitosdn) v trietiizminostil-

st 7T

quicina {(TEAE- quiting), los cuales fueron preparados & partir de quiting extralids de
acuerdo al método de Hackman, v a concentraciones de 100, 200, 300 v 590 opm. Sug
resuitados fueron los siguientes: En Staphylococeus aurens, 2 los 30 TINItOS 82 Trasentd |

disminuciéa de 1 clelo celular a lg concentracidn de 500 pom v 2 los 120 min se observa el

decremento de 2.5 ciclos usando DEAE-~quitossn. Cen TEAE-quitina, a la concentracién de

00 ppm hubo un decremento del total de las bacterizs 2 los 120 minztos.

Estos autores argumenian que el carécter bactericida v bacterioststico de los derivados de
quitosén (TEAE-quiting y DEAS quitosdn), se debe 2 Iz sstructurz de Iz pared celular de
las bacterias Gram +, ya que fuera de la membrang citoplamatica solo hay una capa rigida
de peptidoglicano, que @inque relativamente gruesa, estd cempuestz de uma malla con
muchos poros, los cuales permiten 1a entrada de moléculas extrafias dentro de la célulz sin

dificultad. Estos argumentos sstén sasades en lo que owos autcres refieren acerce de

ot

iccidas catidnicos de bajo peso molecular, en donde el sitio de accidn del quitosén es Iz
membrane citoplasmética de la bacteria, lo cual puede ser resumide como sigue: i)
adsorcion del quitosén a la superficie celular de la bacteria; it) difusion 2 través de la vared;

iiz) unién a ia membrana citoplasmética; iv) ruptura de la membrana citoplasmaétics; V)

salide ce meterial intracelular v vi) muerte de la céluls,
¥

LOS argumentos expuestos sor Chun o v oolaboradores (1897}, no son muy convincentas
debido a que, en primera instancia aunque se traie de concentraciones de quitosén similzres

& las menejadas en este trabajo, no sz leva 2 cabe un moniiorso Ce la actividad de Iz

€3




bacteria durante su de cregimi 1810, ya que 120 minutos no son suficientes dehido 2 que en

este lapso el cultive se encuentra en Iz fase fag.

ki

2 segundo lugar, los compuesios utilizados pot Chur: Ho v colaboradoras {(1997) parz

etaoorar fos derivados de qQUitosan , son sales cuaternarias de amonio 7 yoLo, los cuales son

gt
L"

e por si piccidas,

Por dltimo, no se puede considerar que el caréeter biocida del quitossn se debz 3 s snirada

ndiscriminads del | compuesto hasta aleanzar Ia membran a citoplasmica.

Estos autores explican que: los fosfolipidos en la membrana citoolasmatios de las bacterias
son fosfoglicéridos que tienen terminales tanto hidrofilicas como hidrofobicas v gque el
oviccida catidnico TEAE-quitina con el mayor grupo alquil hidrofdbice, tiene Iz mas zla

actividad antibacteriana,

-

-1

a razén que exponen Chun — Hp colaboradores {1997) en reiacidn 2 la actividad
1 4 N 7

antivacteriana no concuerdan con los argumentos porque: les fosfolivides en sy parte
hidrofébice estan orientados nacia adentro de la membrana, de donde es mas orobable que
los zgentes antibacterianos se hubieran enfrentado primerc z los fosfolipidos en su parte

hidrofilica por encontrarse estos en & parte exierna, 2@ menos de que presemtaran el

fendmeno flip-flop atribuido 2 iz prese ncia de moléculzs come TEAR- -quiting

—a olra Tazén que exporen es of efecto de ! =08 contraicnies o del ‘on yodo en TEAB-guitine.
Hsta #ltima que exponen pudiera ser la més congruente ya que para ssios lones si s= “ien

-

evidencia de actividad antibacteriang.

&4
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Bn ese misme frabaic Chun Ho y colaboradores {1997} prevararon hidrolizzdos de los

AGAT drme mre e e . et Tt n p . . ~
1Csan, 108 cuales tuvieron un efecio bactericida v Io EXpilcan argumentando

ue el procese de adsorcidn (G , de difusién (i), de umidn SH). ruoturs ¢ iv), salida dej
X 43 Y » + LG

del polimero.

po
o3

Otre de los efectos ohservados del quitosan en la cinética de crecimiento de Stz Hdococcus
aureus fte que & las concemitacicnes de 125 ¥ 62.5 ppm no se presentd ningun efecto

inhibitorio v si de nuiriente y podrie explicarse de la siguiente forma: Las solucionss de

D

uitosan empleadas en este trabaje, fueron preparadas disolviendo primere éste en agua
iy 2 i ky by =

acidulada con 4cido acético 2 PX 4, Io cual puede promover la hidrdlisis del polimerc. En

€sie caso, se tendria no solamente 2] polimero cargado positivamente sino fragmentado.

Considerando el peso molecular de log fragmentos fueran peguefics, ésios enfrarian
mediante un transporte activo probablemente muy similar a] de glucosa o que explica que

I

el quitosén est

D

actuando come une fiiente adicional de carbono, evidenciandose esto con el

tiempo de generacién menor que ef control (Figurz 13).

