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Resumen

El trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro de soluciones acidas de quitosano obtenido a
partir del exoesqueleto de camarén, sobre siete bacterias patégenas, cinco de las cuales corresponden a patégenas de hu-
manos (Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli UDS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca
ATCC 43863 y K. oxytoca ATCC 43086) y las fitopatdgenas (Pectobacterium sp UDS 'y Burkholderia glumae 320012-CIAT).
Concentraciones de soluciones de quitosano de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 % (v/v) disuelto en &cido acético de 1.0, 1.5,
2.0 % (v/v) fueron preparadas; a partir de estas concentraciones, mediante la técnica de Kirby-Bauer se evalué la actividad
antibacteriana in vitro. Los resultados de actividad antimicrobiana mostraron diferencias altamente significativas entre la
especie de bacteria y los tratamientos de quitosano. Las bacterias P. aeruginosa, E. coli, K. oxytoca (ATCC 43086 y ATCC
43863) fueron las mds susceptibles a los tratamientos, mientras que E. faecalis, Pectobacterium sp y B. glumae mostraron
resistencia. Los tratamientos Ts, T4, Ts, T7, Ts, To en donde las concentraciones de quitosano estuvieron por encima a las del
acido acético, se presentaron mayores valores medios de actividad de antimicrobiana en mm y aumenté este valor para
los tratamientos To (5.8095 mm), Ts (6.00 mm) para y T, (5.8095 mm), donde las concentraciones de quitosano de 2.5
y 3.5%, disuelta en dcido acético fueron igual a 2%. Los resultados de este estudio en el Caribe Colombiano permitiran
a futuro el reaprovechamiento del exoesqueleto de camarén como fuente de quitosano como un compuesto potencial
frente al manejo al problema de salud publica ocasionada por las enfermedades bacterianas.
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Abstract

The work was to evaluate the in vitro antibacterial activity of chitosan obtained from exoskeleton of shrimp, on seven
pathogenic bacteria, five of which corresponded to human pathogenic strain (ATCC 29212 Enterococcus faecalis, Escheri-
chia coli UDS, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella oxytoca, K. oxytoca ATCC 43863 and ATCC 43086) and
two phytopathogenic strain (Pectobacterium sp UDS and Burkholderia glumae 320012-CIAT). Solution of chitosan of 1.0,
1.5, 2.0, 2.5, 3.0 and 3.5% (v/v) dissolved in 1.0, 1.5, 2.0% (v / v) acetic acid was prepared and from these is by diffusion
through the Kirby-Bauer technique was evaluated for antibacterial activity in vitro. The results of the antimicrobial activity
showed significant differences between the species of bacteria and chitosan treatments evaluated. P. aeruginosa, E. coli and
K. oxytoca (ATCC 43086 and ATCC 43863) were the most susceptible to the treatments, while E. faecalis, B. glumae and
Pectobacterium sp were resistant. The treatments T3, T4, Ts, T7, Ts, T9, where chitosan concentrations were above the acetic
acid, showed higher mean mm antimicrobial activity and this value increased to T9 treatments (5.8095 mm ), Ts (6.00 mm)
and T9 (5.8095 mm), where chitosan concentrations 2.5 and 3.5% solution in acetic acid was equal to 2%. The results of
this study in the Colombian Caribbean enable future reuse of the exoskeleton of shrimp as a source of chitosan as a poten-
tial compound against handling the public health problem caused by bacterial diseases.
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Introduccién

A nivel mundial, diversas enfermedades afectan a po-
blaciones humanas, animales y vegetales; su control
durante muchos anos se ha dado mediante el uso de
productos quimicos, los cuales debido a su intensa uti-
lizacion han generado problemas de contaminacién
en el medio ambiente, resistencia de patdgenos, ex-
tincion de comunidades de microorganismo benéficos
y problemas de salud en los humanos. Sustentado lo
anterior, se hace necesario desarrollar alternativas bio-
l6gicas de control, para mejorar asi la calidad de vida
de toda la poblacién (Larez et al., 2008).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) conside-
ra que “El uso abusivo de los antibidticos es una de
las principales causas del incremento de la resistencia
bacteriana y uno de los mayores problemas de salud
publica” (Queipo et al., 2000). La prescripcion no ade-
cuada y abusiva de los antibidticos, la prolongacion
de los planes mas alla de lo necesario, la aplicacion de
dosis no 6ptimas, la irregularidad en la toma de las dro-
gas, son los principales factores que han llevado a una
alta tasa de resistencia microbiana (Alvarez, 2007).

