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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

RESUMEN

La industria de alimentos es imprescindible para la obtenciéon de
productos con caracteristicas constantes; sin embargo, es frecuentemente
amenazada por bacterias contaminantes. En la actualidad es de gran interés
emplear compuestos naturales antimicrobianos en alimentos y bebidas (Jeon,
2001).

El quitosan es el polisacarido soluble mas importante derivado de la
quitina que esta recibiendo un aumento de interés. Esto es principalmente
debido a sus propiedades policationica, biodegradable y baja antigenicidad
(Roberts, 1991).

La actividad antimicrobiana de quitosan ha sido reconocida en contra de
varias bacterias y hongos, y es influenciada por una serie de factores que
incluyen el tipo de quitosan, el grado de polimerizacién y algunas otras

propiedades fisicas y quimicas (Shibazaki, 1994).

El mecanismo de la actividad antimicrobiana no se ha determinado aun,
pero varias hipétesis se han postulado. La hip6tesis mas factible se explica
mediante un cambio en la permeabilidad celular debido a las interacciones entre
el quitosan y las cargas policatidnicas electronegativas en la superficie de la
célula (Chen, 1998). Otro mecanismo de accién antimicrobiana es la interaccion
de los productos de hidrolisis con el ADN microbiano, lo que conduce a la
inhibicién de la ARNm y sintesis de proteinas, quelacion de metales, elementos
de esporas y nutrientes esenciales (Hadwiger, 1986).

Del Angel, L.A 1



Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

Se realizo siembra de ambos microorganismos en agar solido y liquido.

Se utilizaron pruebas bioquimicas para determinar el metabolismo de los
microorganismos. De acuerdo al comportamiento obtuvimos que el género vy
especie de los microorganismos sujetos a estudio fueron E. coli y Pseudomonas

aeruginosa.

Se realizo una comparacién del crecimiento de ambos microorganismos
sembrados en agar sin oligosacaridos de quitosan (OQ) con los resultados de
los mismos sembrados en agar solido y liquido con las diferentes

concentraciones de OQ.

El efecto de los oligosacaridos de quitosan se llevo a cabo utilizando
concentraciones de 0.5%, 1.0%, 1.5%. para ambos microorganismos.

Los oligosacaridos de quitosan presentan un efecto bacteriostatico sobre
Ps. aeruginosa en concentraciones de 1.0 y 1.5%, obteniéndose un retraso en
el crecimiento de 72 horas.

Los oligosacaridos de quitosan presentan un efecto bactericida sobre E.

coli en concentraciones de 0.5 %.
El efecto inhibitorio de los oligosacaridos en medio liquido se aprecia
mejor que en medio solido, debido a que en este Ultimo se presenta el

fenémeno de gradiente de concentracion.

Palabras clave: oligosacaridos de quitosan, inhibicion, E. coli, Ps. aeruginosa
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

INTRODUCCION

Antecedentes

El quitosan es un producto natural derivado de la quitina; es un
polisacarido obtenido del exoesqueleto de crustaceos (camarén y cangrejo,
principalmente), moluscos, diatomeas, insectos, algas, hongos y levaduras.
Después de la celulosa es el polisacarido mas abundante en la naturaleza.

Quimicamente hablando el quitosan es una sustancia natural similar a la
celulosa, obtenido por la N-deacetilacion de la quitina mediante métodos tanto
quimicos como enzimaticos (Jozel, 2003).

México es el séptimo productor de camardén en el mundo, asi que
muchas toneladas de cabezas del crustaceo regresan al mar cada afo, y
grandes cantidades de caparazones se tiran dia a dia en las marisquerias de
todo el pais (Conde, 2007).

Los oligosacaridos de quitosan (OQ) son amino azucares no téxicos de
bajo peso molecular. Estos oligosacaridos son una mezcla de oligobmeros de D-
glucosamina con un grado de polimerizaciéon de 20.3 y un peso molecular de
aproximadamente 2000 Da. Los oligosacaridos son obtenidos mediante una
hidrélisis enzimatica del quitosan con el empleo de la enzima quitosanasa. El
desarrollo de las aplicaciones comerciales de la quitina y quitosan y sus
derivados se han expandido recientemente. El uso de estos oligdmeros es un
mercado con un gran grado de explotacion principalmente en 7 areas: cuidado
de la salud, alimentacién y bebidas, cosméticos, agricultura, tratamiento de
aguas, separacion y recubrimiento de alimentos, inmovilizacién y cultivo celular
(Castro, 2000.)
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

El quitosdn se puede clasificar principalmente en tres categorias, de
acuerdo con su pureza:
» Grado técnico para agricultura y tratamiento de aguas
» Grado puro para alimentos y cosméticos
» Grado ultra-puro para uso bio-farmacéutico

El quitosan ha sido aplicado para inhibir el crecimiento contra varias
bacterias como Pediococcus, Candida, Actinobacillus, Staphylococcus,

Lactobacillus (Devlieghere, 2004).

Los OQ tienen un efecto antimicrobiano contra dos bacterias patégenas
orales tales como Actinobacillus, y Streptococcus mutans a bajas
concentraciones y tiempos muy cortos. El efecto tiene una variabilidad

significativa de la primera bacteria sobre la segunda (Choi, 2001).
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa
Hipétesis

Los oligosacaridos de quitosan tienen efecto bactericida y/o
bacteriostatico sobre E. coliy Pseudomonas aeruginosa.

Objetivo General

Demostrar la capacidad inhibidora y/o reductora de los oligosacaridos de
quitosdn  sobre  microorganismos bacterianos responsables de la

descomposicion de productos alimenticios.
Objetivos Especificos

Etapa 1: Identificacion y caracterizacion fisico-quimica de las cepas
e Preparacion vy determinacion de curvas de crecimiento en medios
selectivos para cada cepa.

e Caracterizacion de las cepas mediante pruebas bioquimicas.

Etapa 2: Estudio del efecto inhibitorio de los OQ.
e Monitoreo de crecimiento microbiano en medio sélido.
e Monitoreo de crecimiento microbiano en medio liquido.

e Estudio del efecto inhibidor de los OQ sobre las cepas estudiadas.
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa
Justificacion

El quitosan, en la industria de alimentos, un derivado de la quitina, se
utiliza para dar consistencia y viscosidad a los aderezos para ensaladas y
mayonesas, mientras que en las frutas y verduras frescas sirve como un
protector antimicrobiano, la adiciobn de oligosacaridos de quitosan a los
alimentos no modifica en manera alguna las caracteristicas de sabor, color y
olor, ademas de ser un conservador natural que no presenta riesgos a la salud
como lo hacen en muchas ocasiones los conservadores quimicos. En el
estdbmago humano, atrapa grasas como el colesterol y los triglicéridos, a los que
conduce por los intestinos capturados hasta evacuarlos y debido a esto se
aplica en la industria farmacéutica como regulador del peso corporal, ademas
sirve también como regulador de la presion arterial (Conde 2007).

"México es el séptimo productor de camardén en el mundo, asi que
muchas toneladas de cabezas del crustaceo regresan al mar cada afo, y
grandes cantidades de caparazones se tiran dia a dia en las marisquerias de
todo el pais, ademas de que la industria de estos polisacaridos en nuestro pais
es practicamente nula para fines alimenticios, por lo que representa una
alternativa de uso como conservador en la industria de los alientos.

El quitosan y sus derivados presentan un efecto inhibitorio en el
crecimiento de hongos fitopatégenos y bacterias; reduce la resistencia de
hongos, virus e infecciones virales en plantas. Ademas presenta un efecto
antimicrobiano contra algunos patégenos y contra microorganismos que
provocan el deterioro de los alimentos. El quitosan reduce los cambios
indeseables de las propiedades emulsificantes, la capacidad de retencion de
agua en la formacién de geles, y cabe mencionar que los OQ son compuestos
qgue a diferencia de la quitina son solubles en agua (Se-Kwon, 2005).

Por lo que es importante probar nuevos métodos de conservacion
naturales para la inhibicion de microorganismos patégenos que dafan los

alimentos perecederos.
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: ¢ aerugineda
REVISION DE LITERATURA
CAPITULO |

Quitosan y sus Derivados

1. Descubrimiento de la quitina

La primera persona que consiguié describir correctamente la estructura
quimica de la quitina fue Albert Hofmann, el conocido quimico suizo, padre del
L.S.D. (Wasson.1978).

No obstante, la base del aislamiento de la quitina data desde el principio
del siglo XIX, cuando en el afio 1811 el profesor Henri Braconnot, aislé una
fraccién llamada fungine de las membranas celulares de las setas. Mas tarde,
en 1823, el nombre “fungine” cambié a quitina, casi tres décadas antes del

aislamiento de la celulosa (Conde, 2007).
1.1 Estructura quimica de la quitina

La quitina es un polisacaridos de alto peso molecular, el cual
quimicamente esta estructurado de la siguiente forma: unidades de N-acetil-D-
glucosamina (N acetil-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranosa) conectadas por
enlaces B-D (1—4). Se trata de un muy insoluble material parecido a la celulosa

con baja solubilidad y reactividad quimica.