G5
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Alora bien, en la cinética de crecimiento de 12 Figura 16 y Tabla 7 ss muestren los valores
de densidac dpiica de Staphyiococcus aureus 6538p a las cuatre concenfraciones de
quitosén trabajadas {50C, 25¢, 125 ¥ 62.5 ppm), zunpE de 5.5

urante estas curvas de crecimienio también hubo formacisn de aglomerados, los cuales
eran més pequefios. Esto quiz es debido a que sxisten menos cargas positivas capaces de
uiirse a2 las células cuando el pH del quitosan en solucion es de 5.5. Se plantea que iz
sowupilidac Opiima del quitosén se sncuentrz alrededor de 4.2-45, 2l pH utilizado en esta
prueba la solubiiidad de ia molécula es menor y por tanto la disponibilided de las cargas

positivas se ve disminuida.

Hr la ¥igura 17 y Tabla 8, se valoraron las Unidades Formadorss de Colonia / mi (UFC/mi)
y se observo un efecio similar al mostrado en la cindtica a pkz 4.5, A la concentracidn de
500 ppm es evidente un decremento de 2.9 ciclos logaritmicos 2 la segunda horz. A parsir
de la siguiente horz v en adelante, se logra aumentar el mimerc de céinlas, pero nc se

recuperz la poblacién con la que inicié el cultivo,

A la concentracion de 250 ppm a iz quintz horz se tiene una disminucién de 4.3 ciclos,

)

mientras que para 125 ppm de guitessn Iz noblacion se reduce 2 3.2 ciclos logaritmizos,

§

Estos resultados se atribuyen al manejo de los culivos, B! cdleule de tendencies gue se
Lo ot = il oed b7 - y At ar eyt Pt i P - oy 5 5 =y da Fr
Siectas, permite  esiabiecer que e caracter inhibitoric del quitosin 2 oH 5.5 a5 de oo

bacieriostatico.




&l observar Figura 17 se aprecia que, aunque se encuenire disponible el qui“osén

+2

provavlements el micreorganismo no o utilice OO nuiriente como en la cindtica anterior

Ll S A1

apH45,

F

Y,
v

o]

N ;
que log ¢ ol son

mayores {del

orcen de 112.4 minniog para la coacentracién de 62.5 pom). El cardcter bacteriostatco de

i
rs

QUILOSan se mosird 2 ‘odas las concentraciones,
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Figurs 18
C;r Elice rfe praes mientg de Shom bl S W PeT
Listive Q€ CIGCImIen{o WIS DICRATIOCOCCES ik PSS
o A < - 5 5 4
@ f T POEIMTR S S e .
& Qlierentes COLCERITraciones UE LEZITosan
T 7
2nn de §.5

densidad dptica 590 niy

Hemoeo (1)

(== cenirol =5= 500 ppm ==250 ppm =C=125 pprm =%=625 pem|

Tabla 7. Valores de densidad Opiica de Ia cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus
con quiiosén a diferentes conceniraciones vapHS33

[ 0 | 0048 | 0028 ] 0.048 0048 C.048
' | 0141 | 0066 |  6oiq 6.07 0.042 |
2 82¢ | ored 0.308 0.062 0.038 |
3 3.333 0.08 0.004 0.0768 0.031 |
4 C.384 | T Coéz 0.007 0.141 0.117
5 0.356 0.08 0.04 047 0.487
| Tiempo Control S00ppm | 28Cppm | 125 ppm 82.5 ppm
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tﬂ

o fo que respaciz comportamiento de crecimiento del sphylococcus aureus a pH 6.5

T

/@ 1as concentraciones des 500, 250, 125 y 62.5, es similar a obteride e las cinéticas

A

[w

anteriores 2 pH's de 4.5 v 5.5,

L

Tebla © muestran la cindrica 4 ¢ crecimiento a pE de 6.5. Aparentemente
hay una disminucién en cuanto a ia cantidad de cdlulas en suspensidn v esto fie causado
por la agiomeracién de las células en el caido de cultive. Los cimulos también més
»2quehios comparados con ics formados en ia cinética 4 pl= 4.5

La cinética de crecimiento del Staphylococcus aureys {(Figura 19 v Tabla 10}, en lo cue se
refiere 2 Unidades Formadoras de Colonias / ml el fenémeno es semejante al obtenido a
pH's de 4.5y 5.5, Se evidenciz una ligera disminucion de la viabilidad de las células 2 las
conceriraciones de 500, 250 y 125 ppm, & diferencia de Iz concentracion de 67,5 ppm, en

donde se logra tener una recuperacion com un Tiempo de generacion = 96.6 min. Aungue

s¢ mantiene el caricter bacteriostéiico del quitosén a pH 6.5, ¢ efecto es ‘a m mitad de

[y

mostrado a pH 5.5

70
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Figura 18
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2y T e et AT o e o o Q @ manhet 7T
@ ICTRHLES Comeeniraciones de gultosan

denisidad dptica 590 nm

tfempo (I

== control =C=300 ppm ='+250 ppm =C=125 ppm =4=582.5 oom|

Tebiz 9. Valores de densidad Optica de ia cinética de crecimiento de Staphylococcus aureus
con quitosan diferenres conceniraciones 2 pH dess

@ 0.043 0.043 | 0043 0.043 0.043
E 0.141 0.014 0.008 0.003 0.0025
2 | 032g 0.04 0.1% 0.003 0.004
3 0 83T oo 0,02 0.782 0.23
T E 0635 | 003 5.04 087 | 018
5 0388 | 008 0.03 038 | 95 |
| tiempe Cenirol ; 500 ppm | 250ppm 125 ppm ; 82.5 ppm
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Come pudo coservarse 2 través de las cinéticas gde cre miento del Stapiylococcus cureus a

diferentes concentraciones y ps, el efecto de 1z concentracidn v of fiempo son altamente
sigrificatives {ver apéndics j ya que & concentraciones de 500 y 250 ppm ejerce un efecio
coaguiante v de acuerde a lo ssmudiado por Sudarshan y colaboradores (1 992) en donde

1 -

assglra que 2 oajes concentraciones = quitosén poiicatidnico probzblemente se une 2 |

il

superficie  Dacteriana cargade negativamente causando aglutinacién.  Fan  altas
concentraciones el quitosén podra cubrir la superficie bacterians v prever la salida de los

o~

= e oy 1
Tid TYETISIeTentis

)

.

corponentes intracelulares, 28t comeo impedir ¢ mas

S j

barrera celular. Las concentraciones usadzs por Sudarshan y colaboradores en 1992 fieron

del orden de 10 veces mas que las empleadas en este trabajo.