De otra parte, los residuos industriales de productos
acuicolas, se han convertido en un problema ambien-
tal y de salud publica, por la produccion de grandes
cantidades de residuos organicos como son los exoes-
queletos de camarones. Estos desechos contaminan
al ambiente y ademas pueden afectar la salud de las
comunidades aledafas en donde se vierten. El quitosa-
no es biopolimero natural no toxico derivado por des-
acetilacion de la quitina, el principal componente del
exoesqueleto de crustaceos e insectos. En los dltimos
anos ha recibido considerable atencién por la aplica-
cion en los campos de la biomédica, alimento, ingenie-
ria quimica, farmacéutica con excelentes propiedades
antibacteriana (Fernandes et al., 2009) antifingica y
antiviral; nutriciéon y en la proteccion del ambiente y
la agricultura (Li et al., 2008).

En la Region Caribe Colombiana existen alrededor de
cuatro empresas camaroneras reconocidas, como son:
Acuipesca y Colombiana de acuacultura en el area de
Cartagena, seguida de Cartagena de Acuacultura, ubi-
cada en el municipio de San Onofre (Sucre) y Agroso-
ledad, localizada en el estuario de la bahia de Cispata
(San antero - Cordoba). Estas son una fuente de mate-
ria prima para la obtencion de quitosano, sin embargo
no ha sido aprovechada, asi mismo en nuestra region
no existen evidencias del efecto del quitosano sobre
bacterias patégenas, convirtiéndose este subproducto
en un material innovador y una nueva alternativa bio-
|6gica para el control de enfermedades (Larez et al.,
2008).

En el presente estudio se realizé evaluacion in vitro
de la actividad antibacteriana de soluciones acidas de
quitosano sobre bacterias patdgenas en humanos tales
como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coliy las fitopatégenas

Burkholderia glumae y Pectobacterium sp. Este estudio
representa una alternativa frente a los bactericidas y
farmacos sintéticos de uso comun, ademas la obten-
cion de productos a partir de biomasa marina residual,
proporcionando valor agregado de aplicacion en la in-
dustria biomédica y farmacéutica y contribuyendo con
la disminucién de la contaminacion ambiental produci-
da por los desechos de crustdceos (Lemus et al., 2007;
Rodriguez et al., 2009).

Materiales y métodos

Recoleccion del camardn

Diez muestras de 10 kg de residuos de exoesquele-
tos de camarones fueron colectadas en el municipio
de Covenas (Sucre), Colombia a 9°24719.41”"N vy
75°40°38.83”0O. Los exoesqueletos fueron depo-
sitados en recipientes estériles y transportados en
refrigeracion a los laboratorios de Fitoquimica y de
Investigaciones Microbiolégicas de la Universidad de
Sucre, para su procesamiento y evaluacion de la activi-
dad antibacteriana in vitro.

Obtencion de quitina

El exoesqueleto de camarén colectado, fue lavado con
agua de grifo, para eliminar las impurezas y residuos.
Se procedié a separarlo en tres partes: cefalotorax,
pleépodo vy telson, para su procesamiento, debido a
que el telson y cefalotérax tienen mayor pigmentacion
y requieren de mas tiempo para su tratamiento. Un kg
de cada parte, se peso para posteriormente medir el
rendimiento de obtencién de quitina. Una vez pesadas
se trataron con una solucion de HCI 2M por 8 horas
a temperatura ambiente con agitacion constante para
su descalcificacion. Posteriormente se utilizé papel de
filtro (125 mm de didametro) y se deseché el acido, el
material obtenido se lavé con agua hasta alcanzar pH
neutro y dos veces con agua destilada, para purificar.
Después se secé al sol por 8 horas y posteriormen-
te se sumergio en un volumen de solucion de NaOH
1N a 80°C por 8 horas con agitaciéon constante, para
eliminar las proteinas del caparazén. Nuevamente se
filtr6 en papel y se descarto el alcali, y el material obte-
nido se lavé hasta alcanzar un pH neutro y finalmente
se seco al sol por 8 horas (Lemus et al., 2007).

