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RESUMEN

Introduccién: El quitosano posee propiedades como antimicrobiana y antioxidante,
que lo convierten en un compuesto interesante para diversas aplicaciones. Objetivo:
Evaluar la actividad antioxidante y antimicrobina del quitosano, derivado de quitina
de langosta (Panulirus aurgus), y el acetato de quitosano. Métodos: Se determind
la capacidad antioxidante de disoluciones de quitosano usando los métodos de
capacidad reductora del hierro férrico (FRAP) y la capacidad secuestradora del
radical (DPPH). Se evalué la influencia de la concentracién (0,5, 1,0 y 2,0 % (m/v))

del polimero y su sal de acetato en la actividad antimicrobiana. Las concentraciones
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minimas inhibitorias y microbicidas se determinaron a través del método de las
diluciones seriadas y la actividad antimicrobiana por el de difusién en agar. Se
utilizaron cepas atenuadas de microorganismos Gram positivos, Gram negativos,
hongos y levaduras. Resultados: Las disoluciones de quitosano mostraron actividad
antioxidante moderada, siendo mayor para el acetato de quitosano. La actividad
antimicrobiana aumenté con el incremento de la concentracién del biopolimero y
su sal. Tanto el quitosano, como su sal de acetato, presentaron un efecto inhibitorio
sobre los microorganismos Gram positivos y Gram negativos, asi como los hongos.
Conclusiones: Se demuestran las potencialidades de ambas materias primas para su

empleo en productos farmacéuticos y cosméticos.

Palabras claves: acetato de quitosano, actividad antimicrobiana, actividad antioxi-

dante, quitosano.

SUMMARY

Chitosan derived from lobster chitin: antioxidant
and antimicrobial activity

Introduction: Chitosan has antimicrobial and antioxidant properties, which make it
an interesting compound for various applications. Aim: To evaluate the antioxidant
and antimicrobial activity of chitosan, derived from lobster chitin (Panulirus
/mrgm), and chitosan acetate. Methods: The antioxidant capacity of chitosan
solutions was determined using the ferric iron reducing capacity (FRAP) and
radical scavenging capacity (DPPH) methods. The influence of the concentration
(0.5, 1.0 and 2.0% (w/v)) of the polymer and its acetate salt on the antimicrobial
activity was evaluated. The minimum inhibitory and microbicidal concentrations
were determined through the serial dilution method and the antimicrobial
activity by agar diffusion. Attenuated strains of Gram positive and Gram negative
microorganisms, fungi and yeasts were used. Results: Chitosan solutions showed
moderate antioxidant activity, being higher for chitosan acetate. The antimicrobial
activity increased with increasing concentration of the biopolymer and its salt. Both
chitosan and its acetate salt had an inhibitory effect on Gram positive and Gram
negative microorganisms, as well as fungi. Conclusions: The potential of both raw

materials for their use in pharmaceutical and cosmetic products is demonstrated.

Keywords: antimicrobial activity, antioxidant activity chitosan acetate, chitosan.



Actividad antioxidante y antimicrobiana de quitosano obtenido de langostas

REsuMmoO

Quitosana derivada de quitina de lagosta: atividade antioxidante
e antimicrobiana

Introdugio: A quitosana possui propriedades antimicrobianas e antioxidantes, o
que a torna um composto interessante para diversas aplicagdes. Objetivo: Avaliar a
atividade antioxidante ¢ antimicrobiana da quitosana, derivada da quitina da lagosta
(Panulirus aurgus), e do acetato de quitosana. Métodos: A capacidade antioxidante das
solucoes de quitosana foi determinada utilizando os métodos de capacidade redutora
de ferro férrico (FRAP) e capacidade de eliminagio de radicais (DPPH). Foi avaliada
a influéncia da concentragio (0,5, 1,0 e 2,0% (m/v)) do polimero e seu sal acetato na
atividade antimicrobiana. As concentragdes inibitdrias e microbicidas minimas foram
determinadas através do método de diluigio seriada e a atividade antimicrobiana por
difusdo em 4gar. Foram utilizadas cepas atenuadas de microrganismos Gram positivos e
Gram negativos, fungos ¢ leveduras. Resultados: As solu¢oes de quitosana apresentaram
atividade antioxidante moderada, sendo maior para o acetato de quitosana. A atividade
antimicrobiana aumentou com o aumento da concentracio do biopolimero ¢ seu sal.
Tanto a quitosana quanto seu sal acetato tiveram efeito inibitério sobre microrganismos
Gram positivos e Gram negativos, bem como fungos. Conclusdes: Estd demonstrado o
potencial de ambas as matérias-primas para a sua utilizacio em produtos farmacéuticos