En lo que se refiere al efecto de los diferentos pii’s de la solucion de quitosin sobre el

1‘

crecimiento de los microorganismes, s observa que ! pIf £eido del quitosén no juege un

U
&

s
[
.
[

importanie sobre ia inhibicidn de ios MICTCOTgamiSmos v sf parz Ia solubilidad dei
quitosén, lo  cual se corrobora con el andlisis de regresicn multiple v ANQVA {ver
apénaice).

~0 ImOSiraco en estas cinéticas permite SuponeT que los efectos bactericstético, aglutinante
y €e nutriente del quitosan ests influencizdo por ¢l nimero de cargas positivas disponisies

ya cuea pH ¢ 5.5y 6.5 25 menor. Debido 2 que e efecio aelutinante este esociado

0y

concentracion  del quitosdnm, esie fendmenc se concibe como un tapizado de cargas
positivas sobre la superficie bacterizng cargads negativamente, miemiras que el efscio

bacteriostaiico pudiera ser debido 2 iz desestzbilizacién de iz pared celular, Jue aungue no

73
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§¢ tonga un exceso de cargas positivas, dstas son suficientes para desestabilizaria a va gue

ssie fendmeno :ambien se asociz z Iz concentracidn del quitosdn, en donde meyor

conceniracion mayor inhibicion.

hecho de que el solfmerc puciers estar hidrolizado v los fragmentos entraran 2 la celulz,
sino z la posibilidad de inducir a 1a bacteriz para la produccidn de quitosanasas y de esta

manera hidrolizar v asimilar a! g quitosén, por tanto serfa importanie monitorear la cinéticas

durante mas tiemno v ver sy comportamiente frente 2 ofra fuente de carbono.

4.2.3 Evaluacién de lz 2ctividad antibacteriana del quitessn en Escherichia coli,
Como se menciond al principio de esta evaluacidn, en los ensayos de actividad
antivacteriana, se utilizaron micreorganismos modelo para estudiar el cemportamiento de
los diversos agentes

La Figurs 20 v Tabia 11 ilustran sl comportamiento de crecimiento de la bacteris
Escherickia coli en medio de cultive muds vo con la adicién de quitosén 2 pH 4.5 2 las
coacentracionies de 500, 250, 125 y 625 ovpm. Es de hacer notar que & todas las
concentraciones de quitosan e! efecio es practicamente bactericida comparace con el
conirol, Desde le primera horz no hube cLmento en la densidad éptica de las particulas
suspendidas en el caldoc de cultivo. Bn este caso y a difgrencia del cultive de

L]

Staphylococeus cureus bejo las mismas condiciones, ne hube zglomeracion de céiulas,

En la Figurz 21 v Tebiz 12, donde se puece observar el crecimicnio v viabilidad de

o~

Lscherichic coli frente 2! quitcsér a pH 4.3 3 las concentraciones anteriores, el efecto as

Ll b
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claramente bactericida, obtenidndose la  disminucidn de & ciclos logaritmicos & e

concentracion de 500 y 250 ppm y las bacterias llegan 2 ser totalmente inviables a Iz

. . n _ . . .

primiera hora. A Iz concentracién de 125 v 2.5 ppm se presente ef decremento de 4 ciclos
1 . 1

a iz misma hora.

El comportamiento de la cinética de crecimiento indica qus el cardcter del quitosan es
bactericida a todas las concentraciones.

este ¢aso se podrie argumentar qu quitosén interfers
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con los residuos de macromoléculas de lz superficie celular cargados megativamente v
consecuentemente eltera la permeabilidad celular. Este argumento estd basadc en el trabajo
de Papineau y colaboradores en 1992, cuande examinaron los sfectos de Ia exposicidn de

quitosan sobre Fscherichio coli inducida con lactosa v sus resuitados mostraron la

presencia e 3 galactosidasa en el medio.

También se puede considerar que el quitosan se encuentre hidrotizado v los fragmentos de
¢ste logren entrar 2l interior de la célula v actie 2 otro nivel deriro de la célula, como es [z

interaccion con proteinas o 4cidos mucléicos como lo proponen Hadwiger v colaboradores

L.
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Sudarshan y colaboradores en 1992 vy Papineaun y colaboradorss en 1991, establecen que la
accion del quitosén ocurre 2 nivel pared y membrana celuiar. Sin embargo dadas sus

caracteristicas en bacterias Grem (+) y Gram () se podrie afirmar que para Fscherichic

coli el auitosan actlia como bacter

i,

icida mientras que parz Staphviococeus qureus la accidn
es de tipo Dacteriostético.