Obtencion del quitosano

Para la obtencién del quitosano, se tomé la quitina ob-
tenida en la etapa anterior se sumergié en volumen de
solucion de NaOH 50% a 115°C a reflujo con agita-
cion constante por 24 horas, para eliminar las unida-
des acetilo. Posteriormente se filtré a través de papel
y se desecho el dlcali. El material obtenido se lavé con
agua hasta alcanzar pH neutro; se secé al sol por 8
horas y por dltimo se molié y se pesé (Lemus et al.,
2007).

Quitosano actividad antibacteriana
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Caracterizacion del quitosano

El grado de desacetilacion del quitosano, fue medido em-
pleando espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR) y se determiné su peso molecular a partir
de la viscosidad intrinseca (Kasaai y Mohammad, 2009).

Para la determinacion del grado de desacetilacion del
quitosano se emple6é un espectrofotometro de infra-
rrojo con transformada de Fourier (FTIR)-84005 marca
SHIMADZU en la region 4000-400 cm™ de propiedad de
la Universidad de Cartagena. En un mortero se mezclo
1 mg de muestra de quitosano con aproximadamente
100 mg de NaCl desecado y se pulverizé con un pisti-
lo. Posteriormente se presiond la mezcla en un troquel
entre 700 y 1000 Kg/cm? hasta obtener un disco trans-
parente, que se ubica en la trayectoria del haz del instru-
mento para su examen espectroscépico (Skood et al,,
2001). El grado de desacetilacion del quitosano (DD)
se calculé por la siguiente ecuaciéon: DD = 100-[(Aieas/
Asso0) X115], donde Aisssy Assooson las absorbancias del
pico correspondiente a la amina | y de la banda tomada
como referencia, respectivamente.

La determinacion del peso molecular del quitosa-
no se realizé en un viscosimetro de Hoppler, a una
temperatura constante de 25°C. Se prepararon
muestras de quitosano disuelto en acido acético a una
concentracion inicial de 1 g/dl. Una vez establecida
las condiciones de trabajo se procedié a determinar
el tiempo que tarda la esfera en recorrer una distancia
de 5 cm, estando sumergida ésta en la solucién poli-
mérica. Luego la disolucion preparada se diluyo hasta
obtener concentraciones finales de 0.73, 0.6 y 0.45 g/
dl y se determiné nuevamente el tiempo de caida de
la esfera bajo las mismas condiciones. Este proceso se
repitié 3 veces para asegurar la reproducibilidad de
los resultados y se calcul6 la velocidad reducida con la
Ecuacion de Huggins:

(t=t,) 1
t, «C

nred =
donde t y to corresponden al tiempo de caida de la
esfera en la solucién y en el disolvente. Posteriormente
se graficaron las 4 concentraciones con sus respecti-
va viscosidad reducida, para poder hacer una buena
regresion lineal y asi obtener la viscosidad intrinseca.
El peso molecular promedio viscosimétrico se calculé
mediante la ecuacién de Mark-Houwink[n] =K*(Mv)?
(Ecuacion 2), en que [n] es la viscosidad intrinseca y
Mv es el peso molecular promedio. Los parametros K
y ason las llamadas constantes de Mark-Houwink y de-
penden del polimero, del disolvente y de la tempera-
tura. Las constantes para a y k fueron 0.85 y 13.8*10°
dl/g (Gartner y Lopez, 2010).

Preparacion de soluciones de quitosano

Se prepararon concentraciones de quitosano disuelto
en diferentes concentraciones de acido acético de 1.0,

1.5,2.0y 2.5 % (v%), siguiendo el disefo experimental
indicado en la tabla 1. El pH de la solucién de quito-
sano se ajustd a 4.5, mediante la adicion de gotas de
acido acético y se esterilizé en autoclave marca ALL
AMERICAN modelo 25X-I, a 15 Ib/ 15 min.

Bacterias evaluadas

Para evaluar in vitro la actividad antibacteriana del
quitosano con sus diferentes tratamientos (tabla 1),
se utilizaron siete bacterias, cinco de las cuales co-
rrespondieron a especies patdogenas de humanos (E.
faecalis ATCC 29212, E. coli UDS, P. aeruginosa ATCC
27853, K. oxytoca ATCC 43863 y K. oxytoca ATCC
43086) y dos fitopatégenas Pectobacterium sp UDS y
B. glumae 320012-CIAT.