e cosméticos.

Palavras-chave: acetato de quitosana, atividade antimicrobiana, atividade antioxi-

dante, quitosana.

INTRODUCCION

El quitosano, obtenido por desacetilacién de la quitina, es un polimero con estructura
de hélice con grupos amino reactivos, lo que ofrece muchas posibilidades de modifica-
cién e interacciones idnicas. Se caracteriza por ser biodegradable, biocompatible y de

baja toxicidad [1].

Posee diferentes propiedades bioactivas, como las antimicrobianas, antiinflamatorias,
tensoactivas, antitumorales, mucoadhesivas, cicatrizantes y antioxidantes, que lo con-
vierten en un compuesto interesante para aplicaciones en diferentes campos, como la
industria alimentaria, farmacéutica, cosmética, la agricultura, la medicina, la industria
textil y papelera, la quimica y el medio ambiente [1, 2].
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El quitosano y sus oligdbmeros actian como antioxidantes por el secuestro de radica-
les de oxigeno. Esta actividad depende tanto de su masa molecular (Mm) como de su
grado de desacetilacién (GD). Los oligémeros de baja Mm vy alto GD tienen mayor
actividad antioxidante que los de alta Mm. Los grupos hidroxilos y aminos activos en
el quitosano pueden reaccionar con los radicales libres, pues en su estructura posee
tres fuentes de hidrégeno libres en las posiciones C-2(NH,), C-3(OH) y C-6(OH),

respectivamente [1, 3].

El quitosano obtenido de la desacetilacién de la quitina es un antioxidante ain mas
potente. Se ha descrito que la actividad antioxidante del quitosano aumenté en 2,5
veces cuando el tiempo de desacetilacion se increment6 de 60 a 120 min. Esto demues-
tra que su actividad antioxidante estd correlacionada con el GD. Las aminas suelen ser
antioxidantes mas potentes que las amidas [4].

Aunque los mecanismos de accién antioxidante de las moléculas de quitosano atin no
estin del todo claros, entre algunas razones, se justifica por su capacidad para formar
complejos con muchos metales de transicion. Las cadenas de quitosano son capaces
de retrasar la oxidacion lipidica mediante la quelacion de iones de Fe** a través de sus
grupos amino o hidroxilos, inhibiendo asi la capacidad oxidante de este metal o su
conversion en iones Fe** [4, S].

La presencia de los grupos aminos (-NH,) estd intrinsecamente ligada a la actividad
antioxidante del quitosano. La disponibilidad de un par de electrones libres en este
grupo funcional da lugar a la captacién de protones H* desde el medio, los cuales,
posteriormente son cedidos a los radicales libres que forman parte de la cadena de
reacciones que constituyen la degradacién oxidativa, formando moléculas més estables
y evitando la concrecién de dicho fenémeno. En quitosanos de elevada Mm, la activi-
dad antioxidante se relaciona, de manera més representativa, a un efecto quelante de
metales pro-oxidantes. De este modo, puede considerarse que actia como antioxidante

tipo 'y tipo II [4].

Este biopolimero ha demostrado ser antifingico ante un amplio espectro de patdgenos,
provocando la inhibicién total o parcial de estos segtin la especie fungica, consideran-
dose que existe una posible dependencia entre el grado de polimerizacién y de desace-
tilacién del quitosano y el nivel de inhibicién que provoca [1].