La quitina puede considerarse como la celulosa con un grupo
acetoamido; en la posicion C-2 sustituye al grupo hidroxilo de la celulosa. Al
igual que la celulosa, funciona como un polisacarido estructural. Al hacer una
deacetilacion a la quitina el grupo acetoamido pierde el grupo ceténico
guedando s6lo un grupo amino (Figura 1).
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Estudio del efects bactericida ylo bacteniostitico de oligosacdridos de guitssdn sobre E. coli y Pocudomonas acruginosa

Cellulose
CH2OH
H (o)
H H
OH H
H
H NHCOCH3
Chitin
CH2OH CHoOH
H O
H H
OH H
H
H NH>
Chitosan

Figura 1. Estructura quimica de la celulosa, quitina y quitosdn.

La quitina es el polimero mas abundante en los crustaceos, insectos y
hongos. Es de color blanco, de consistencia dura, inelastica, es un polisacarido
nitrogenado (6.89%) causante de la contaminacién de aguas superficiales de
zonas costeras (Encarta, 2009).
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

1.2 Aplicaciones de la quitina y quitosan

La quitina y quitosan tienen una amplia gama de aplicaciones. Ellos
pueden ser empleados, para resolver numerosos problemas en el medio
ambiente y la ingenieria biomédica. Los derivados de la quitina, (incluidos los
desacetilados parcialmente como quitosan), pueden ser facilmente moldeados a
diversas formas, y sus derivados son digeridos en vivo por enzimas lisosomales
(Gupta, 2000)

En la actualidad el uso de la quitina ha adquirido mayor interés debido a
que se obtiene de una fuente natural, teniendo como principales propiedades
ser un subproducto renovable, no téxico y no alergénico, antifUngico y
antimicrobiano (Conde, 2007).

1.2.1 Efecto antioxidante de la quitina

La quitina tiene un efecto antioxidante sobre cebollas, este efecto es
atribuido a los grupos hidroxilo y amino; al sustituir un grupo podria destruirse la
estructura del quitosan disminuyendo la adherencia intermolecular del
hidrogeno por lo tanto, ayuda a incrementar la actividad antioxidante de los
derivados del quitosan. (Sun Tao, Xie Wenming, Xu Peixin Superoxide anion
scavenging activity of graft chitosan derivatives, 28 October 2004)

Las diferencias de actividad antioxidante de lo derivados del quitosan
podria ser atribuida a los diferentes contenidos de hidroxidos activos y grupo
amino en su aportacién polimérica (Sun, 2004).

1.3 Caracterizacion del Mercado Mundial de Quitina y Quitosan

La produccién de quitina se mide en base a la produccién de cangrejo y
conchas de camardén que son desechados por la industria pesquera en los
estados de Oregdn, Washington, Virginia y en el Japdn y por diversas flotas

pesqueras en la Antartida. Varios paises poseen grandes recursos sin
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Estudio del efects bactericida ylo bacteniostitico de oligosacdridos de guitssdn sobre E. coli y Pocudomonas acruginosa

explotacién de crustaceos (por ejemplo, Noruega, Chile y México) (Muzzarelli,
1987).

El mercado mundial de oferentes de quitina y quitosan esta formado por
diferentes actores. Liderando el mercado se encuentran Estados Unidos y
Japoén. Segun un estudio realizado por la Sociedad Asiatica de Quitina (1996),
el mercado mundial de quitosan en 1994 era de 1000 Ton. de las cuales 800
Ton. eran utilizadas en Japén, esto demuestra la gran importancia de este pais
como productor y consumidor tal como lo muestra figura numero produccion de
la quitina y sus derivados a nivel mundial, esta situacién puede explicarse si se
tiene en cuenta que este pais estuvo a la vanguardia en la produccion de éstos
biopolimeros ya que inicié sus actividades en la década del 70°s. Actualmente
el panorama mundial se ha visto modificado y por lo tanto, la produccion vy el
consumo se encuentran descentralizados con respecto a la situacién
anteriormente mencionada, en donde no solo ha aumentado el volumen de
produccién con la participacién de nuevos actores globales, sino también los
nuevos campos de aplicacion han encontrado nuevos mercados que poseen un

potencial de desarrollo futuro muy promisorio. (Caprile, 2004).

B Resto del Mundo W Asia Pacifico Europa MJapon M Estados Unidos

Figura 2. Produccion de la quitina y sus derivados a nivel mundial.
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Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

1.4 Efectos de la quitina sobre las bacterias

Se ha reportado en la literatura el efecto de la quitina sobre alimentos,
destacando el antimicrobiano, el cual puede ser de 2 tipos:

e Bacteriostatico: (no mata la bacteria, sélo inhibe su crecimiento). Efecto
secundario, menos téxico y bactericida: hace a la bacteria no vital, es decir, la
mata.

e Bactericida: (hace a la bacteria no vital, es decir, la mata). La hipotesis
mas factible se explica mediante un cambio en la permeabilidad celular debido
a las interacciones entre el quitosan y las cargas policatiénicas electronegativas
en la superficie de la célula (Chen, 1998). Otro mecanismo de accion
antimicrobiana es la interaccion de los productos de hidrélisis con el ADN
microbiano, lo que conduce a la inhibicion de la ARNm vy sintesis de proteinas,
qguelacion de metales, elementos de esporas y nutrientes esenciales (Hadwiger,
1986).

2. Oligosacaridos de quitosan

Los OQ son polimeros de hasta 20 monosacaridos. La unién tiene lugar
mediante enlaces glucosidicos. Se ha establecido un limite arbitrariamente de
20 unidades para definir a los OQ (Tombs, 1998).

Los OQ son amino azucares de bajo peso molecular. Estos
oligosacaridos son una mezcla de oligobmeros de D-glucosamina con un grado
de polimerizacién de 20.3 y un peso molecular de aproximadamente 2000 Da
(Park, 2002).
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2.1 Métodos de obtencion

Los principales métodos desarrollados son:

1) empleo de enzimas como: celulasas y quitosanasas (Lee, 2000; Jeon,
2002);

2) empleo de métodos quimicos, como el uso de reacciones con nitrato
de sodio (Ha, 2000);

3) métodos fisicos como: ultrafiltracion (Somogyi, Nelson, 1956).
2.2 Propiedades

Los OQ han sido empleados ampliamente en la liberacion de farmacos,
estimulacién de mecanismo de defensa en plantas, estimulacién de crecimiento
celular y regeneracion de tejidos (Muzzareli, 1989), efecto hipocolesterolémico y
actividad de lipidos (Sugano 1978; Nagyvary, 1979), prevencion y tratamiento
de Ulceras gastricas (lto, 2000), atrapamiento de ADN para liberacién de
células, accién antitumoral (Suzuki, 1986), efecto antimicrobiano (Park, 2004).

2.2.1 Grado de acetilacion

Quimicamente, la quitina y el quitosan son poliglucosaminas que son
distinguidas solamente por el grado de la acetilacion de los grupos amino. Las
quitinas tipicas tienen generalmente grado de acetilacion entre 70-95% que
corresponde a un contenido de acetilo de un 15-20.7%, mientras que el
quitosan tienen comunmente un grado de acetilacion entre 15-25% que
corresponde 3.2 - 5.3 % del contenido de acetilo. El grado de acetilacion es
probablemente el parametro mas importante de estos polisacaridos y determina
grandemente sus caracteristicas funcionales y fisiolégicas (Beltran 1998).
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2.2.2 Peso molecular y viscosidad

El quitosdan es un producto altamente viscoso similar a las gomas
naturales. La viscosidad puede variar en solucion, debido a su comportamiento
polielectrolitico, en dependencia de la fuerza idnica del medio, se comporta de

manera diferente, lo cual influye notablemente en la viscosidad de la disolucién.

Debido a la alta viscosidad del quitosan en sistemas de pH < 5.5 puede
emplearse como espesante, estabilizante o agente de dispersion (Beltran,
2004).

2.2.3 Solubilidad

La quitina es insoluble en los solventes comunes, el quitosan es soluble
en acidos minerales y organicos diluidos. El quitosan no es soluble a pH>6.0 y
funciona solamente en sistemas acidos, siendo una propiedad relevante para su
aplicaciéon en alimentos. Debido a la alta densidad de cargas positivas el
quitosan se comporta en soluciones acidas acuosas como una molécula
policatiénica. Este comportamiento no es tipico para la quitina debido a su alto
grado de acetilacion.

El quitosan es insoluble en H>S04 y de solubilidad limitada en H3PO,.
Ademas es soluble en mezclas de alcohol y agua (Beltran, 2004).

2.2.4 Biodegradabilidad

La quitina y el quitosan tienen una propiedad importante ya que es
degradada por enzimas esta es considerada ya que muchas de las aplicaciones
en alimentos se relacionan directa o indirectamente con la capacidad de las
enzimas para despolimerizarse. Entre las enzimas (0o complejo enzimatico) que
han sido reportados para ejercer actividad hidrolitica en la quitina y el quitosan
se encuentran: quitinasa, quitosanasa, lisozima, celilasa, hemicelulasa,
pectinasa, lipasa, dextranasa e iguales proteasas tales como pancreatina,
pepsina y papaina (Beltran, 2004).
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2.2.5 Propiedades antimicrobianas

Se ha reportado que el quitosan controla el crecimiento de bacterias,
hongos y levaduras y ha sido aplicada para suprimir estos organismos en

tejidos de plantas y alimentos (Beltran, 2004).
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CAPITULO Il

METODOS DE CONSERVACION DE ALIMENTOS

1. Generalidades

Hay muchos agentes que pueden destruir las peculiaridades sanas de la
comida fresca. Los microorganismos, como las bacterias y los hongos,
estropean los alimentos con rapidez. Las enzimas, que estan presentes en
todos los alimentos frescos, son sustancias catalizadoras que favorecen la
degradacion y los cambios quimicos que afectan, en especial, la textura y el
sabor. El oxigeno atmosférico puede reaccionar con componentes de los
alimentos, que se pueden volver rancios o cambiar su color natural. Igualmente
dafinas resultan las plagas de insectos y roedores, que son responsables de
enormes pérdidas en las reservas de alimentos. No hay ningin método de
conservacion que ofrezca proteccién frente a todos los riesgos posibles durante
un periodo ilimitado de tiempo. Los alimentos enlatados almacenados en la
Antartida cerca del polo sur, por ejemplo, seguian siendo comestibles al cabo
de 50 afos, pero esta conservacion a largo plazo no puede producirse en el
calido clima de los trépicos. Ademas del enlatado y la congelacion, existen otros
métodos tradicionales de conservacion como el secado, la salazon y el
ahumado. La desecacion por congelacion o liofilizacidén es un método mas
reciente. Entre las nuevas técnicas experimentales se encuentran el uso de
antibiéticos y la exposicion de los alimentos a la radiacién nuclear (Vanaclocha,
2003).