Aunque amoos tipos de bacterias presentan una pared, ésta tiens una composicion y

ferentes en Escherichic coli; consecuentemerte ast

estructura mas complejas v di
que Iz interaccidn del quitcsén deba ser concepiuado con una “funcionalidad multiple”.

Algunas comsideraciones que pudieran explicar el caricter bactericida scbre Escherichic

-

[

CO{¢ 80N

1.-Se descarta la posibilidad de que la alta sensibilidad de Escherichioy coli al pH faera un
factor importante en la inactivacién de ia bacteria, debido a que el pd de la solucion de

quitcsén ne altera el pr del medio de cuitivo ya que éste es un sistema amortiguador.

2.- El caracter oxidativo de Ja molécula de quitosin oudiera tener come primer blanco el

lipido A constituvente importante de este mi croorganismo, en donde le carga neta de éste es

negativa,

3.- Desde el punto de vistz de la pared celular de lzs bacteries Gram {(-), ésiz estd

corstituide ‘ambidn de peptidoglicano vpero considerablemente mis deigada que los

-

Gram {+} Este se asccia e 'z membranz citoplasmética por medic de interaccionss idnicas,

er donde ademés existen interacciones adicionales en aquellos sitios en cue &

[

e

eptidoglucano se sintetiza sctivamente con iz pariicipacién de un iinido acarreacor

78



presente en le membrana citoplasmatica. Los écidos isicdicos y teicurdicos se encuentran

uniclos covalentements zl peptidoglucanc y su funcién orincipal parcce ser la de Iz

captacion de “cationes” para aporiar un adecuade ambiente

£

itmand “f
la membrana citoplasmética.

4.- O blen, entrando via canales de paso como las “porinas”, que en el caso de Escherickia
coli permiten el acceso en forma pasiva, 2l sspacio periplasmico de solutos hidrosoiubles de
bajo peso molecular.

5.- Exis‘en tambiér porinas especilicas que permiten =i accesc de solutos de
aproximadamente 1,150 daltons | vy si se considera que pudieran existir fregmentos de la
meléculz de quitosan , come los observados en el analisis de masas (Figuras 9 v i1) que
tienen pesos moleculares bajos | se pedria suponer que operaria el sistema auxiliar asociado
con ATPasas, en donde ¢ solute se une a proteinas formadoras de canales {porinas) en Iz
membrana externa v éste 2 su vaz se une a ung proisina que se encuentra en el espacio
periplésmice, Como resultado esiz proteina en !z cual va unide ol susirato (sclute), sufre un
cambic conformacional que permite unirse z ATPasa de transporte en la membrana
vlasmaética, fransfiriendo ei soluto acivaments 2 iravés de la vicapa.

Las proteinas de unién parece gue no estén presentes en las bacterias Gram (+), que

4

también carecer de la capa excerna de la pared ¥ v espacio periplasmico definideo.

&.- Pudiera tambiér persarse cue en la

L

are¢ exisien recepiores no especificos gue

o]

permitieran el transporte de la moideula del quitosén {N-acetilgiucosamina—glucosamina),

f

cclocéadola en &l espacic periplésmico,




7.- También gque una vez infroducids la molécula hesta el espacio periviédsmice Dodriz

3

encontrarse asi en la condicién de ser sustrato de alounas enzimas hidroliticas, de tal
manere que s¢ obtendrian moléculas asimilables 2 la Escherichio coli como  N-
acesilgiucosaming v glucoszming

Las evidencias de ssta molécula se apreciz en 2l especirs de masas, ye gque gparecen los

picos 1321, 1221y 1121, ios cuales se traten de estructuras heptaméricas constituidas ce

N- acetilglhicosaming v glucosamina,

8.- Je tal manera que si todas las consideraciones | hechas antericrmente se dan, se estaria
enfrentando el quitosan o sus unidades hasiz el nivel de ARN, coincidiendo de alguna
mansta con el mecanismo propuesto por Hadwiger v colaborzdores an {1985) er hongos

patdgenos.

e la misma manera que en las gréficas anteriores, podemos observar (Figurag 22, Tablz

13y Figura 23, Tabie 16} ¢! comportamiento cindtico de scherichin coli ante el quitosan

a diferentes concentraciones v 2 pi de 5.5,

T

Hl comportamiento es similar. v francamente bactericids. Ea 1z 73 ra 23, se notz una
- 2

disminucién de 6 ciclos logaritmicos de los cultivos a concentraciones de quitosin

Qﬂ.

e 250,
125 y 62.5 ppm en la orimerz hora, lle ando totalmente 2 inaciivar 2 13 bacteria . Para iz
¥ ! I ., 1188

concentracion de 300 ppm solo logré disminuir 3 ciclos logaritmicos a esa misma hera; sin

p..\

embargo 2 todas las concentracionss mar nejadas se obtiens un resuiteds bactercids a tavés

del fiempo.
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Pumname y Masaioshi en 1994 mencionsn | incorporacidon de quitosdn para iz
preservacién de carne v aseguran cue 2 la concentracion de 0.01% se inkibe 2 las bacterias
x ~t

fscherichic coli, Pseudomongs Jrogi, Bacillus subtilis y Staphylococcus aurens. La

concentracidn de guitcsan usads por Pumnamas es: raciones manejadas

o
[=)
€&
:::’L
=
(@}
2,
o
5
W
%]
O
&
©
o
::j-.
£
p)

en esfe trabajo, sin embarge no se astablecs qué cantidad de bacteries son inhibidas por el
quitosén. También en ese mismo wiilizan concentracionss de 0.1 2 1.0 % de quitosan en la

inkidicidn de cultivos iniciadores  en carrne, como sen Lactobaciilus Dloriarum,

Pegiccoccus pentosacens v Micrococous verians,

Al parecer el modo de inhibicidn por quitosan en el crecimiento de algunas bacterias de
putrefaccién v de los cultives iniciadorss, pueds ser atribuido 2 1 ‘nteraccidn del quitosan
con las membranas /o los compenenies de lz pared celular, resultando en un incremento en
la permeabilidad de las membranas v la salida del material celular, o debido 2 que los
puentes de hidrégeno con el quitosén inhiben ia actividad enzimética por bicabsorcidn,