Ademais, posee caricter antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas (S. aureus,
S. epidermidis, B. subtilis) y Gram negativas (P aeruginosa, E. coli, Klebsiela Pneumo-
niae, Proteus vulgaris) [6, 7).
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La langosta es la fuente natural menos empleada internacionalmente, sin embargo,
en Cuba existen plantas procesadoras de este crusticeo, empledndose como fuente de
obtencién de este biopolimero, y sus sales, lograndose procesos amigables con el medio

ambiente [8, 9].

Existen evidencias de la actividad antioxidante de disoluciones de acetato y de lactato
de quitosano, asi como de su actividad antimicrobiana y antifungica [10-13]. En sen-
tido general, se sugiere su uso seguro por no presentar toxicidad (aguda y crénica), ser
un producto no irritante para la piel y los ojos, no carcindgeno, no téxico parala repro-
duccién y con actividad antigenotdxica [14].

A pesar de las multiples aplicaciones del quitosano y sus derivados en el campo biomé-
dico y farmacéutico, la diversidad de fuentes y procesos de obtencién, la caracterizaciéon
incompleta y variabilidad de los quitosanos comerciales, ain no se encuentra aprobada
por la Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés).

Teniendo en cuenta la necesidad de profundizar en las propiedades del biopolimero
derivado de quitina de langosta (Panulirus aurgus), que permitan el desarrollo de pro-
ductos farmacéuticos y cosméticos seguros, en el presente trabajo se evalué la actividad
antioxidante y antimicrobiana del quitosano y el acetato de quitosano.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos quimicos

Como ingredientes activos se emplearon quitosano y acetato de quitosano, suminis-
trados por la Planta de Producciéon de Productos Naturales y Sintéticos del Centro
de Investigacién y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM, Cuba). Se emplearon tres
lotes de cada uno, elaborados segin los procedimientos descritos para el quitosano y
el acetato de quitosano, los que cumplieron con los pardmetros fisicos y quimicos esta-
blecidos [8, 9]. La masa molecular del quitosano fue de 310 000 g/mol y el grado de
desacetilacién fue de 77,63 % (Lote 10001),79,63 % (Lote 11001) y parael lote 11002
de 77,86 %. El quitosano comercial empleado fue PRIMEX con un grado de desaceti-
lacién de 85,6 % (Primex Ingredients ASA, Noruega). El grado de desacetilacién molar
para los tres lotes de acetato de quitosano fue de 57,36 % (Lote 12001), 57,69 % (Lote
12002) y para el lote 12003 de 58,92 %.
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Actividad antioxidante de disoluciones de quitosano y acetato de quitosano
Preparacion de las disoluciones de quitosano

El quitosano fue disuelto en disoluciones de 4cido acético al 1,0 % (v/v), con agitacion
magnética durante 2 h, obteniendo disoluciones de quitosano a las concentraciones de
5, 10, 15, 20, 25 y 30 pg/mL. Para el caso del acetato de quitosano también se emplea-
ron disoluciones a las concentraciones de S, 10, 15, 20, 25 y 30 pg/mL.

La actividad antioxidante iz vitro del biopolimero y su sal se determiné mediante téc-
nicas bioquimicas, a través de los ensayos de Capacidad Reductora del Hierro Férrico

(FRAP) y la Capacidad Secuestradora del Radical (DPPH).

Capacidad Reductora del Hierro Férrico (FRAP)

El método se fundamenta en la reduccion del complejo TPTZ - Fe** ala forma ferrosa
por la accién de las sustancias antioxidantes presentes en las disoluciones de quitosano.
La reaccién fue monitoreada midiendo la absorbancia a 593 nm [15]. El ensayo FRAP
consistié en afadir 900 pL del reactivo FRAP a un tubo de ensayo al que se le adiciona-
ron 90 pL de las disoluciones de quitosano a las concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25 y

30 ug/mL. Se empled un lector de placas de 96 pocillos (SUMA, Cuba).

Lareaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente, leyendo la absorbancia en un espec-
trofotémetro UV-Visible (SpectronicGenesys 2, LR 45227, EE. UU.), después de
transcurridos 4 min. Como estandar se usé una disolucién de 4cido ascérbico (Sigma-
Aldrich, Alemania) como control positivo. El FRAP se expresé como uM equivalentes
de 4cido ascorbico.

Capacidad secuestradora del radical (DPPH)

El método se basa en la reduccién del radical estable 2,2-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) por la accién de compuestos antioxidantes que contienen grupos -OH, que
decoloran dicho reactivo [16]. En tubos de ensayo se mezclaron 1,5 mL de una diso-
lucién etandlica de DPPH (0,075 mg/mL) con 750 pL de las disoluciones de quito-
sano a diferentes concentraciones (5, 10, 15, 20, 25 y 30 ug/mL). La mezcla se agit6
vigorosamente y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 30 min, midiendo la
absorbancia a 515 nm en un espectrofotémetro UV-visible (SpectronicGenesys 2, LR

45227, EE. UU.). Se empled un lector de placas de 96 pocillos (SUMA, Cuba).

El valor de concentracién de muestra requerida para disminuir el 50 % de la concen-
tracién del radical DPPH (Cls,) de las disoluciones de quitosano, se calculé usando
la curva de dosis contra porcentaje de inhibicién. Los resultados fueron expresados
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como el porcentaje de decoloracion de la disolucién de DPPH (% DPPH), utilizando
la siguiente ecuacion:

9% DPPH = (A,— A,) x 100 / A, (1)

donde: A, es la absorbancia del control y A, es la absorbancia de la muestra. Con fines
comparativos, el Trolox 20 % (Sigma-Aldrich, Alemania) fue utilizado como antioxi-
dante de referencia.

Para el andlisis estadistico se empleé el programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Soft-
ware Inc., EE. UU.). Los datos se expresaron como Media/Desviacién estandar (X/
DE) de al menos tres ensayos independientes (n = 3). En todos los casos se considera-
ron diferencias significativas los valores de p < 0,05.

Actividad antimicrobiana del quitosano y el acetato de quitosano

Las cepas microbianas empleadas eran cultivos pertenecientes a las colecciones del
Laboratorio de Microbiologia del CIDEM y de la Facultad de Biologia de la Univer-
sidad de La Habana: Micrococcus luteus ATCC 9341, Micrococcus flavus NCTC 7743,
Micrococcus flavus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 29737, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Sacharomyces cerevisiae ATCC 9763, Sacharomyces cerevi-
siae ATCC 2601, Escherichia coli ATCC 10536, Escherichia coli ATCC 25922, Baci-
Hus subtillis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231.

Pruebas de pureza microbiolégica

Las pruebas de limite microbiano para la evaluacién de la pureza microbiolégica de las
muestras de quitosano y su sal de acetato, se realizaron segtin lo descrito para medica-
mentos no estériles [17].

Preparacion del indculo

Los microorganismos de prueba se cultivaron en tubos con agar inclinado Triptona
Soya Agar (TSA) y Sabouraud Dextrosa Agar (SDA), segtin las caracteristicas de los
mismos. Concluido el periodo de incubacién el crecimiento fue removido con 5 mL de
disolucién salina 0,9 % (estéril). La concentracién del indculo microbiano se ajusté al
patrén 0,5 de la escala McFarland [18] correspondiente a 10° ufc/mL para bacterias y
10*ufc/mL para levaduras.