1.1 Envasado

El proceso de envasado recibe a veces el nombre de esterilizacion
porque el tratamiento por calor al que se somete a los alimentos ya que elimina
todos los microorganismos que pueden echarlos a perder, asi como aquellos

que pueden ser perjudiciales para la salud como las bacterias patégenas y
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aquellas que producen toxinas letales. La mayoria de las operaciones de
envasado comercial se basan en el principio de que la destruccidén de bacterias.
Los alimentos expuestos a temperaturas elevadas durante unos pocos minutos
0 segundos conservan una mayor parte de su sabor natural. En el proceso
Flash 18, un sistema continuo, los alimentos se esterilizan casi de forma
instantanea en una camara a presién para impedir que hiervan al ser
introducidos en los recipientes. No es necesaria esterilizacién ulterior alguna
(Vanaclocha, 2003).

1.2 Congelacion

Aunque el hombre prehistérico almacenaba la carne en cuevas de hielo,
la industria de congelados tiene un origen mas reciente que la del envasado. El
proceso de congelacion fue utilizado comercialmente por primera vez en 1842,
pero la conservacion de alimentos a gran escala por congelacién comenzé a

finales del siglo XIX con la aparicion de la refrigeracion mecanica.

La congelacién conserva los alimentos impidiendo la multiplicacion de los
microorganismos. Dado que el proceso no destruye a todos los tipos de
bacterias, aquellos que sobreviven se reaniman en la comida al descongelarse,
y a menudo se multiplican mucho mas rapido que antes de la congelacion
(Gutiérrez Bello, José ciencia bioldgica: principios generales de los alimentos
2000.)

1.3 Secado y Deshidratacion

Aunque ambos términos se aplican a la eliminacién del agua de los
alimentos, en la tecnologia de los alimentos el término secado se refiere a la
desecacién natural, como la que se obtiene exponiendo el alimento a la accién
del sol, mientras que el término de deshidratacién designa el secado por medios
artificiales, como una corriente de aire caliente. En la desecacion por

congelacién o liofilizacién, se somete a los alimentos congelados a la accion del
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vacio en una camara especial hasta lograr la sublimacion de la mayor parte de
su contenido en agua. La eliminacion del agua ofrece una excelente proteccion

frente a las causas mas comunes de deterioro de los alimentos (Maypoy, 2001).
1.4 Métodos diversos

Se pueden usar otros métodos o combinaciones de ellos para conservar
los alimentos. La salazén del pescado y el cerdo es una practica muy antigua.
La sal penetra en los tejidos, fija el agua, inhibiendo asi el desarrollo de las
bacterias que deterioran los alimentos. Otro método muy empleado es el
ahumado, que se utiliza a menudo para la conservacién del pescado, el jamén y
las salchichas. EI humo se obtiene por la combustion de madera, con una
aportacion limitada de aire. En este caso, parte de la accion conservadora se
debe a agentes bactericidas presentes en el humo, como el metanol, asi como
por la deshidratacién que se produce durante el proceso. El ahumado suele
tener como finalidad de dar sabor al producto, ademas de conservarlo (Maypoy,
2001).

El azucar, uno de los principales ingredientes de las mermeladas y las
jaleas, es otro agente conservador. Para que el método sea eficaz, el contenido
total de azucar debe ser al menos de un 65% del peso total del producto final.
El azucar, que actia de un modo muy similar al de la sal, inhibe el crecimiento
bacteriano una vez calentado el producto.

Debido a su elevado grado de acidez, el vinagre (acido acético) actua
como conservador en los encurtidos y otros productos calentados con
antelacion. La fermentacién producida por ciertas bacterias que generan acido
lactico es la base de la conservacion del chucrut o col fermentada y las
salchichas fermentadas.

El benzoato de sodio, cuya concentracion no puede exceder el 0.1%, se
usa en productos derivados de la fruta para protegerlos contra las levaduras y

los mohos. El diéxido de azufre, otro conservador quimico, ayuda a mantener el
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color de los alimentos deshidratados. El propionato de calcio se afiade a veces
a los productos de reposteria y panaderia para inhibir el crecimiento de hongos.

Otro método para la conservacién de frutas y verduras es mediante un
tratamiento anaerdbico inmediato con gases como el di6xido de carbono, el
monoxido de carbono y el nitrbgeno. También esta en estudio el tratamiento de
productos envasados esterilizados como la leche (Gutiérrez Bello, José ciencia
biolégica: principios generales de los alimentos 2000.)

Debido a la creciente preocupacién por el uso de productos quimicos que
pueden ser tdxicos, podrian utilizarse radiaciones ionizantes. La irradiacion
retarda la maduracién de la fruta y la verdura, inhibe la germinacién en bulbos y
tubérculos, desinfecta el grano, los cereales, las frutas frescas y secas, y
elimina los insectos de las verduras; también destruye las bacterias en la carne
fresca. No obstante, la preocupacion del publico acerca de la seguridad de la
radiacion ha limitado su uso a gran escala (Gutiérrez Bello, José ciencia
biolégica: principios generales de los alimentos 2000.).
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CAPITULO 1l
MICROORGANISMOS

1. Definicion

Los microorganismos son seres vivo que, debido a su pequefio tamarno,
sblo se pueden observar utilizando microscopios Opticos o electronicos. La
microbiologia es la ciencia que estudia estos organismos microscopicos, que
incluyen virus, bacterias, algas, hongos y protozoos. Los microorganismos

pueden vivir aislados o agruparse formando colonias.
1.1 Caracteristicas

La principal caracteristica que tienen en comun todos los
microorganismos es su tamafo diminuto. Como consecuencia de ello, los

microorganismos poseen algunas ventajas:

« La disminucibn del tamafio supone un aumento de la relacion
superficie/volumen. Y, por ello, la superficie de contacto con el medio externo es

mayor, lo que facilita un rapido intercambio de sustancias con el exterior.

» Las pequenas dimensiones hacen que los compartimentos celulares estén
muy préximos, por lo que las reacciones metabdlicas son rapidas. Como
consecuencia, los microorganismos consumen los nutrientes del medio con
rapidez y originan muchos productos de desecho que son eliminados al exterior,

alterando en poco tiempo el medio en el que viven.
*Se multiplican muy rapido.

» Pueden vivir en multitud de ambientes; algunos de ellos de los mas inhdspitos

en los que es capaz de crecer un ser vivo.

Del Angel, L.A 19



Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

2. Bacterias

Son seres u organismos unicelulares y procariotas (no tienen nucleo); su

tamano es de 2-3 micras.
2.1 Caracteristicas de las bacterias de acuerdo a la tincion de Gram
2.1.1 Bacterias Gram positivas (G+)

Algunas de las células son esféricas, en forma de bacilos de filamentos.
La reproduccién celular se da generalmente por fisiéon binaria; algunas producen
esporas como forma resistente (endoesporas o esporas). Son procariotas no
fotosintéticas; son quimiosintéticas heterétrofas que incluyen a las aerobias,

anaerobias, anaerobias facultativas y microaerofilicas (Bergey, 2000).
2.1.2 Bacterias Gram negativas (G-)

Son células que contienen una capa delgada de peptidoglicano (contiene
acido muramico, presente en todas las bacterias), y una variedad de otros
componentes entre la capa de peptidoglicano. La forma de las células puede
ser esférica, ovalada, bacilos lineales é curvos helicoidales 6 filamentosos;
algunas de estas formas pueden ser encapsuladas. Su reproduccién se lleva a
cabo mediante fisién binaria aunque Pleurocapsales muestra fision multiple. Los
miembros de esta divisién pueden ser fototrépicos o no fototrépicos (litotréficos
o heterotroficos) que incluyen a las bacterias aerdbicas, anaerdbicas
anaerdbica facultativa y microaerofilicas (Bergey, 2009).
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2.1.3 Estructura de pared celular

Puede ser de dos tipos:

e Gram (+), en su composicion hay una estructura como una malla de
pescar de naturaleza proteinica. Contiene peptidoglicano (mureina) y
lipidos como el acido lipoteicoico (tiene lipidos y alcoholes derivados de
los glucidos).

e Gram (-), estructura mas compleja porque el peptidoglicano es mas fino y
consta de una membrana externa y entre ambos una espacio

peripldsmico. La membrana externa tiene proteinas y lipopolisacéridos.

3. Mecanismos de reproduccién

Se reproducen por: division binaria o biparticion, es decir, de una célula

se forman dos.