Cabe considerar que ¢ planteamiento hecho por Furnama coincide con ko establecido ea ios

puntos del | 21 8 de la discusion prevismente descrita

Lz Figura 24, Tabla 15 v Figura 25, Tebla 16 son en resumen 2 cindtics de crecimisnto de
Escherichia coli frente al quitosén 2 pH de 6.5 2 las cusire concentraciones : mangiadas. Bl

sfecto es el mismo que las antericrmente sstudiadas a pr de 4.5 v 5.5, Bl suitosén es

o

~

bactericida y no nay un sfecto sobre el crecimiento er 2l cultivo control por la adiciéa de

m

1

agua al pi 2l que se adiciond ¢l agente. Tambiér

-

1 €3(e caso las cuatro concentracione

fD

-~
1NN

[0}

~

de quitosin sutten ef mismo efecic

, T

bactericide y &l impacic del pE en la solubilidad del

83
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o
3
samps )
=i=control =t (IN 500 pon =0 N 250 pprn =Cm=GN 125 gpm —=o=CNE2Sppm |
Tabla 16. Log UFC/ mi de 12 cindticade cracimiento de Escherichia coli
cen quitosén a diferentes concentraciones ya pH 6.5
0 ! 5.9 8 5.8 8.1 5
i ! g ¥ o ] 3
2 | 78 o 0 2.2 0.2
3 8.3 It 0 0.1 0.1
4 8.2 2 ¢ 0 B
3 3.8 o - G 0 a
Hempo conirol 300 ppm 250 ppm 125 ppm 82.5 pom
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4.2.4.Comperacién dei efecto del quitosdn frente a las bacrterias Sta ATIYIGCOCCHS QRFEKUS

¢338p v Eschericnin coli 10536

Debido 2 las diferencias fisicas v guimicas de ambas bacterias usadas como “tipo” parz la
evaluacidn de productos antibacterancs, v considerzndn antecedentss <o experimenizias

{Carcla, 1999, como estadisticos realizados en esie laboratorio, es necesaric hacer el
estudio comparativo para amibar & resultados objetivos y congruenies de la accidn del

quitosan.

[a—

nalisis estadistico infiere que lz concentracion es altamente significativa { P < 0.05)

para ambos tipos bacteriznos; teniendo formas cuadraticas y clbicas. En otras palabras
esto es el resultado de la participacidn de las diverses varizbles (bacterias, tempo,

concentracion y pil) a diversos niveles, expresado en Unidades Formadoras de Coloniz /

mi & través del crecimiento bacteriano (ver apéndice).

A este respecio el tlempo de acuerdo a los resultados obtenidos v analizados es significative
{ver apéndice) para las bacierias estudiades. En Escherichia co¥i & través del tiempo se ve

cdmo el quitosén actla con cardcter bactericida.

En Staphylococcus aureus, &l curso de la accidn se manifiesta primerc como aglutirante
(60 min), seguido de la accion bactericida (240 min), v muy probablemente como nuttiente

a tos 120 minutos, esto visto al final de 1z cinética (Figura 15).



Bl pH no tiene efecto significativo, sin embargo cabe aciazar que por si mismo tene

influencia en la sclubilidad del guitosén, mas no en lz solucién Eral del medic de cultivg
- vl

3

N

en conde fos pro’s se mantuvieron en ¢l orden de 6.

o 2 =t
B y\l.”. d-Elb Ll

Las superficies de respuesta {ver apéndicelobtenidas 4

predecir que a la conceniracion de 500 ppm de quitosén a p= 4.5 expuesto al medic de
culiivo de Sigphylococcus aurens com un indculo del orden de 3 x 10 ¢ bacterias / mi

durante 5 horas, se tendré unz noblacién final de 1% 107 bacteras / m.

En el caso de Lscherichia coli las superficies de respuesta predicen que en el rango de

concentracion de quitosin de 125 2 200 ppm  vor expuesio 2 un cultive con una
poblacién del orden de 3 x 10 ® por 1.25 hasta 2.5 horas, se logra tener una poblacidn del

orden de Z a 6 bacterias / mi.



)

@,
000

o
000

&,
o

CONCLUSIONES

La quitina obtenida del proceso de extraccion propio es similer 2 Iz quiting comercial

lo cual se corrobord por Espectrofotometria de Infrarroic (OR), Esnectrometriz de

masas (EM), Difraccién de Rayos X

Existen pequefias diferencizs en los espectros de IR, EM y Rayos X entre la quitina
odbterida y la quitine comercial debido 2l origen de donde proviensn v 2! proceso de
SXEraccion,

El quitosén obtenido es inscluble en todos los solvenies organicos y es totalmente
solubie en todos los 4cidos organicos e inorgénicos probados.

=l quitosén obtenido presenta un 85 % de desacetilacién,

El efecto inhibitoric del quitosgn sobre Staphyiococcus aureus es de cardcter

-

bacleriosidtico. A altas conceniraciones de quitosén {500 y 25C ppm) mavor efecto
mhibitoric. A mayor tiempo de exposicién S horas) mayor efecio innibitoric.