Determinacién de la actividad antimicrobiana

Se empled el método de difusién en placas de medio de cultivo Triptona Soya Agar
para las bacterias y en medio Sabouraud Dextrosa Agar para las levaduras, previamente
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inoculados con los microorganismos de prueba [19]. Se realizaron pozos de 6 mm de
didmetro, utilizando un perforador estéril, colocando 100 pL de las muestras a ensayar,
a las concentraciones de 0,5, 1,0 y 2,0 %, tanto para el quitosano como para el acetato
de quitosano, respectivamente. Las placas se incubaron durante 24 h a 32-35 °C para
las bacterias y 24-48 h a 30 °C para las levaduras.

La actividad antimicrobiana de las muestras se determiné midiendo el halo de inhi-
bicién alrededor de cada pozo, empleando para ello el lector de zona Fisherlily (EE.
UU.). Se determinaron los valores promedios de los halos de inhibicién, para el qui-
tosano y su sal de acetato, para cada uno de los microorganismos evaluados. Con fines
comparativos también se evalud, bajo las mismas condiciones, el quitosano comercial

PRIMEX.

Se consider6 un resultado positivo cuando el halo de inhibicién era igual o mayor a
8 mm de didmetro alrededor de cada pozo.

Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Microbicida

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada muestra se determind por el
método de diluciones seriadas [18] en medio Triptona Soya Caldo y Sabouraud Dex-
trosa Caldo. Los tubos con las diluciones de quitosano se inocularon con los microor-
ganismos de pruebay se incubaron a 37 °C para las bacterias y a 22 °C para las levaduras.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizaron las lecturas correspondientes. Los
resultados obtenidos se compararon con los tubos de medio de cultivo inoculados con
los microorganismos de prueba, sin quitosano o sin acetato de quitosano, sometidas a
iguales condiciones.

Transcurrido el periodo de incubacion se hicieron resiembras de 0,1 mL, en placas Petri
con medio agarizado selectivo, realizando el conteo de las colonias. La menor concen-
tracion de la muestra capaz de producir un dafio sobre la célula microbiana fue definida
como la Concentracién Minima Microbicida (CMM).

Se utilizaron como control diluciones estindar de Bacitracina, Gentamicina, Neomi-
cina, Nistatina y Vancomicina, sustancias con actividad antimicrobiana reconocida
frente a los microorganismos empleados en el estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antioxidante del quitosano y el acetato de quitosano

La evaluacién de la capacidad antioxidante iz vitro de las disoluciones de quitosano
y su sal, por los dos métodos empleados, se presenta en la Tabla 1. Los resultados de
870
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la capacidad antioxidante a Trolox, ensayo DPPH, muestran que, aunque con menor
actividad secuestradora de este radical, respecto al patrén, en las condiciones experi-
mentales empleadas y las concentraciones analizadas, el quitosano present6 un porcen-
taje de decoloracién indicativo de capacidad antioxidante moderada, con un valor de
Cl;, de 28,09 + 0,035 pL/mL, calculado por regresion lineal a partir de la ecuacién:
Y =2,0852X - 7,5813, con un coeficiente de correlacién (r?) de 0,9932. Sin embargo,
el acetato de quitosano alcanzé un bajo porcentaje de decoloracién para las concentra-
ciones ensayadas.

Tabla 1. Capacidad antioxidante de las disoluciones de quitosano y el acetato de quitosano

. DPPH FRAP
Concentracion -
(ug/mL) Densidad dptica % de inhibicién dl'd\,/l f:quxval/ent‘es
e acido ascérbico
Disoluciones de quitosano
5 0,534/0,308 4,87 0,061/0,021
10 0,467/0,000 11,35 0,217/0,006
15 0,349/0,000 22,81 0,340/0,006
20 0,257/0,148 31,74 0,614/0,003
25 0,123/0,000 44,80 0,741/0,003
30 0,080 /0,001 55,05 0,905/0,002
Disoluciones de acetato de quitosano

5 0,545/0,215 3,7 0,063/0,01

10 0,543/0,000 3,9 0,107/0,001
15 0,539/0,134 4,3 0,146/0,002
20 0,535/0,100 6,2 0,166/0,002
25 0,520/0,000 6,9 0,202/0,003
30 0,590/0,115 8,1 0,215/0,002