4. Crecimiento bacteriano

La velocidad de crecimiento es igual a 1 x 2", si han crecido a partir de
una bacteria van diferenciandose; n se llama a cada generacion, es decir el n®
de generaciones. El tiempo de duplicacién es de cada 20 en todo tipo de
bacterias (Figura 3).

Figura 3. Curva de crecimiento
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A = latencia, adaptacion
B = logaritmica o exponencial
C = estacionaria 0 mantenimiento

D = mortalidad o descenso
5. Principales métodos de identificacion de microorganismos

Existen dos métodos los macroscopicos: pigmentacién y pruebas
bioquimicas diferenciales que son llevadas a cabo inoculando las bacterias en
agares especificos o diferenciales, al éstas realizar sus actividades metabdlicas
y movilidad para el caso de algunos agares de las pruebas bioquimicas (SIM,
MIO) se observan caracteristicas que al compararlas con la literatura nos
ayudan a identificar a los microorganismos, el otro método es el microscépico:
la tincidn de Gram es el método mas utilizado para identificar microorganismos

de acuerdo a las caracteristicas morfologias que presentan.
6. Generalidades del microorganismo Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) fue descrita por primera vez en 1885 por
Theodor von Escherich, bacteriélogo aleman, quién la denominé Bacterium coli.
Posteriormente la taxonomia le adjudicé el nombre de Escherichia coli, en
honor a su descubridor. Esta y otras bacterias son necesarias para el
funcionamiento correcto del proceso digestivo. El habitat natural es el intestino
humano y de animales de sangre caliente. Las cepas de E. coli generalmente
no son patégenas, sino indicadores de contaminacion fecal. Su presencia en
una muestra implica que otros microorganismos de origen fecal, incluyendo
patdgenos, pueden estar presentes en la misma. Sélo algunas cepas de E. coli
son agentes etiolégicos de infecciones gastrointestinales como por ejemplo
Escherichia coli O157:H7, E. coli enteropatogénica, E. coli enterotoxigénica,
entre otras (Gonzalez, 1984).
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Tabla 1. Principales caracteristicas de E. coli

Caracteristicas

Morfologia: bacilos cortos que pueden crecer formando cadenas. La mayoria
son mdéviles por sus flagelos peritricos generalmente fimbriados, posee pilis
asexuales vy fimbrias adhesivas. Poseen los antigenos O, H y K (no todos
tienen el antigeno K, solo los que son resistentes a la fagocitosis y a la accion
bactericida de los anticuerpos del complemento)

Tincion: Gram -

Tamano: 2 a 3 micras
Incubacion: 3 a 4 dias
Respiracion: anaerobia o aérobica facultativa
Reproduccion: gemacion y fisién binaria.

Agentes metabdlicos: reduce nitratos a nitritos, fermenta la glucosa, manitol y
especialmente la lactosa. Utiliza el acetato como Unica fuente de carbono,
hidroliza el triptéfano.

Productos: las proteinas producidas por E.coli se llaman colisinas. Forman gas
a partir de la glucosa, al fermentar azdcares forma acido y gas. El principal
acido que forma es el lactico, férmico y en menores cantidades es acético y
acetilico. Produce lisina descarboxilasa. También produce hemolisina y
bacteriosinas.

Cultivos: agar gelosa, sangre, EMB, agar- Mc. Conkey, sales biliares.
Morfologia colonial: circular, convexas lisas con bordes definidos, con
resplandor metalico, colonias planas verdosas no viscosa y presentan brillo
verdoso en agar de eosina y azul de metileno.

Pared celular: presenta los antigenos “O” en el exterior de la membrana,
antigenos K de manera mas externa, a los O y presentan antigenos H en los
flagelos.
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6.1 Clasificacion

En la literatura se menciona una clasificacion de la especie E. coli de
acuerdo a sus acciones metabodlica y patogénica. Pertenece a la familia
enterobacteriaceae (enterobacterias), al género Escherichia, especie coli. Las

cepas existentes son:

e E. coli enteropatogénica (ECEP): origina diarrea infantil en paises en vias
de desarrollo. (Garmendia, 2005). Interacciona con las células epiteliales
produciendo una lesion histopatolégica caracteristica conocida como
“adherencia / destruccién” o lesion (Kaper, 1998).

e E. coli enterotoxigénica (ECET): se parece mucho a V. cholerae, se
adhiere a la mucosa del intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que
producen diarrea. No hay cambios histolégicos en las células de la mucosa y
muy poca inflamacion. Produce diarrea no sanguinolenta en nifios y adultos
(Mariazza, 1990).

e E. coli enteroinvasiva (ECEI): coloniza el colon. Las propiedades de
colonizar, invadir y destruir los enterocitos del colon se codifican genéticamente
por ADN cromosomal y por plasmidos. Elabora una citotoxina que se presenta
con mayor intensidad en un medio bajo en hierro. Se adhiere al epitelio
intestinal y causa muerte celular y una rapida respuesta inflamatoria.
(Fernandez, 2003).

e E. coli enterohemorragica o verotoxigénica (ECEH): se adhiere a las
células endoteliales y produce lesiones de unién estrecha y que se encuentren
principalmente en el colon. Produce 2 tipos principales de toxinas: Verotoxina 1
(VT-1) y Verotoxina 2 (VT-2). La toxina produce inhibicion de la sintesis proteica

y muerte celular sin invasion del enterocito. Es la primera causa de sindrome
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hemolitico urémico (SHU) en la nifiez, y una de las principales causas de
insuficiencia renal aguda (IRA). (Fernandez, 2003).

e E. coli enteroagregativa (ECEA): coloniza el colon. Se adhiere a las
células epiteliales del colon con fimbrias de adherencia. Produce toxina
termolabil y termoestable pero se desconoce el papel que desempena en la
patogenia. También se le denomina E. coli enteroaglutinante (Fernandez,
2003).

e E. coli adherencia difusa (ECAD): produce diarrea acuosa. Puede haber
pérdida significativa de agua y electrolitos. Se asocia con frecuencia a diarrea
persistente. Este serotipo se ha aislado en algunos pacientes con diarrea con
sangre (Fernandez, 2003).

6.2 Propagacion

Los brotes a menudo ocurren cuando la bacteria E. coli llega a los
alimentos. Esta bacteria puede mezclarse accidentalmente con la carne molida
antes de ser empaquetada. La bacteria puede propagarse en la carne que no
ha sido cocida lo suficiente, aunque la carne se vea y huela normal. E. coli
puede también vivir en las ubres de las vacas y puede llegar a la leche que no
esta pasteurizada (Teo Jesus, Cuevas Oscar, Navarro Carmen, Aracil Belén,
Campos José y todos los miembros de la red REVERA-EARSS.resistencia a
multiples antibioticos en E. coli. Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid 2001-2007.)

Los vegetales crudos, los germinados y las frutas que se cultivaron o se
lavaron con agua sucia pueden ser portadores de E. coli O157:H7. Esta
bacteria puede encontrarse en el agua potable, los lagos o las piscinas con
aguas residuales. También puede propagarse a través de las personas que no
se lavan las manos después de ir el bafo. La podemos encontrar en carne,
cuando contiene la bacteria E. coli O157:H7 todavia tiene buen olor y

apariencia, puede sobrevivir en la carne molida que no esté bien cocida.
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Puede causar dafos en los riiones permanentemente. Aunque esto no le
ocurre a la mayoria de las personas, los nifios menores de 5 afnos y las
personas mayores de 65 anos de edad enfrentan un mayor riesgo que los
demas de sufrir problemas del rindn. (Teo Jesus, Madrid 2001-2007.)

6.3 Patogenia

La via de transmisién E. coli es por contaminacion fecal en alimentos, por
procesos penetrantes (en especial por procesos penetrantes como lo son la
meningitis neonatal), partos con traumatismo o prematuros con uso de
instrumental contaminado. Auto infeccién de vias urinarias.

El sitio de accion es el intestino delgado en nifios menores a 5 anos,
tracto urinario (un 90% de mujeres jovenes), tracto intestinal, pulmones,
meninges, peritoneo y en sepsias.

Virulencia: 1) mecanismo de adhesion: antigeno K de las fimbrias,
factores de colonizacion (CFA/l) y (CFA/Il), fimbrias resistentes a manosa,
fimbrias sensibles a manosa, adhesivas superficiales que no son fimbrias. 2)
Endotoxinas (LPS): Enterotoxinas termolabiles y termoestables, antigenos
capsulares K, Agresina, Siderocromos, factores séricos de resistencia, factores
de resistencia al complejo anticuerpo-complemento. 3) hemolisinas: la alfa es
atdéxica para leucocitos pero inhibe la quimiotaxis y fagocitosis. 4)
caracteristicas especiales: las fimbrias P disminuyen la posibilidad de ser
fagocitadas, la exotoxina es causante de sepsis, la enterotoxina produce diarrea
en el tubo digestivo, la termolabil provoca diarreas mas fuertes que la termo
estable. Las verotoxinas matan las células vero de los cultivos, esta ultima

causa diarrea con sangre y sindrome hemolitico urémico.
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6.4 Tratamiento

El uso de antibi6ticos es poco eficaz y casi no se prescribe. Para la
diarrea se sugiere el consumo de abundante liquido y evitar la deshidratacion.
Sin embargo en algunas patologias como la pielonefritis hay que considerar el
uso de alguna cefalosporina endovenosa.