Tabla 1. Disefio experimental de tratamientos utilizados para
la actividad inhibitoria de las bacterias patégenas.

Tratamientos Concentracion Concentracion de
de a. acético %(v/v) | quitosano %(v/v)
T1 1 1
T2 1.5
T3 2.0
1.5
T4 2.5
T5 3.0
T6 3.5
T7 2.5
2.0
T8 3.0
T9 3.5

Evaluacion de la actividad inhibitoria del quitosano

La evaluacién de actividad antibacteriana se realizé por
el método de difusion en disco sobre agar, realizando
siembra de las bacterias purificadas en medio solido
por medio de la técnica de Kirby-Bauer en agar Mueller-
Hinton. La concentracion de todas las bacterias fue del
orden de 10® UFC/mL. Los discos estériles de papel fil-
tro fueron sumergidos por un tiempo de 24 horas en
los diferentes tratamientos (tabla 1), transcurrido este
tiempo, en condiciones asépticas se depositaron sobre
la superficie del agar. Las placas se incubaron durante
24 horas a 37°C (Cuéllar y Hussein, 2009).

Para cada bacteria, se utilizé6 como testigo absoluto el
acido acético, control positivo con gentamicina 120
mg/mL y control negativo con agua destilada estéril.
Los ensayos se realizaron por triplicado y la evaluacién
se hizo por medicién del diametro de las zonas de in-
hibicién de crecimiento alrededor de los discos (mm).
Para determinar la actividad antibacteriana del quito-
sano, a éste resultado se le resté el obtenido del acido
acético. La eficiencia de la actividad antibacteriana del
quitosano fue comparada con el control positivo.
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Andlisis estadistico

Para establecer relacion de la actividad antibacteria-
na de los tratamientos en funcién de las bacterias, se
realizé6 un ANOVA multifactorial. Se realizaron pruebas
para determinar los factores que tuvieron un efecto es-
tadistico significativo sobre la inhibicion. Se evalué la
significancia de las interacciones entre los factores, las
cuales fueron evidenciadas de acuerdo a los resulta-
dos de las pruebas- F obtenida mediante ANOVA. Los
andlisis fueron realizados mediante el programa esta-
distico R (R Development Core Team, R, 2009).

Resultados

Caracterizacion del quitosano

En la figura 1 se muestran los espectros FTIR (espec-
troscopia infrarroja con transformada de Fourier) de la
quitina y quitosano. En el caso de la quitina se presen-
ta el espectro de absorcion de la muestra desproteini-
zada y desmineralizada y quitosano corresponde a la
muestra desacetilada.

La determinacion del grado de desacetilacion del
quitosano se obtuvo mediante el uso de espectro-
fotémetro de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR)-84005 marca SHIMADZU en la regién 4000-400
cm’'. El grado de desacetilacion del quitosano (DD) se
calcul6 a través de la ecuacion: DD = 100-[(A145/Ass00)
x115], donde Aiessy Assooson las absorbancias del pico
correspondiente a la amina | y de la banda tomada
como referencia, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la figura
1, se observaron bien definidos picos de absorcion
como: enlace C=0 (1730 y 1680), grupo amida NH
(3860 y 3740) y un pico de absorcion débil corres-
pondiente a las vibraciones de su estructura pirandsica
(1065), lo cual indica que en esta etapa efectivamente
se tiene la quitina. No obstante, aparece un pico de
absorcién a 2350 cm', que no corresponde a ningln
grupo funcional presente en la estructura de la quitina;
posiblemente producto de componentes traza de eta-
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pas anteriores. Asi mismo se observaron bandas que
permitieron evidenciar los grupos funcionales carac-
teristicos de la molécula de quitosano: grupos OH a
3500 cm™”, N-H a 3220 cm™, C-H a 2877 cm’, C-O-C a
1153 cm”', grupo pirandsico a 1065 cm™ y grupo ami-
no a 1645y 1430 cm”. Ademas se evidencia que en
las dos estructuras se mantienen presentes las seiales
correspondientes a C-H alifatico y al anillo pirandsico,
mientras que las bandas correspondientes al grupo
NH (1430 y 1645 cm™) de la amina, se definen me-
jor después que la muestra se sometié al proceso de
desacetilacion, es decir en la obtencion de quitosano.