X/DE: Media/Desviacién estindar: n=3

A partir del método FRAP, se corroboré que la actividad antioxidante de las disolu-
ciones de quitosano aumenté con el incremento de su concentracién, alcanzandose el
valor maximo de 0,905 + 0,002 pg equivalente de 4cido ascérbico, a la concentracién
de 30 pL/mL. De igual forma, la sal mostré un incremento de la capacidad reductora
del Fe**, con el aumento de la concentracién de la disolucién, pero menor respecto al
quitosano, para igual concentracion.

Estos resultados coincidieron, de forma general, con los reportados [11-13], donde los
valores de la capacidad de secuestro de radicales libres de las disoluciones de quitosano
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y su sal de acetato fueron superiores al 30 %, respecto al patrén empleado, incremen-
tdndose con el aumento de la concentracién de quitosano y el tiempo de reaccién de los
ensayos. El acetato de quitosano no mostré una actividad antioxidante efectiva, segun
las condiciones evaluadas.

La capacidad antioxidante del quitosano puede explicarse por varios mecanismos. Uno
de ellos es la capacidad de secuestro de radicales libres por accién del nitrégeno en
el C-2. Esta capacidad de secuestro estd relacionada con el hecho de que los radica-
les libres pueden reaccionar con los iones H* provenientes de los iones (NH;*) de las
moléculas estables [11, 12].

Actividad antimicrobiana del quitosano y el acetato de quitosano

Al evaluar la calidad microbioldgica de las muestras, empleando la técnica de limite
microbiano, no se detectd la presencia de microorganismos contaminantes en ninguno
de los lotes evaluados. En el proceso de obtencién del quitosano se emplea una tempe-
ratura de mezcla de 80 °C y reaccién de 100 °C /15 min dobles, se lava el polimero con
agua purificada hasta neutralidad, y se seca por un tiempo de 4 h a 100 °C. El acetato de
quitosano se obtiene por el método de secado por aspersidn, a temperatura de entrada
160 £ 5 °C y salida 100 + 5 °C [8, 9]. Por lo tanto, las condiciones del proceso de
obtencién, tanto del quitosano como del acetato de quitosano, favorecen la calidad del
producto final y que se cumplan los limites establecidos para materias primas de origen
natural y no estériles.

El efecto antimicrobiano del quitosano varifa conforme al microorganismo en estudio,
siendo diferente para hongos, bacterias Gram positivas y Gram negativas. Lo ante-
rior podria estar fuertemente ligado a las estructuras externas caracteristicas de cada
microorganismo [20].

Con la prueba de difusién en agar se observé la variacién de la inhibicién a las diferen-
tes concentraciones de quitosano utilizadas (Tabla 2). Nétese que para el quitosano la
inhibicién se hace visible a partir de la concentracién de 0,5 %, no detecténdose inhibi-
cién para las especies de Micrococcus empleadas en el estudio, a esa concentracion. Sin
embargo, cuando la concentracién aument? la actividad antimicrobiana se hizo visible
para todos los microorganismos empleados.
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Este comportamiento vari6 cuando se emple6 la sal de acetato de quitosano

(Tabla 3), donde con la concentracién de 0,5 % ya hay valores de inhibicién del creci-

miento microbiano para todos los microorganismos, principalmente frente a Candida

albicans, Staphylococcus aureus, Sacharomyces cerevisiae y Staphylococcus epidermides,

comprobandose su actividad antimicrobiana frente a bacterias y hongos [6, 7].