El tratamiento es segun el tipo de cepa que se trate pero generalmente
se usa rehidratacion TMP/MX (excepto en pielonefritis).

En 1999 se estimé que unas 73, 000 personas en los Estados Unidos se
enfermarian cada afo por E. coli. De estos casos se calcularon alrededor de 60
muertes y se cree que desde entonces el niumero de enfermedades y muertes
ha disminuido. (T. Maldonado Maria, Betz Tom, 2005.
texas department of state health services - infectious disease control unit.
volume 65/No. 3)

La prevencion se realiza usando técnicas de asepsia en métodos
clinicos, evitar métodos innecesarios de penetracion, vigilancia de consumo de
agua potable, cocimiento perfecto de carnes, evitar consumir agua de lugares
poco recomendables, el uso de agua fluroquinolasa esta indicada como
profilaxis en individuos de alto riesgo.

7. Generalidades de microorganismo Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, pertenece a la familia Pseudomonaceae, del
género Pseudomonas y especie Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa tiene tres formas de desplazarse, en medios liquidos se
desplaza “nadando” mediante un Unico flagelo polar mientras que sobre las
superficies tiene dos formas para moverse. Una de ellas es, independiente de la
presencia del flagelo, por un mecanismo llamado de movilidad que depende de
las fimbrias o pili tipo IV. La motilidad tipo nado se realiza en medios semi-
sélidos y representa un movimiento concertado de las células en las que se
vuelven alargadas y presentan flagelos (Soberén, 1996).
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Tabla 2. Principales caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

Caracteristicas

Bacilos Gram-negativos

Mide de 0.5-1*2 um

Aerobio obligado

Movil

Posee una capsula de polisacaridos

No forma esporas

Crece bien en los medios comunes, agar simple, a 37-42 °C en
condiciones aerobias (anaerobio en presencia de nitrato)

Reduce nitratos a nitritos

Forma colonias grandes y diseminadas, con bordes irregulares y
consistencia buitrosa

Posee un olor similar a frutas o maiz

La oxidacion de glucosas lleva a la formacién de acido

Es oxidasa positivo

No fermentativa

Produce pigmentos como: piocianina (azul oscuro), pioverdina
(amarillo-verdoso, piomelanina (marrdén-negro), piorubina (rojo)

Posee pilis produciendo diversas toxinas posee antigenos Hy O

7.1 Clasificacion

En el género Pseudomonas de acuerdo a la literatura se dividen en dos
grupos por su acciéon metabdlica.

o Ps. fluorescens: en este grupo encontramos a Ps.aeruginosa,
Ps.fluorescens, Ps.putida.

o Ps. no fluorescens: Ps. seudomallei, Ps.mallei, Ps.cepacia,
Ps.maltophila, Ps.picketti.
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La capacidad para producir pigmentos como pioverdina (fluoresceina) y
piocianina es una caracteristica importante para la identificacion de especies de
Pseudomonas. Algunas de ellas elaboran soélo fluoresceina (ej. Ps. fluorescens)
y otras ambos pigmentos (ej. Ps. aeruginosa). La piocianina solamente es
producida por Ps. aeruginosa aunque no todas las cepas de esta especie la
producen. Se han disefiado medios de cultivo que potencian la elaboracion de

uno de los pigmentos e inhiben la formacién del otro.

El medio King A o Pseudomonas Agar P, potencia la elaboracién de
piocianina mientras que el King B o Pseudomonas Agar F, potencia la
elaboracién de fluoresceina e inhibe parcialmente la de piocianina. Estos
pigmentos son solubles en agua y se difunden al medio. La piocianina es un
pigmento azul-verde mientras que la fluoresceina es amarillo-verdoso y
fluoresce cuando es expuesto a la luz UV (A=254 nm). Existen pigmentos
amarillo-verdosos producidos por algunas especies de Pseudomonas que no
fluorescen (Soberdn 1996).

7.2 Propagacion

Presenta problemas en la industria alimentaria ya que puede
descomponer los alimentos que se mantienen en refrigeracién al mantener un
metabolismo basal en estas condiciones y producir enzimas hidroliticas.
(Hardalo, 1997).

Generalmente, Pseudomonas aeruginosa es considerada como
patdbgeno oportunista. Bajo ciertas condiciones esta bacteria puede infectar
diferentes tipos de heridas, particularmente quemaduras, pero también el tracto
urinario y respiratorio. Esta bacteria se asocia con neumonia, endocarditis,
meningitis y algunas cepas producen grandes cantidades de polisacarido

extracelular, las que se asocian a casos de fibrosis quistica. (Callicd, 2004).
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La virulencia de éstos agentes radica en su capacidad de colonizar varios
sitios anatémicos humanos, la propiedad para invadir tejidos y producir dafio
tisular. Ademas de la tendencia caracteristica de invadir torrente sanguineo.

Ps. aeruginosa puede encontrase produciendo: infecciones en piel de
pacientes quemados, en esputos de pacientes con fibrosis quistica y una gran
variedad de infecciones (Hardalo 1997).

7.3 Patogenia

Es patégeno oportunista, existen 17 serotipos antigénicos. Posee pilis
que le ayudan en la adhesién y colonizaién; las toxinas que produce son las
siguientes:

Lipopolisacaridos de la pared celular con actividad antifagocitica y
endotoxica, La toxina leocosidina que posee actividad contra leucocitos,
hemolisinas extracelulares, termoestables (glucopéptido) y termolabiles
(fosfolipasa C), La erotoxina A: determinante principal de virulencia, inhibe la
sintesis de proteina por ADP ribosilacién del factor de elongacién 2. Su principal
organo blanco es el higado. Exoenzimas S, enzimas proteoliticas (elastasa y
proteasa).

La entidad clinica de esta bacteria son: neumonia, septicemia, dermatitis,
endocarditis, afecta a pacientes con fibrosis quistica, gastroenteritis,
traqueobronquitis, bronconeumonia, necrotizante, infecciones en el oido, en

quemaduras, tracto urinario, oculares y musculo esqueléticas.

En el género de Pseudomonas se encuentran también algunas otras
especies como Ps. fluorescens, Ps. putida, Ps. syringaey Ps. alcaligenes.

Ps. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza; se
puede aislar de muestras de suelo, aguas contaminadas, asi como de plantas y

animales.
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Se ha reportado el aislamiento de Ps. aeruginosa de ambientes tan
inhéspitos como son el combustible de avién, soluciones de clorhexidina y el
jabon (Hardalo, 1997).

La membrana externa de las bacterias Gram-negativas es una
membrana semipermeable, formada principalmente por el lipopolisacarido, que
permite la difusibn de solutos hidrofilicos pequefios y tiene muy baja
permeabilidad para los compuestos hidrofébicos (Yoshimura, 1982). La
permeabilidad de la membrana externa depende principalmente de las porinas,
que son proteinas formadoras de poros con una baja especificidad, y de los
sistemas de transporte especificos. La baja permeabilidad de las porinas de la
membrana externa de P. aeruginosa tiene un papel importante en el alto nivel

de resistencia natural a los antibiéticos (Hancock, 1988).

Pseudomonas aeruginosa, al igual que otras bacterias cuenta con
multiples sistemas regulatorios que le permiten modificar la expresion de
distintos genes en respuesta de cambios en el medio ambiente.

Cuando Ps. aeruginosa se adhiere a una superficie, las células se
diferencian para formar micro colonias cubiertas por una matriz extracelular que

eventualmente llegan a constituir una pelicula (Hardalo, 1997).

Asimismo, Ps. aeruginosa presenta problemas en la industria alimentaria
ya que puede descomponer los alimentos que se mantienen en refrigeracion al
mantener un metabolismo basal en estas condiciones y producir enzimas
hidroliticas (Hardalo, 1997).

7.4 Tratamiento
Cefalosporina de 3° de generacién, penicilina sintética, tobramicina, B-
lactamico, antipseudomona (azlociclina, piperciclina o caftazidimz),

ciprofloxacina, carbenicilina).
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8. Pruebas de identificacion bbioquimica de microorganismos bacterianos

Las pruebas bioquimicas son un método utilizado para la identificacion
de bacterias de acuerdo a las caracteristicas que presenta en sus acciones
metabdlicas.

8.1 TSI (Triple Sugar Iron)

El agar triple azucar hierro es un medio nutriente y diferencial que
permite estudiar la capacidad de produccién de acido y gas a partir de glucosa,
sacarosa Yy lactosa en un unico medio. También permite la deteccién de la

produccién de H>S. Es un medio util para la identificacidon de enterobacterias.

8.2 Indol

El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica del
aminoacido triptéfano. Las bacterias que poseen la triptofanasa son capaces de
hidrolizar y desaminar el triptéfano con producciéon de indol, acido pirtvico y
amoniaco. La producciéon de indol es una caracteristica importante para la

identificacidon de muchas especies de microorganismos.

La prueba del indol esta basada en la formacion de un complejo rojo
cuando éste reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido.
Esto es debido al principio activo del reactivo de Kovacs.

8.3 Agar hierro de Kliger (KIA)

Medio sélido y diferencial. El fundamento se basa en la capacidad de
fermentacién de dos azucares (glucosa y lactosa), produccion de acido
sulfhidrico (al entrar en contacto con el hierro del medio produce una coloracién

negra); ademas permite la deteccidén de produccion de gas.
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8.4 Citrato de Simmons

La utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono es una prueba util
en la identificacion de enterobacterias. Esta se detecta en un medio de cultivo
con citrato como Unica fuente de carbono mediante el crecimiento y la
alcalinizacién del medio. Este aumento de pH se visualiza con el indicador azul

de bromotimol que vira al alcalino a pH de 7.6.