Determinacion del peso molecular del quitosano

La ecuacion encontrada para la determinacion el peso
molecular del quitosano a partir de la viscosidad intrin-
seca fue Y= 0.2174X+1.4489, con R*= 0.9894. Se
observa, que la viscosidad reducida se incremento a
medida que la concentracion del quitosano aumenta.
El coeficiente de correlacion (r) fue igual a 0.9894; lo
que indica que la regresion es una funcion lineal, dado
que su valor es mayor de 0.95, es decir que sus varia-
bles son directamente proporcionales.

El intercepto con el eje de las (y) proporciona el re-
sultado de la viscosidad intrinseca, la cual es igual a
1.4489 dl/g; este dato reemplazado en la expresion:

o _( [n] SJ 0.85
13.8x10

(Ecuacion 2) (Parada et al., 2004), permitié obtener el
peso molecular del quitosano el cual correspondié a
53800 g/mol.

Actividad antibacteriana del quitosano

En la tabla 2 se muestra los resultados de medias de acti-
vidad antibacteriana (mm) en relacién a tipo de bacteria
y tratamiento con intervalos de confianza del 95.0%.

Los resultados de la actividad antibacteriana del quito-
sano sobre diferentes grupos de bacterias patogenas

Quitosano

8
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Figura 1. Espectros FTIR de muestra de quitina y quitosano.
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Quitosano actividad antibacteriana
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(tabla 2), se observan que las bacterias B. glumae, Pec-
tobacterium sp y E. faecalis, mostraron valores meno-
res medios de inhibicion en mm de 0.0, 0.0 y 0.3704,
respectivamente al quitosano; mientras que P. aerugi-
nosa (2.1852), E. coli (4.8889) K. oxytoca ATCC 43086
(9.2963) y K. oxytoca ATCC 43863 (9.3333), presenta-
ron mayores valores medios de inhibicién al quitosano.
Se observa ademas, que el efecto inhibitorio fue mayor
en las bacterias Gram-negativas (P. aeruginosa, E. Coli,
K. oxytoca ATCC 43086 y K. oxytoca ATCC 43863), que
en Gram-positiva (E. faecalis). Sin embargo, no todas las
bacterias Gram-negativas fueron inhibidas.

Al comparar la eficiencia de inhibicién del quitosano
con relacion al control quimico con gentamicina 120
mg/ml, se observé mayor formacion de halo de inhibi-
cién para K. oxytoca ATCC 43863, K. oxytoca 43086 y E.
coli en los pozos 1 de cada bacteria como se muestran
en lafigura 2, indicando que la eficiencia de la actividad
antibacteriana del quitosano es similar al efecto que pro-
dujo la gentamicina (pozo 4). De otra parte se observé
ademas, que la actividad inhibitoria de es atribuida di-
rectamente al quitosano, y no al acido acético (pozo 2),
en el cual no se mostré ningun efecto inhibitorio sobre
las especies de bacterias evaluadas. En la misma figura
se observa que en Burkholderia glumae no se hubo
ninguna actividad inhibitoria por parte de las soluciones
acidas de quitosano ni para el control quimico.

La actividad antibacteriana de las diferentes concentra-
ciones de quitosano disuelto en 4cido acético, sefalan
que el tratamiento correspondiente a concentraciones
de 1.0% de quitosano disuelto en 1.0% acido acético
(T1) no fue efectivo, dado que no hubo inhibicién para
ninguna de las bacterias; en orden de efectividad le si-
guieron los tratamientos T, y Ts con un minimo efecto
inhibitorio, destacandose el hecho de que en estos 3 tra-
tamientos se hizo una relacion 1:1 de quitosano y acido
acético (tabla 2). En los demas tratamientos Ts, Ts, T5, T,
Ts, To en donde las concentraciones de quitosano estan
por encima de las del acido acético, la actividad de inhi-
bicién fue aumentando; destacandose T- y To, es decir a
concentraciones 2.5y 3.5% de quitosano, disuelto a una
misma concentracion de acido acético igual al 2%.