Tabla 2. Actividad antimicrobiana del quitosano

Promedio de los halos de inhibicién (mm)

Microorganismo 0.5 % 1.0 % 2.0 %
Micrococcus luteus ATCC 9341 ND 6,6 8,4
Micrococcus flavus ATCC 10240 ND 6,5 8,3
Micrococcus flavus NCTC 7743 ND 6,7 8,6
Staphylococcus aureus ATCC 29737 6,8 8,3 10,9
Staphylococcus epidermides ATCC 12228 6.2 8,0 10,3
Escherichia coli ATCC 10536 6,2 8,5 10,4
Escherichia coli ATCC 25922 7,5 8,2 11,8
Bacillus subtillis ATCC 6633 8,2 9,8 11,3
Sacharomyces cerevisiae ATCC 9763 9.9 11,0 12,9
Sacharomyces cerevisiae ATCC 2601 92,8 11,6 13,2
Candida albicans ATCC 10231 9,2 10,7 12,3

ND: no se detecta

Tabla 3. Actividad antimicrobiana del acetato de quitosano

Promedio de los halos de inhibiciéon (mm)

Microorganismo 0.5 % 1.0 % 2.0%
Micrococcus luteus ATCC 9341 7,6 9,8 12,5
Micrococcus flavus ATCC 10240 7,7 9,6 12,4
Micrococcus flavus NCTC 7743 7.9 9,8 12,8
Staphylococcus aureus ATCC 29737 10,9 11,8 13,3
Staphylococcus epidermides ATCC 12228 10,6 11,0 12,5
Escherichia coli ATCC 10536 11,2 11,9 13,8
Escherichia coli ATCC 25922 10,7 11,3 13,5
Bacillus subtillis ATCC 6633 11,4 12,2 13,3
Sacharomyces cerevisiae ATCC 9763 13,9 14,6 16,5
Sacharomyces cerevisiae ATCC 2601 13,9 14,4 16,9
Candida albicans ATCC 10231 13,1 13,9 15,8
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La sal de acetato de quitosano fue obtenida a través del proceso de secado por asper-
sion, lo que favorece la disminucién del tamano de las particulas y, por ende, una mayor
solubilidad, respecto al quitosano base, favoreciendo su actividad antimicrobiana.

Existen y se contintan investigando los mecanismos de accién a través del cual el qui-
tosano ejerce su accidon antimicrobiana. Se plantea que en las bacterias Gram positivas
el polimero se une a los 4cidos teicoicos y lipoteicoicos, ubicados en la pared celular, lo
que altera la interaccién entre ésta y la membrana celular, induciendo la salida de com-
ponentes esenciales y el desequilibrio osmético de la célula [21]. En las bacterias Gram
negativas interactda, mediante atracciones electrostiticas, con lipopolisaciridos de la
membrana externa de la bacteria desestabilizdndola, lo cual altera su permeabilidad,
tanto de la pared como de la membrana interna, favoreciendo la entrada y salida de
componentes celulares esenciales [22]. En el caso de los hongos, los grupos amino de
las unidades de glucosamina interacttian con componentes extracelulares de la pared y
la membrana celular de los hongos, mediante atracciones electrostaticas, provocando la
formacién de poros y la salida del contenido intracelular, lo que ocasiona inestabilidad
y muerte celular [21, 23].

En las Figuras 1, 2 y 3 se observa el comportamiento del quitosano, derivado de quitina
de langosta (Panulirus argus) obtenido en Cuba y del quitosano comercial PRIMEX
(Noruega). Se aprecia una diferencia en los valores de inhibicién, siendo el quitosano
comercial el que mejores resultados muestra, tanto para los microorganismos Gram
positivos como los Gram negativos, los cuales aumentaron con el incremento de la con-
centracion del biopolimero. Similar comportamiento muestra el quitosano nacional,
pues sus valores de inhibicién aumentaron al incrementarse su concentracién, aunque
inferiores a los del quitosano comercial. Esto pudiera atribuirse a las caracteristicas pro-
pias de cada tipo de quitosano utilizado, el tamafio de las particulas, el GD, la solubili-
dad, entre otros.