El quitosin presenta efecto aglutinante frente o Staphylococcus  aureus v es
dependiente de ia concentracién , del tiempo y del oil de la solucion.

A bajas concentraciones 125 y 62.5 ppm y pH 4.5 el quitesén muestre un efecto

nutriente en Staphyiococcus aureys.

Bl efecto del quitosan fremte a FEscherichic coli es oactericida 2 todas las

pNe]
<o



Las diferencias en los efecios dal quitosan sobre las bacterias Staphylococcus aureus vy
Lscherichia coli se deben a las diferencias en estructura y composicidn principalmente
de su superiicie cslular.

el andlisis estadistico se infiere 1z multifurclonalidad del
Las superficies de respuesias derivades del anlisic sstedistics permiten predecic el

P T

i LR Rl et T = 4 Ao
grado de inhibicitn del quitosan
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X1 (bacieria) X KZ (hora) X3 R4 (pr)y Ab(380 nm) Log (L. F.Cmi-1)
{becieria) {PPAD

gram (+) ) ¥, g 4.5 0.043 7.5
gram ¢+ S 1 5 4.5 {.08% 8.3
gram (=) G 2 G £5 C.25¢ 8.7
gram (+ O 3 o 4.5 0.333 10.01
gram (+) G 4 O 4.5 0.35 10.38
gram (=) 0 5 0 4.5 0.38 10.22
gram {+) 0 g 500 4.5 5.G43 7.3
gram {+ s 1 500 4.5 0.045 248
gram (<) ¢ 2 500 45 0.033 7.2
gram {+) 0 3 390 4.5 0.022 G
gram (+) g 4 505 4% 0.018 1.47
gram {+) a 5 300 45 G.ci8 217
gram {-+) a g 250 4.5 0.043 7.3
gram {+) ¥ g 250 4.5 03.058 3.59
gram (+) 0 2 250 4.5 0.027 2.47
gram (+) 3] 3 253 4.5 0.018 1.8
gram {=) g 4 250 4.5 0.007 2.089
gram (+) 0 5 250 4.5 0.04a7 3.3
gram {+) ] G 125 4.5 0.043 7.5
gram (+) C 1 i25 4.5 2.039 4.84
gram {+) g P 125 4.3 0.053 5.013
gram {+) i 3 125 4.3 0.133 8.13
gram {+) It} 4 125 4.5 0.232 8.79
gram {+) g 5 125 45 0.275 8.14
gram {+) g 4] 82.3 4.5 0.043 7.5
gram (+) a i 82.5 4.5 0.05 503
gram {+) 0 2 52.5 4.5 0.145 B.1¢8
gram {+} o 3 62.5 4.5 5.288 714
gram {+) a 4 82.5 4.5 0.321 8.3z
gram &) 0 ) 82.5 4.5 0.338 8.7
gram {+) ¥ 3 G £3 0.048 7.89
gram {+) 0 1 o 2.3 $.141 8.17
gram (=) C 2 & 5.5 .28 8.49
gram {+} G 3 g 5.5 0.335 £.79
gram {+) C 4 @ 5.5 0.354 11.5¢
gram (+} 2 5 0 5.3 0.358 107
gram {+) ] 4] 504 58 0.048 7.89
gram {+ 0 g 55T 3.5 0.066 8
gram (+) 0 2 500 8.5 G.084 4.77
gram (=} O 3 300 55 0.08 5.34
gram {+) G 4 500 55 0.062 8.71
gram (=) Y 5 520 5 5.8 5.32
gram () ¢ ] 250 5.5 0.048 7.88
gram (+) c % 250 5.8 0.014 8.4
gram = D z 257 8.5 0.008 5.2
gram (+) G 3 255 5.5 2.004 4.47
gram {(+) G 4 250 55 8.007 4£.58
gram {+) D 3 250 5.5 0.04 33
gram {+) 0 g 125 5.5 0.048 7.8
grarn {+) ] 1 128 55 0.07 7.5
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gram (+
gram (%)
gram (¥}
gram {+)
gram ()
gram {¥)
gram (+)
gram {*;
gram {+)
gram {+)
gram (+)
gram {+)
gram (¥}
gram {+}
gram {+)
gram {+)
gram (+)
gram {+)
gram (+)
gram (+)
gram {+}
gram {+)
gram {+)
gram (+)
gram {*)
gram (+}
gram (+)
gram {+)
gram (+}
gram ()
gram (-
gram (-
gram (-}
gram {7}
ram (-}
ram {-)
gram {-}

gram (-

)«

gram {-)

OO OOOQOEOOOCODDNOOODOEEOEESCOoECESOD

L]

LR T e B e I ol T i o T s O . J s

PP N i W N S

.t

O S N G Y

L A = I S e A L= TR 2 BN /0 B % S e R S 7L BN AN R oo 5 QSIS RN, N 2 %2 B =SV I G RO o T 5 I NP JS T N, SN o TS VTN S SO

PN

da L2 PN -y O

[}

o
Ny
thn

(4}
[ T S s T 0 T e S s T s I

i O G
0
L I T s I e T

200

PODDDDDDODBO O GGG DGO OO
U G U U G O O G O RO GRG0 G e AR B R O Gl 6

o
(S &

OO0 00
UGy O O

)]