El medio contiene citrato sédico, fosfato de amonio y azul de bromotimol
como indicador; este se tornara azul cuando el medio se alcaliniza. Las
bacterias que metabolizan el citrato liberan iones amonio al medio (degradacion
del fosfato amonico) lo que provoca que este se alcalinice y el indicador vire a

azul.

8.5 LIA (Lysine iron agar)

Este ensayo permite diferenciar los microorganismos que producen
descarboxilacion o desaminacion de la lisina. Se puede detectar ademas la
produccién de H.S. Es muy utilizado en las técnicas de busqueda de
Salmonella, principalmente para descartar otras bacterias que dan colonias de
aspecto similar en los medios diferenciales utilizados durante el aislamiento

selectivo.

Durante las primeras etapas de la incubacién el fondo virara el indicador
de pH del medio al 4cido (amarillo) por la fermentacién de glucosa. Luego, si el
aminodcido es descarboxilado se formaran aminas que provocan un retorno al

color original del medio o hacia un viraje al basico (color violeta).

En la desaminacion se produce un acido carboxilico y NH3 y se visualiza
en la superficie la aparicion de un color rojo intenso. La produccién de H.S a
partir de tiosulfato se visualiza por la precipitacion de sulfuro ferroso de color

negro.

Este medio pone de manifiesto:
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e Si la bacteria posee la enzima descarboxilasa (LDC). El medio contiene
como indicador purpura de bromocresol, cuando la lisina se descarboxila,
el medio se acidifica y el indicador vira a amarillo en el fondo.

e Si es productora de acido sulfhidrico, en cuyo caso el precipitado negro
nos impedira ver si es LDC (+) o (-)

e Sies productora de gas

8.6 Descarboxilacion de lisina y ornitina

La descarboxilacibn de aminoacidos es llevada a cabo por
descarboxilasas y se forman aminas y CO.. Cada descarboxilasa es especifica
para un aminoacido y la reaccion es completa e irreversible. Los aminoacidos

ensayados habitualmente para la identificacion son lisina, ornitina y arginina.

El caldo descarboxilasa de Moeller es el medio base mas comunmente
usado para la determinacion de las descarboxilasas en enterobacterias. Se
prepara un tubo con el medio conteniendo el aminoacido a ensayar y un tubo
control con medio base sin aminoacido. Se cubren con una capa de aceite
mineral (vaselina liquida) para hacer el medio anaerobio de manera que ocurra
la fermentacion de la glucosa que contiene. Durante las primeras etapas de la
incubacion en ambos tubos se observara viraje del indicador de pH del medio
al acido, por la fermentaciéon de la glucosa. Luego, si el aminoacido es
descarboxilado, se forman aminas que provocan un retorno al color original del

medio o un viraje al alcalino.

8.7 Movilidad

Este es un medio semisélido que evalla la capacidad motil de los
microorganismos, ya que al sembrarse por picadura en el medio, si poseen la
capacidad de dispersarse en la matriz del medio semisélido presentaran una
turbidez que parte desde la zona de picadura, de no poseer motilidad, entonces

el desarrollo del microorganismo se realizara solamente en la zona de picadura.
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Los medios semisélidos que permiten detectar esta caracteristica son los
medios MIO (movilidad, indol ornitina) y SIM (azufre, indol movilidad), la
evaluacién de la utilizacién de la ornitina y deteccion de produccién de indol se
explicaron anteriormente. La inclusién de azufre en el medio SIM cumple con la
finalidad de detectar la produccion del mismo por medio de la formacion de

complejos obscuros del azufre con el hierro contenido en el medio

8.8 Ureasa

La urea es una diamida del acido carbonico que puede ser hidrolizada
con liberacién de amoniaco y diéxido de carbono.

La ureasa es una enzima que poseen muchas especies de
microorganismos que pueden hidrolizar urea de acuerdo a la siguiente reaccién
quimica. Urea + 2H,0 —> COj + HoO + 2NHg

El amoniaco reacciona en solucién para formar carbonato de amonio,
produciendo una alcalinizacién y aumento de pH del medio.

Pone de manifiesto la actividad de la enzima ureasa, para degradar la
urea en dos moléculas de amoniaco. El medio lleva como indicador rojo fenol,
que se torna amarillo cuando es negativo y rosa cuando es positivo. Hay que
tener precaucién por que también puede ocurrir que no se produzca cambio de
coloracion, en este caso es negativo. El medio posee un color rosaceo (mucho
menos intenso que los verdaderos positivos) lo que puede llevarnos a error
(considerar falsos positivos).

El caldo urea y agar urea de Christensen son los dos medios mas
comunmente usados en los laboratorios para la deteccion de la ureasa de

microorganismos.

Del Angel, L.A 35



Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

MATERIALES Y METODOS

ETAPA I: Identificacion y caracterizacion fisico-quimica de las

cepas
1. Identificacion de los microorganismos

1.1 Caracteristicas microscopicas de las cepas empleadas de acuerdo a
sus propiedades de tincion

Se empleo la técnica de tincion de Gram para analizar las caracteristicas
microscépicas de los microorganismos empleados. Para ello se tomé una asada
del cultivo y se suspendié en un portaobjetos que poseia una gota de agua
destilada, se homogeniz6 la suspension de bacterias y se extendié un poco en
el portaobjetos; posteriormente se fijo la muestra con al calor.

Una vez fijada y seca la preparacién, se cubridé por completo la superficie,
donde se encontraba la muestra, con cristal violeta 6 violeta de genciana
dejandolo reaccionar por 1 minutos y se enjuagd suavemente al chorro del
agua; se cubrié de nuevo la superficie con una solucién de yodo (lugol) y se
dej6é reaccionar por 1 minuto; se enjuagé suavemente y se decolordé con una
solucién de alcohol-acetona (50/50 v/v) por unos cuantos segundos para
después enjuagarse de inmediato. Finalmente se cubrié la superficie de la
preparacién con una solucién de safranina y se dejo actuar por 1 minuto para
finalmente enjuagar con agua destilada.

Se dejé secar la preparacién por completo para después observar los
microorganismos tefidos empleando un microscopio 6ptico (OLIMPUS) a 100X

con aceite de inmersion.
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1.2 Proliferacion y mantenimiento de las cepas
1.2.1 Preparacion agar Py F para Pseudomonas aeruginosa

Agar P y F (Bioxon) fueron preparados en cajas petri para su
identificacion morfologica, empleando 3.48 g/L de agar y 0.75 g de glicerol, y
2.85 g de agar adicionado de 0.75 g de glicerol para agar P y F,
respectivamente. Ambos fueron esterilizados en una autoclave (PRESTO) a
121°C Y 15 Ib de presion por 15 minutos.

1.2.2 Preparacion de agar EMB para E. coli

Se pesaron 7.2 g/L de agar EMB (Bioxon) y se disolvieron en 200 ml de
agua destilada. Una vez precalentado el agar se esteriliz6 empleando una

autoclave (PRESTO) a 121°C por un tiempo de 15 min a 15 Lb de presién.
1.2.3 Crecimiento en medio sélido

Se sembr6 mediante la técnica de estria abierta cruzada. Las cajas
fueron incubadas empleando una incubadora (LAB-LINERINCUBATOR-
SHAKER) a una temperatura de 37°C monitoreando su crecimiento a las 24 y
48 horas.

1.2.4 Crecimiento en medio liquido

En 250 ml de caldo nutritivo a pH 7.0 se inocularon con 0.3 ml de una
suspensién celular bacteriana obtenida de wun cultivo puro en tubo;
posteriormente se incub6 a 37 °C con una agitacién de 150 rpm, monitoreando
la cinética a tiempos de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas.

Cada una de las alicuotas tomadas (1.5 ml) fue leida mediante turbidez

empleando un espectrofotometro (Genesys 5) a 590 nm (regién visible).
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2. Identificacion de las cepas mediante pruebas bioquimicas

El agar se prepara en forma de pico de flauta. Esto determina que
existan dos camaras de reaccion dentro del mismo tubo. La porcién inclinada
(pico) expuesta en toda su superficie al oxigeno es aerobia y la porcion inferior
(fondo) esta protegida del aire y es relativamente anaerobia.

2.1 TSI

Se pesaron 0.594 g/L del agar TSI (Sigma) y se disolvieron en un tubo de
ensaye con 10 mililitros de agua, posteriormente se fundieron. Se esterilizé con
calor humedo en autoclave (PRESTO) a 121°C, por 15 minutos a 15 Lb de

presion. Posteriormente se inclind en forma de pico de flauta.

2.2KIA

0.55 g/L de agar KIA (Sigma) fueron pesados, y se disolvieron en 10 ml
de agua destilada. Se esteriliz6 con calor himedo en autoclave a 121°C, por 15
minutos a 15 Lb de presidén. Posteriormente se inclind en forma de pico de
flauta.

2.3 Citrato de Simons
En 10 ml de agua destilada se disolvieron 0.242 g/L de citrato de Simons
(Sigma). Se esterilizé con calor humedo en autoclave a 121°C, por 15 minutos

a 15 Lb de presién. Posteriormente se incliné en forma de pico de flauta.