Ademas, se observan que los tratamientos T4 y T
aunque tienen concentraciones iguales de quitosano
(2%), disuelto en distintas concentraciones de acido
acético (1.5 y 2.0% respectivamente), se observa que
el tratamiento T, presenté mayor inhibicion. Resulta-
do similar mostré el tratamiento Ts, el cual presenté
mayor efecto inhibitorio que el tratamiento Ts, encon-
trandose estos a concentraciones iguales de quitosano
(3%), disuelto en distintas concentraciones de acido
acético (2.0 y 1.5%. respectivamente).

Discusién
Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana

de las soluciones acidas de quitosano se convierten en
un potencial biologico para la inhibicién de bacterias pa-

togenas. El peso molecular del quitosano obtenido me-
diante la ecuacion lineal de viscosidad intrinseca fue de
53800 g/mol, este valor encontrado es similar al obteni-
do en el trabajo realizado por Gartner y Lépez, (2010)
y se encuentra en el rango de 10° a 5 x 10° g/mol de-
terminado por Pacheco, (2010). Trabajo realizado por
Pacheco, (2013) sobre la determinaciones in vitro del
efecto de quitosanos con diferentes pesos moleculares
y grados de acetilacion, mostraron que el quitosano de
peso molecular medio (400 g/mol) inhibié al hongo P.
digitatum durante la etapa de germinacion de esporas, y
que en combinacion con un agente de biocontrol como
la levadura (Pichia guillermondii) la inhibicién se observa
durante la etapa de crecimiento radial. Estos resultados
obtenidos sobre el valor del peso de quitosano encon-
trados en el presente estudio demuestran que quitosano
evaluado presenté un peso molecular de acuerdo a la
comparacion con el estudio citado anteriormente.

Los resultados de actividad antimicrobiana del quitosa-
no sobre diferentes grupos da bacterias analizadas en
este estudio, confirman la eficiencia de este produc-
to como lo demuestran estudios llevados a cabos por
Hong et al., (2002), quienes al evaluar la actividad inhi-
bitoria in vitro de seis muestras de quitosano y seis de
oligbmeros de quitosano con diferentes pesos mole-
culares sobre cuatro bacterias Gram positivas (Listeria
monocytogenes, Bacillus megaterium, B. cereus, Sta-
phylococcus aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis
y L. bulgaricus) y cuatro Gram negativas (Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella typhimu-
rium, y Vibrio parahaemolyticus), demostraron que el
quitosano inhibié el crecimiento de la mayoria de las
bacterias probadas, ademas, los efectos inhibitorios de
este variaron con respecto al peso molecular, concen-
tracion y especie de bacteria estudiada.

Figura 2. Resultados de actividad antibacteriana del quito-
sano sobre bacterias patégenas. 1: quitosano, 2: Acido acé-
tico, 3: testigo absoluto, 4: control positivo (gentamicina 4
mg/mL). Fuente Pérez 2012.
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Tabla 2. Medias de actividad antibacteriana (mm) en relacién a tipo de bacteria y tratamiento con intervalos de confianza del

95.0%
Nivel Casos Media Error estandar | Limite inferior | Limite superior
Media global 189 3.72487
Bacterias
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 27 2.1852 0.5955 1.00988 3.3605
Enterobacter faecalis ATCC 29212 27 0.3704 0.5955 -0.804937 1.5457
Burkholderia glumae 27 0.0 0.5955 -1.17531 1.1753
Klebsiella oxytoca ATCC 43086 27 | 9.2963 0.5955 8.12099 10.4716
Klebsiella oxytoca ATCC 43863 27 | 93333 0.5955 8.15803 10.5086
Escherichia coli 27 | 4.8889 0.5955 3.71358 6.0642
Pectobacterium sp. 27 0.0 0.5955 -1.17531 1.1753
Tratamientos
T1z 1%(v/v) dcido acético + 21 0.0 0.67522 133267 13327
1%(v/v) de quitosano
T2:1%(v/v) dcido acético + 21 1.7619 0.67522 0.429232 3.0946
1.5%(v/v) de quitosano
T5:1.5%(v/v) dcido acético + 21 3.1904 0.67522 1.8578 45232
2.0%(v/v) de quitosano
Ta:1.5%(v/v) dcido acético + 21 3.2381 0.67522 1.90542 45708
2.5%(v/v) de quitosano
Ts: 1.5%(v/v) acido acético + 21 43333 0.67522 3.00066 5.6660
3.0%(v/v) de quitosano
Te: 1.5%(v/v) acido acético + 21 23809 0.67522 1.04828 3.7136
3.5%(v/v) de quitosano
T7: 2.0%(v/v) acido acético + 21 6.8095 0.67522 5.47685 8.1422
2.5%(v/v) de quitosano
Ts: 2.0%(v/v) acido acético + 21 6.0 0.67522 466733 73327
3.0%(v/v) de quitosano
To: 2.0%(v/v) acido acético + 21 5.8095 0.67522 4.47685 7.1422
3.5%(v/v) de quitosano