O

oo

® 00
LS WA I 43

Dgn B DO 0000
i Gi O O v Oy Ot O G G G i gy O R

B D
o on

4.5

PN i I
R +)]
=% G RN

B &
-

DO OO 0o

Lo T s I g T e T )



LT T L T L L L ‘

gram -} g] 3 230 4.5 0.07
gram {- 1 9 250 4.5 2.13
gram {-) ( Z 250 4.5 093
gram {-) 4 3 230 4.5 G.i2
gram (-) i 4 250 4.5 !
gram {) ( 5 250 4.5 5.085
gram (-} 1 o 128 4.5 0.07
gram (=) 1 1 125 4.5 C.i3
gram (=) i 2 125 4.5 2.5
gram {-} 1 3 125 4.5 015
gram - 4 125 4.5 0.175
gram (- i 5 125 45 G.13
gram {-) 1 ¥ 2.5 4.5 0.07
gram {-) 1 4 825 4.5 0.07
gram {-) 4 2 B2.5 45 0.1
gram {-) 1 3 B2.5 4.5 0.1
gram {~) i 4 825 45 2.1
gram {-) 1 5 825 £5 0.1
gram (-) f g o 55 8.G75
gram (-) 1 1 g 55 G.186
gram (-) 1 2 0 5.5 0.36
gram (-) 1 3 C 55 0.58
gram {-) 1 4 4| 8.5 0.86
gram (-} 1 5 g 5.5 0.75
gram {-) 1 a 500 5.5 0.075
gram {-) 1 1 500 535 0.13
Tam (-} 1 2 300 55 0.8
gram (-} 1 3 500 5.5 0.11
gram {-) 5 4 300 55 0.12
gram {-} 1 3 5090 3.5 .12
gram () 1 g 250 5.5 0.75
gram &) i 1 250 5.5 0.13
gram {-) 1 2 230 3.5 8.4
gram {-} 1 3 250 5.5 §.135
gram £ 1 4 250 3.8 £.135
gram & 1 5 254 3.5 G.13
gram (=) 1 ¥ 125 55 G.G75
gram (-} 1 1 125 5.5 2135
gram {-) 1 2 125 5.5 0.14
gram {3 g 3 125 3.3 813
gram {-) 1 4 125 55 0.11
gram {-) 1 5 125 5.3 841
gram () 1 2 g82.5 5.3 0.073
gram (-} 4 1 €2.5 5.5 .17
gram (- g 2 82.5 5.5 0.08
gram (=) 1 3 825 5.5 3.035
gram {-) g 4 82.5 55 0.08
gram (- i g 82.5 3.5 0.08
gram {-) 1 g 0 8.5 .07
gram (-} 1 1 c 8.5 0.18
gram () i 2 o 8.3 0.42
gram (- 1 3 Q 8.5 0.87
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WORKPATYI
OBSERVATIONS (N—ﬁ g0 ali
ANALYSIS  Multiple regressi
RESPONSE: LG '“"C
FACTORS: (bact eria}; X3(concentracién); X2(tiempo); X4(pH)
CLASSES: X

Qﬂ

Model: X133, X2, X3*¥¥3, X2¥X2, X3#X3%X3, X250 H2, HivH2,
KEFX3 X‘*}Q& XUFR2¥K2, XI¥X3¥X3, XIMXI*K3*H3, X I#¥NI5Ko A2,
X1 *XE’FVE

USER-EXCLUDED O3SERVATICNS: none
Constant Variance Assumption

the same for all observerions. This assumpho is checked v *@stzn the significance of ﬂ*‘;
linear relanonshlp between the squared residuals from the analysis and the predicted LOG
UFC values. in this instance 1.06% of thevaristion in the squared residuals is associated
with varistion in the predched LOGUEC va.lues This constitutes not much statistical
evidence that LOGUFC variation is not the same for all observations,

Response: LOGUEC

R-square  0.8447  Root MSE 1.4484
Adj R-square 0.8284 CV. 32.452

Source DE 58 ME = Pr>F
Mods: i7 1348 1087 5183 0.000G
Ermror 162 3399 2 098

Total 176 2188

bt
<
~4
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Analysis of Variance: ANOVA Table

Type IZI Sum of Squares

Respense: LOGUFC

Scurce DF 55 MS F Pr > F
X3 1 213.2 223.2 101.¢ G.0000
E3*K3 1 lig.¢ 118.8 56.88 0.0060Q0
X3I=X2=¥1 2 i03.6 51.80 24.6% 0.0000
X3*X1 1 84.17 84,17 40.12 G.0000
X3*X3*E3 1 80.18 §0.18 38.22 0.0000
X2 1 T6.51 76.501 36.47 0.0000
H3I*H3*+K1 1 £8.15 68.15 32.4% ©€.0QCO
H3*HI*H3I*K1 1 57.37 57.37 27.35 0.0000
H2*E2 1 56.15 56.15 26.76 0.00C0
XZ2*X2*X2 1 36.44 36.44 17.37 0£.0090
RZ2*¥1 1 25.62 25.62 12.21 C.0006
X1 1 16.71 1e.72 7.9€2 0.005¢
Ka=¥1 2 18.40 .20z 4.286 (.0140Q
K2*¥E2*¥X1 1 12.04 12.64 £.026 0.0152
K2*X2*X2*X1 1 $.253 9.253 4.411 0.0373