2.4 MIO

El medio se preparé pesando 0.31 g/L del agar MIO (Sigma),
disolviéndolos en 10 ml de agua destilada. Posteriormente se esterilizd con
calor humedo en autoclave a 121°C, por 15 minutos a 15 Lb de presién.
Posteriormente se inclind en forma de pico de flauta.
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25LIA

Se pesaron 0.345 g/L del agar LIA (Sigma), y se disolvieron en 10 ml de
agua destilada. Posteriormente se esteriliz6 con calor himedo en autoclave a
121°C, por 15 minutos a 15 Lb de presion. Posteriormente se incliné en forma
de pico de flauta.

2.6 Urea
En 10 ml de agua destilada se disolvieron 0.387 g/L de agar Urea
(Sigma) Esta prueba hace la excepcidn del esterilizado ya que de lo contrario

incurrimos en una desnaturalizacion.

2.7 SIM

Se pesaron 0.3 g/L de agar SIM (Sigma), y se disolvieron en 10 ml de
agua destilada. Posteriormente se esteriliz6 con calor himedo en autoclave a
121°C, por 15 minutos a 15 Lb de presion. Posteriormente se incliné en forma
de pico de flauta.

ETAPA IlI: Estudio del efecto inhibidor de los oligosacaridos de
quitosan

1. Proliferacion de E. coli y Pseudomonas aeruginosa con el inhibidor
(0Q)

1.1 Preparacion de medio sélido con el inhibidor

El agar nutritivo fue adicionado con concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5 %
de OQ (Amicogen, Korea del Sur) con un peso molecular de 3 kDa. Para evitar
problemas de contaminacién los OQ fueron sometidos a radiaciones UV por 12
h antes de usarlos.
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En 60 ml de agua destilada fue disuelto 1.38 g de agar nutritivo. El medio
fue esterilizado con calor humedo en autoclave (PRESTO) a 121°C, por 15
minutos a 15 Lb de presion. Una vez que el medio alcanzd temperatura por
debajo de los 40°C, se adicionaron las diferentes concentraciones de OQ (0.5,

1.0y 1.5%) filtrados por membranas de celulosa de 0.45 um.

Se monitored el crecimiento microbiano por el nimero mas probable a
tiempos de 0, 12, 24, 48 y 72 horas de incubacién a 37°C.

1.2 Preparacién de medio liquido con 0.Q

El caldo nutritivo fue adicionado con concentraciones de 0.5, 1.0y 1.5 %
de OQ (Amicogen, Korea del Sur) con un peso molecular de 3 kDa. Para evitar
problemas de contaminacién los OQ fueron sometidos a radiaciones UV por 12

h antes de usarlos.

En 60 ml de agua destilada fue disuelto 0.32 g de caldo nutritivo. El
medio fue esterilizado con calor himedo en autoclave a 121°C, por 15 minutos
a 15 Lb de presion. Una vez que el medio alcanzé temperatura por debajo de
los 40°C, se adicionaron las diferentes concentraciones de OQ (0.5, 1.0 y 1.5%)

filtrados por membranas de celulosa de 0.45 um

Se monitore6 el crecimiento microbiano mediante turbidez empleando un

espectrofotometro (Genesys 5) a 590 nm.
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RESULTADOS

ETAPA [: ldentificacion y caracterizacién fisico-quimica de las

cepas
1. Identificacion de los microorganismos

Las cepas E. coli y Ps. aeruginosa fueron aisladas e identificadas por
Mauricio-Benavides et al., en el 2005 de agua de la Poza Azul (26° 59" Norte, y

103° 3" Oeste) de Cuatrociénegas Coahuila.
1.1Tincion de Gram

E. coliy Pseudomonas aeruginosa son microorganismos Gram (-) ya que se
tineron de color rojo, esto es debido a que poseen una pared celular muy
compleja que contiene una capa delgada de peptidoglicano, el cual es incapaz
de retener el colorante cristal violeta-yodo por lo que la célula se decolora. En el
caso de las bacterias Gram positivas, a causa de las paredes celulares mas
espesas (tienen mas peptidoglicano y menos lipidos), no son permeables al
disolvente ya que éste deshidrata la pared celular y cierra los poros,
disminuyendo de esta manera los espacios ente las moléculas, y provocando
que el complejo cristal violeta-yodo quede atrapado dentro de la pared celular.
Una vez que se realiza la decoloracién con alcohol cetona las bacterias Gram
positivas son todavia azules, pero las Gram negativas son incoloras por lo que

se emplea a la safranina para dar contraste (Bergey, 2005).

La pared celular de las bacterias Gram negativas, por contener una capa
delgada de peptidoglicano, se encuentra rodeada por una membrana exterior

formada de fosfolipidos, lipopolisacaridos y lipoproteinas.
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1.2 Proliferacion y mantenimiento

Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos mas comunmente
aislado; es una especie clinica no fermentativa en forma de bacilo. Este
microorganismo tiene la capacidad de producir pigmentos no solubles en agua,
incluyendo el pigmento verde-amarillo o amarillo-café florescente denominado
pioverdina. Cuando la pioverdina se combina con la piocianina (pigmento azul
soluble en agua) se forma el color verde brillante que es caracteristico de la
cepa Ps. aeruginosa. El agar F resalta la producciéon de fluoreseina (Figura 4)
producido por Ps. aeruginosa e inhibe la formacién de piocianina. Ambos
pigmentos son difundidos por las colonias de Ps. aeruginosa en el medio al
momento de su crecimiento. Estos pigmentos pueden ser observados bajo la
luz UV.

Figura 4. Crecimiento celular de Pseudomonas aeruginosa en agar F observada bajo luz UV

En la Figura 5 podemos observar la capacidad de oxidacion de la eosina
y la formacion del compuesto verdoso brillante que caracteriza a E. coli. Se
aprecian colonias de 2 a 4 mm de didmetro, con un centro grande de color
oscuro e incluso de color negro; presenta brillo verde metédlico cuando se

observan bajo la luz polarizada. Este color metdlico es debido a las grandes
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cantidades de acido que produce E. coli en el agar. El acido causa la formacion
de un enlace amido entre la eosina y el azul de metileno otorgandole el brillo
caracteristico. El brillo es visible solamente cuando el microorganismo crece en
abundancia, ya que cuando se presentan colonias aisladas no es visible
(Bergey 2005).

Figura 5. Crecimiento celular de E. coli en agar EMB

1.3 Crecimiento en medio liquido

Las bacterias enfrentan constantes condiciones que limitan o impiden su
crecimiento. La habilidad para colonizar un ambiente requiere de la capacidad
del microorganismo para alternar periodos de rapida division celular y de
crecimiento nulo. La curva normal de crecimiento bacteriano presenta 4 fases:
a) fase de transiciébn o “lag”, 2) fase logaritmica o exponencial, 3) fase de
transicion o estacionaria, y 4) muerte celular. En la primera fase (lag) nos indica
el tiempo necesario para reiniciar el ciclo celular después de un periodo de
ayuno nutrimental. En la Figura 6 podemos observar que el cultivo celular de E.
coli se inicia en los primeros minutos posteriores a la inoculacion, donde se

sugiere que cultivo recupera la tensién helicoidal del ADN y se incrementa la
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expresiéon de los genes importantes para el crecimiento originandose la primera
division de la mayoria de las células. En la fase exponencial se lleva a cabo un
crecimiento balanceado, el cual esta representado por un periodo donde se
abundan los nutrientes y el microorganismo recupera el ciclo celular
incrementando su numero de manera exponencial. Existe también una fase de
transicién o de crecimiento no balanceado, la cual se inicia cuando disminuyen
los nutrientes cambiando la pendiente de la curva de crecimiento exponencial
disminuyendo la velocidad de sintesis de macromoléculas. Finalmente, cuando

los nutrientes se agotan, las células entran a la fase de muerte.

Reportes en la literatura menciona que E. coli presenta una fase
logaritmica a partir de las 3 h de fermentacién prolongandose hasta las 30 h,
por lo que estos resultados coinciden con los presentados por Santos (2005) ya
gue se observa la fase exponencial hasta las 24 h (Figura 7) con una velocidad

especifica de crecimiento de 0.0378 DO/h (Figura 6).

L 4
<9

OD (nm})

=¢—E.coli 0.0 % 0Q.

0] 50 100 150 200

Tiempo (h)

Figura 6. Cinética de crecimiento celular de Pseudomonas aeruginosa en caldo
nutritivo
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OD (nm)

y=0.0378x+ 0.4489
R?=0.8088

O T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (h)

Figura 7. Determinacion de velocidad especifica de crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa

Por otro lado, para Pseudomonas aeruginosa presenta una fase de
crecimiento logaritmico a partir de las 4 h, teniendo su maximo a las 48 h de
fermentacién, sin embargo, en la Figura 8 se puede apreciar que a partir de las
50 h hay un decremento en el numero de microorganismos. Este
microorganismo presenta una velocidad especifica de crecimiento de 0.0289
OD/h (Figura 9).
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Figura 8. Efecto sobre E. coli en medio solido con 0.5 % de inhibidor
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Figura 9. Efecto sobre E. coli a concentracion de 1.0 % de OQ.

Del Angel, L.A

46



Eotudio del efects bactericida ylo bacteriostitico de oligosacdridoe de quitesdn sobne E. coli y Pocud: o aenuginosa

2. Identificacion de las cepas mediante pruebas bioquimicas

2.1 E. coli

Las pruebas bioquimicas determinan la actividad de una via metabdlica a
partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al
crecer incorpora o no.