La solubilidad del quitosano depende del GD vy de la distribucién de los grupos ace-
tilos y aminos a lo largo de la cadena [8]. Para el caso que nos ocupa, al presentar un
menor tamafo de particula hay una mejor velocidad de disolucién la cual varia entre
los quitosanos evaluados (quitosano y quitosano comercial) favoreciendo su actividad
antimicrobiana. Similar comportamiento sucede con la sal de acetato de quitosano,
obtenida por secado por aspersion, donde ademas de obtenerse en forma de sal, el pro-
ceso de obtencién de secado por aspersion, favorece la disminucién del tamafo de las
particulas y, por ende, el derivado de quitosano obtenido tiene una mayor velocidad de
disolucidn.
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Figura 1. Actividad antimicrobiana del quitosano y el quitosano PRIMEX al 0,5 %.

Figura 2. Actividad antimicrobiana del quitosano y el quitosano PRIMEX al 1,0 %.

Figura 3. Actividad antimicrobiana del quitosano y el quitosano PRIMEX al 2,0 %.
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En relacién a las CMI y la CMM del quitosano y el acetato de quitosano (Tabla 4),
se aprecia que en todos los casos se logré detener el crecimiento microbiano de todos
los microorganismos evaluados. Este comportamiento es similar a lo reportado para
las cepas de Staphylococcus, E. coli y las de levaduras [23]. La accidn bactericida solo se
evidencié en el acetato de quitosano frente a las cepas de microorganismos del género
Micrococcus.

Tabla 4. Concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y minimas microbicidas (CMM) del quito-

sano y el acetato de quitosano

Quitosano Acetato de quitosano
Microorganismo CMI CMM CMI CMM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
M. luteus ATCC 9341 1,5 - 0,34 1,5
M. flavus ATCC 10240 2,0 - 0,3 2,0
M. flavus NCTC 7743 2,0 - 0,3 1,5
S. aureus ATCC 29737 0,3 - 0,14 -
S. epidermides ATCC 12228 0,34 - 0,27 -
E. coli ATCC 10536 2,5 - 0,3 -
E. coli ATCC 25922 2,0 - 0,34 -
B. subtillis ATCC 6633 0,27 - 0,2 -
S. cerevisiae ATCC 9763 0,3 - 0,14 -
S. cerevisiae ATCC 2601 0,3 - 0,21 -
C. albicans ATCC 10231 0,27 - 0,2 -

La actividad antimicrobiana del quitosano depende de factores como el GD, Mm,
temperatura, pH del medio, tipo de microorganismo, entre otros. Para el caso de las
bacterias se plantea, que puede tener actividad intra y extracelular, segin su Mm y las
caracteristicas del microorganismo. El quitosano de alta Mm es, generalmente, inca-
paz de penetrar la pared y la membrana celular, por lo que su potencial efecto anti-
microbiano implica actuar como quelante de metales esenciales, impidiendo que los
nutrientes sean absorbidos de las células extracelularmente, alterando la permeabili-
dad celular [22]. Sin embargo, la de baja Mm no sélo tiene actividad antimicrobiana
extracelular, sino también intracelular, afectando asi el ARN, la sintesis de protei-
nas y la funcién mitocondrial. Todo esto, unido a las caracteristicas propias de cada
grupo microbiano, hace que su accién antimicrobiana sea altamente dependiente del
tipo de microorganismo [23].
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En el caso de los hongos, sus propiedades antifiingicas estdn relacionadas, principal-
mente, con la interaccién del quitosano con la pared celular 0 membrana celular. Sin
embargo, la CMI del quitosano varia y estd altamente asociada con la Mm, GD, pH y
el tipo de hongo [24-26].

CONCLUSIONES

Las disoluciones de quitosano mostraron mayor actividad antioxidante que la del ace-
tato de quitosano. Tanto el quitosano, como su sal de acetato, presentaron un efecto
inhibitorio sobre los microorganismos utilizados en el estudio y su actividad dependié
de la concentracion. La actividad antimicrobiana del acetato de quitosano fue superior
a la del quitosano. La accién bactericida solo se evidencié frente a las cepas del género
Micrococcus.
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