Analysis of Variance

Th

This amalysis is used to detect which model effects have an effect on the expecied value of
LOGUFC that is significantly greater than the background level of noise. In this case, the use of
type 1II sums of squares indicates that all mode!l effects have a significant effect on the sxpected
value of LOGUFC. Type  sums of square are appropriate for polynomial regression, i.e., 2il model
terms are sequertial powers of one predictor variable. In other cases type 1T sums of squares are
preferred.
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Analysis of Variance: Pareto Chart
Type III Sum of Squares

X3*+K3
H3I*K2*Z]
X3*%X1
HI*H3*K3

X2

KI*H3*x1
HKIFXI*A3*X1
X2=XK2
X2*K2*¥2
XK2*X1

X1

X4+*¥1
X2*K2+K1
H2*H2*K2+¥1

Response: LOGUFC

Average LOGUFC variation dus to
=
5

Analysis of Variance

This analysis
expected value of LOGUFC that is
level of noise.
that a1l model effects
Type I
ail model terms
type III sums of

LOGUFC.

a 0.5 i 1. z
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the use of
significantc

In this case,

have =z effect

sums of square are appropriate for polynomial
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significantly ¢reater

Significance

<. 2 .05
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Analysis of Variance: ANOVA Table
Type 1 Sum cof Zgquares

Respense: LOGUFC

Source DF S8 MS F Pr > &
X1 1 685.3 £85.3 331.5 0.0000C
X3 1 386.1 386.1 184.0 0.6000
X2 1 53.08 53,08 25.30 0.0000
X3*X3 1 246.4 24¢6.4 117.5 ©£.00CQ
XE*¥2Z 1 8G.03 80.03 38..5 0.0000
A3*K3I*HE3R i 80.18 8C.18 28.22 0.0000
K2*X2*¥2 1 36.44 36,44 17.37  0.0600
X2*=¥1 1 35,82 35.82 17.07 9.0001
X3*¥¥1 1 2.510 2.510 1.187 0.2756
X4*X1 2 18.40 G.2G2 4.386 0.0140
K2*R2+X1 1 10.46 10.486 £.986 0.0269
X3I*H3I*X1 1 33.31 33.31 15.88 0.5001
E3I*XI*HI*KL 1 £7.27 7.37 27.35 0.0000
K2*FH2*K2+*X1 1 5.253 9.253 4.431 0.0373
K3I*H2+*K1 2 103.¢6 52.80 24.6%  £.0000

Analysis of Variance

This analysis is used to detect which model effects have an effect on the
expected value of LOGUFC that is significantly greater than the background level
of noise. In this case, the yse of type I sums cf squares indicates that only
the fellowing model effects do *not* have a significant effect on the expected
value of LOGUFC: X3*X1 . Type I sums of sguare are appropriate for polynomial
regression, i.e., all model terms are sequential powers of one predictor
variable. In other cases type IIT sums cf squares are preferred.
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Parameter Zstimates

Term DF Zstimate 3td. Err. T 2r o> {7
INTERCEPT 1 10.34 1.155 8.953 C.0¢C0
(Xl="grami(+) ) 1 -4.¢811 1.634 —-2.822 0.0054
Ei=tgrami{~) ") ¢ 0 . .
¥3 1 -0.097 0.0084 -11.81 0.0000
x2 1 ~4&, 843 0.718 ~6.747 G.0000
HKI*x*2 1 0.0304 477E-7 $.354 0.0000
HK2*=2 1 1.808 0.354 5.39¢ G.0000
H3**3 1 -33E-8 66E-9 -2.069 0.0000
Hzw*3 1 -0.2086 G.0465 —4.432 C.0000
Rex{Zi=‘grami{+) ") 1 3.54¢ 1.01é 3.495 0.Ccos
X2¥ (Xl="gram(-} ") ¢ 0 .
H3* (Xl=‘gram(+) *} 1 0.0748 0.0118 6.334 0.0000
X3* (X1="gram{-) ") 0 0 . . .
He4* (Xl=‘gram(+; ) 1 0.532 0.187 2.848 G.0050
X4*(X1=‘gram\—)‘) 1 -0.152 0.187 -0.815 0.4165
(H2*=2 )" {X1l="gram{+) ') 1 ~1.228 0.500 -2.455 0.01352
(X2**2)’(X1— grami{-1"] o c . . .
(Z3**2) > (X1l='grami+) *} 3 -38E-5 0.0001 -5.7C0 0.0000
(X3*=2)* (X1="gram(-}") 0 C . .
(X3**3)y* (X1=‘grami+) ") 1 488E-9 83E-¢ 5.22% ¢.0000
(E3**3)* (X1l="grami{-} "} 0 0 . . .
(X2**3)* (X1l="gram(+} ") 1 0.138 0.0857 2.1¢0 ¢.0373
(XK2**3)* (X1="grami{~-) ") g O . . .
HKI*E2* (X1="gram{+) ") 1 -0.003 0.0005 ~5.783 0.0000
XI*R2* {(Xi='gram(-) ") 1 -0.002 0.00065 -3.982 0.0002

Parameter Estimates

The predicted model is LOGUFC = 10.34 + I*{Xl="gram{+) -0.087*%X3
—4.841*%X2 + 0.0004*X3**2 + 1.908*XN2*%*3 ~53R_R*y3++%3 -0.2087K2**3 +
I*¥2* (Xi="gram(+) + 1*X3* (X1=‘gram{+) - 1#¥4* (X1="gram(+) +

1*X4* (X1=*grami{-) + 1% (¥2**2) + "*( 3FEZ) o+ 1F(EIF*3) 4 LR (H2w*3) o+
LFE3YEEZT (X1="gram(+) + 1¥E3%*¥2* (Xl='gram(-
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