Las tablas 3 y 4 indican los resultados del metabolismo de E. coli
mostrando que el microorganismo analizado es lisina descarboxilasa positiva,
ornitina descarboxilasa dudosa, citrato negativo, H.S negativo, indol positivo,
glucosa positiva, reduccién de nitratos a nitritos negativo, fermentativo y
oxidativo, moévil (algunas veces inmovil), oxidasa negativo y, urea negativo. Por
lo que los resultados obtenidos coinciden con los presentados en la literatura
para el metabolismo caracteristico de E. coli (Bergey, 2005).

Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas para E. coli alas 24 h

Prueba bioquimica

~ TSI KIA CITRATO MIOO LA SIM  UREA
Sac-glu(-) Glu(-) () Movilidad (+)  Descarboxilacion Indol (+) )
Lact (+) Lact (+) (+)
H,S () H,S () Indol Desaminacion (-) H,S ()
Gas (+) Gas(+) Ornitina(-) Movilidad (+)
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Tabla 4. Resultados de la pruebas bioquimicas para E. coli a las 48 h

Prueba bioquimica

TSI KIA  CITRATO MIO LIA SIM UREA

Sac. () Gilu. (-) (-) Movilidad Descarboxilacion(+) Indol (+) (-)
Gluc (-) Lact.(+) (+)

Lact(+)

HS () HS() Indol (+) Desaminacion (-) H,S (-)

Gas(+) Gas(+) Ornitina (+) Movilidad(+)

2.2 Pseudomonas aeruginosa

Las tablas 5 y 6 muestran los resultados obtenidos del metabolismo
fermentativo de Pseudomonas aeruginosa a las 24 y 48 h respectivamente.
Observamos que este microorganismo es no movil; oxidacién, urea,
descarboxilacion, H.S, lisina y ornitina negativo; y citrato positivo. Por lo que

coincide con el metabolismo presentado por Pseudomonas aeruginosa (Bergey,
2005).

Tabla 5. Resultados de las pruebas bioquimicas para Pseudomonas aeruginosa alas 24 h

Prueba bioquimica

TSI KIA  CITRATO MIO LIA SIM UREA
Sac(-) Sac(-) (+) Movilidad  Descarboxilacién Indol (-) (-)
Glu(-) Glu(-) (-) ()

Lac(+) Lact(+)
H,S(-) H,S(-) Indol Desaminacion (-) H,S ()

Gas (-) Ornitina(-) Movilidad(-)
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Tabla 6. Resultados de la pruebas bioquimicas para Pseudomonas aeruginosa alas 48 h

Prueba bioquimica

~ TSI  KIA CITRATO MO LA SIM  UREA
Sac- Glu- (+) Movilidad  Descarboxilacion Indol(-) (-)
Glu- Lact(+) (+) (-)
Lact(+)
H,S () HS() Indol Desaminacion (-) H,S ()
Gas (+) Ornitina(-) Movilidad

()

ETAPA II: Estudio del efecto inhibidor de los oligosacaridos de

quitosan

1. Proliferacion de E. coli y Pseudomonas aeruginosa con el inhibidor
(0Q)

1.1 Preparacién de medio sélido con el inhibidor

En la Figura 9 se observa que al emplear una concentracion de 0.5% de
inhibidor, no se presenta crecimiento de E. coli, sin embargo, a la concentracion
de 1.0 y 1.5% (Figura 11 y 12, respectivamente) se observd crecimiento celular
después de las 96 h, lo cual puede ser debido a que el microorganismo
después de cierto tiempo incorpora al inhibidor y empieza a producir enzimas
que facilitan el desdoblamiento del inhibidor y lo incorpora a su metabolismo
empleandolo como fuente de carbono alternativa, es decir, a la concentracion
mas baja se presenta un efecto bactericida sobre la bacteria, mientras que en
concentraciones altas no se observa inhibicién total, por lo que a estas
concentraciones presenta un efecto bacteriostatico.
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Reportes en la literatura mencionan que el quitosan ha sido aplicado para
inhibir el crecimiento contra varias bacterias como Pediococcus, Candida,
Actinobacillus, Staphylococcus, Lactobacillus (Devlieghere, 2004).

Los OQ tienen un efecto antimicrobiano contra dos bacterias patégenas
orales tales como Actinobacillus, y Streptococcus mutans a bajas

concentraciones y tiempos muy cortos.

Figura 10. Efecto sobre E. coli en medio Figura 11. Efecto sobre E. coli en medio
solido con 0.5 % de inhibidor solido con 1.0 % de inhibidor

Figura 12. Efecto sobre E. coli a
concentracion de 1.5 % de OQ.
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En el caso de  Pseudomonas aeruginosa se observo un crecimiento
uniforme después de haber sido incubado por tiempos de 12, 24, 48 y 96 h con
el inhibidor a la concentracion mas baja (0.5%), sin embargo, en la
concentracion de 1.5% de inhibidor podemos observar que disminuye
drasticamente el nimero de microorganismos en el medio, lo que indica un

efecto bacteriostatico.

Figura 13.Efecto sobre Pseudomonas Figura 14. Efecto sobre Pseudomonas
aeruginosa a concentracion de 0.5 % de 0Q. aeruginosa a concentracion de 1.0 % de OQ.

Figura 15. Efecto sobre Pseudomonas
aeruginosa a concentracion de 1.5 % de OQ.
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1.2 Preparacion de medio liquido con inhibidor

En la Figura 17 podemos observar el comportamiento de la cinética de
crecimiento de la cepa E. coli inoculada en caldo nutritivo con 2
concentraciones de inhibidor (0.5 % y 1.0 %). Se observa claramente que a
concentraciones de 0.5 % desde el tiempo cero, los OQ tienen un efecto
negativo en el crecimiento del microorganismo, es decir, se presenta un efecto
bactericida. Estos resultados coinciden con los obtenidos en medio sélido a esta
misma concentracién. Sin embargo, a la concentracion de 1.0% podemos
observar que a las 12 h se presenta una inhibicién de crecimiento de E. coli; sin
embargo, el método estadistico empleado demuestra que no existen diferencias
significativas entre el uso de la concentraciéon de 0.5 y 1.0%, por lo que para
efectos de produccidn se recomienda emplear la concentracion mas baja
debido al costo del inhibidor.

0.07

0.06

0.05

0.04
y =-0.0008x + 0.0461

'g 0.03 R?=0.6336
g 0.02
0.01
0 L 4
0.01 20 40 60 80
-0.02

Tiempo (h)

Figura 16. Estudio del efecto del inhibidor a 0.5% sobre E. coli
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En la Figura 16 observamos el comportamiento de la E. coli, la cual
presenta una fase logaritmica a las 24 horas, después comienza una fase
estacionaria a partir de las 48 h. Empleando una concentracion de 0.5% de
inhibidor a las 12 h se presenta una velocidad especifica de crecimiento baja
(0.0008 OD/h), lo cual indica un efecto bactericida debido a su baja velocidad
de crecimiento en presencia del inhibidor. Sin embargo, empleando una
concentracion de inhibidor de 1.0% observamos que no existid crecimiento
celular en tiempos de 0, 12 24, 48 y 72 horas, por lo tanto, los OQ presentan un

efecto bactericida.

—— 0% 0Q

E 1 =l [0.5%] OQ
8 [1.0%] 0Q
0.5
O r | F.--‘ r.-“
3} 50 100 150 200
-0.5
Tiempo {h)

Figura 17. Estudio del efecto del inhibidor a 0%, 0.5% y 1.0% sobre E. coli

En la Figura 18 se presenta el efecto del inhibidor a diferentes
concentraciones  sobre  Pseudomonas  aeruginosa. Se  emplearon
concentraciones de 1.0 y 1.5% del inhibidor en el medio especifico, observando
un crecimiento minimo a las 48 h, con una velocidad especifica para las

concentraciones de 1.0 y 1.5, respectivamente. Esto nos indica que el inhibidor
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tiene un efecto bacteriostatico sobre Ps. aeruginosa. El efecto antimicrobiano
que presenta el inhibidor puede ser debido a varios factores, como pueden ser:
el tipo de quitosan o derivados, el grado de acetilacién, el grado de
polimerizacién y de algunas propiedades fisicas y quimicas (Shibasaki, 1994).
Este proceso de inhibicion de crecimiento puede ser explicado mediante la
teoria de cambios en la permeabilidad de la membrana debido a la interaccion
entre las cargas positivas de los oligosacaridos de quitosan (inhibidor) y las
cargas electronegativas de la pared celular (Chen, 1998).

—4—0% 0Q"

== 0Q [1.0%]

0Q[1.5%]

OD (nm})

50 100 150 200

Tiempo (h)

Figura 18. Estudio del efecto del inhibidor a diferentes concentraciones sobre Ps. aeruginosa
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CONCLUSIONES

Las pruebas bioquimicas son una herramienta Gtil para la determinacion

del metabolismo de los microorganismos.

El comportamiento metabdlico de los microorganismos estudiados
certificd que el género y especie de los mismos fueron E. coli y Pseudomonas

aeruginosa.

Los oligosacéridos de quitosan presentan un efecto bacteriostatico sobre
Ps. aeruginosa en concentraciones de 1.0 y 1.5%, obteniéndose un retraso en
el crecimiento de 72 horas.

Los oligosacaridos de quitosan presentan un efecto bactericida sobre E.

coli en concentraciones de 0.5 %.

El efecto inhibitorio de los oligosacaridos en medio liquido se aprecia
mejor que en medio solido, debido a que en este ultimo se presenta el

fenémeno de gradiente de concentracion.
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