Trabajos realizados por Helander, (2001), sobre la ac-
cion antimicrobiana del quitosano de alto peso mole-
cular, sobre bacterias Gram-negativas (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhimurium);
corroboro que el quitosano al tener un ion positivo con
una base amino (NH.), se une a los aniones presentes
en la membrana externa de las bacterias e inhibe la ab-
sorcion y transporte de nutrientes al interior de la célula.
De las bacterias evaluadas en este ensayo, las espe-
cies de K. oxytoca, provenientes de diferentes fuentes,
mostraron mayor susceptibilidad a los tratamientos con
quitosano y diferencias en el grado de susceptibilidad
entre ellas, K. oxytoca ATCC 43086, mostré valores me-
dios de inhibicién mayores con respecto a K. oxytoca
ATCC 43863, esto confirma, que el efecto inhibitorio

del quitosano varia entre especies y entre miembros de

una misma especie (intraespecifica).

Los datos obtenidos, indican que el efecto del qui-
tosano depende no solo de la especie de bacteria y
la fuente de procedencia; sino ademas, del tipo de
hospedero, sustentado esto, por los resultados de re-
sistencia obtenidos sobre las bacteria fitopatogenas
evaluadas, como el caso de Pectobacterium spp. y B.
glumae, las cuales se han convertido en uno de los
fitopatégenos de mayor importancia agricola, por su
impacto econémico y por la resistencia de manejo en
campo (Pérez y Saavedra, 2011).

Los resultados obtenidos de las diferentes concentra-
ciones evaluadas de quitosano, sugieren, que aquellos
que tienen concentraciones de quitosano iguales a las
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concentraciones de acido acético, no son tan efecti-
vos, como aquellos, en los cuales las concentraciones
de quitosano estan por encima de las del dcido acé-
tico. De igual manera se muestra que a una misma
concentracion de acido acético y concentraciones
mayores del quitosano se encontré la mayor actividad
antibacteriana de este compuesto, para la mayoria de
las bacterias evaluadas; coincidiendo estos resultados
con los realizados por Ming et al., (2008), quienes eva-
luaron el mecanismo antibacteriano de microesferas
de quitosano sobre E. coli; concluyendo que la activi-
dad antibacteriana fue directamente proporcional a la
concentracion de las microesferas del polimero.

Aunque el acido acético no es el que ocasiona la in-
hibicion, si juega un rol muy importante dado que a
mayor concentracion de acido acético mayor es la so-
lubilidad del polimero y la protonacién de los grupos-
NH.. Estos resultados coinciden con los encontrados
por Ying et al., (2003), quienes evaluaron el efecto de
factores abioticos como el pH y la fuerza idnica, en la
actividad antimicrobiana del polimero sobre las bacte-
rias E. coli y Staphylococcus aureus; concluyendo que
la actividad antibacteriana del quitosano depende sig-
nificativamente de sus cargas y solubilidad.

La actividad antibacteriana de soluciones acidas de
quitosano obtenidas a partir del exoesqueleto de ca-
maron se convierte en una posible alternativa biol6-
gica para el Caribe Colombiano, dado que los otros
estudios realizados se han direccionado hacia la acti-
vidad antibacteriana del quitosano obtenida sintética-
mente. Estudios posteriores seran realizados utilizando
quitosano de diferentes pesos moleculares (bajo, me-
dio y alto), sobre otros patégenos de importancia clini-
cay agricola para el departamento de Sucre y la region
Caribe Colombiana.
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