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RESUMEN

Se evaluo la influencia de la dosis de irradiacion con Co60 'y
concentracion de polimero en la actividad antimicrobiana de
disoluciones formadoras de cobertura (DFC) y peliculas de
quitosana. Se prepararon DFC de quitosanas irradiadas (5;
10;20y 50kGy) al 1,5y 2 % (m/v) disueltas en acido lactico
al 1 % (m/v) y Tween 80 al 0,1 % (v/v). La actividad
antimicrobiana de las DFC se evalué mediante el método de
los pocillos, mientras que la de las peliculas mediante el mé-
todo de difusion en agar. Se utilizaron cepas atenuadas de
microorganismos Gram-positivos, Gram-negativos y una le-
vadura. Las peliculas y DFC de quitosanas irradiadas a 20 y
50 kGy presentaron un efecto inhibitorio sobre E. coli ATCC
25922 y su actividad dependio de la concentracion. La acti-
vidad antimicrobiana de las peliculas de quitosana irradiada
fue superior a la de las DFC.

Palabras clave: quitosana, irradiacion gamma, actividad
antimicrobiana.
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ABSTRACT

Influence of gamma irradiation on antimicrobial activity of
solutions and films of chitosan

The effect of irradiation dose with 60Co and polymer
concentration on antimicrobial activity of chitosan coating-
forming solutions (CFS) and films was evaluated. It was
prepared CFS of irradiated chitosan (5, 10, 20 and 50 kGy) at
1.5y 2% (w/v) dissolved in lactic acid at 1% (w/v) and Tween
80 at 0.1% (v/v). The antimicrobial activity of CFS was
assessed through wells method, while agar diffusion method
was used for films evaluation. It was used attenuated stumps
of microorganisms Gram-positives, Gram-negatives and a
yeast. Films and CFS of irradiated chitosans at 20 y 50 kGy
presented an inhibitory effect against E. coli ATCC 25922
and their activity depended on polymer concentration.
Chitosan films showed higher antimicrobial activity than CFS.
Keywords: chitosan, gamma irradiation, antimicrobial activity.

INTRODUCCION

Existe una tendencia mundial hacia el consumo de pro-
ductos frescos, con menos conservantes de origen qui-
mico y lo mas parecido a su forma original. Esto se
debe a que se ha asociado el consumo de conservantes
quimicos como los benzoatos, nitritos, nitratos y anhidrido
sulfuroso, entre otros, con intoxicaciones, cancer y otras
enfermedades degenerativas. Esto genera la busque-
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da de alternativas de conservacion que cubran las mis-
mas propiedades antimicrobianas y compatibilidad con
el alimento (1).

El uso de aditivos alimentarios de origen natural impli-
ca el aislamiento, purificacion, estabilizacion e incorpo-
racion de dichos compuestos a los alimentos con fines
antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente sus
caracteristicas sensoriales, nutritivas e inocuidad (2).
En este contexto, las peliculas y disoluciones de
quitosana han demostrado potencialidades para su apli-
cacion en la conservacion de alimentos (3,4).

La quitosana, polisacarido compuesto por unidades
repetitivas de o (1-4)-D-glucosamina, se obtiene por
la desacetilacion de la quitina, polimero natural presen-
te en el exoesqueleto de crustaceos, insectos y artro-
podos (5,6). La quitosana como agente antimicrobiano
ha sido utilizada en la industria alimentaria en una gran
variedad de productos carnicos donde es capaz de in-
hibir o disminuir el crecimiento de los principales
microorganismos patdgenos y relacionados con el de-
terioro, mientras que en leche procesada, las disolucio-
nes de quitosana han sido utilizadas para minimizar la
contaminacion microbiana (7).

La actividad antimicrobiana de la quitosana depende
de varios factores como el grado de desacetilacion,
masa molecular, pH del medio, temperatura y otros (8).
Usualmente, la masa molecular de la quitosana es muy
alta, lo cual limita su aplicabilidad para un propdsito
particular y efectividad en una accion especifica (9).
Algunas investigaciones han reportado que a medida
que disminuye la masa molecular de la quitosana au-
menta su actividad antibacteriana y antifungica (10).
El empleo de las radiaciones ionizantes es un método
simple y rapido que sirve para disminuir la masa
molecular de un polimero (9).

Teniendo en cuenta las potencialidades de la irradia-
cién gamma para la modificacion de la quitosana e in-
crementar su capacidad antimicrobiana, asi como su
aprovechamiento en busca de una explotacion econd-
mica beneficiosa y disminucién del problema
medioambiental, ademas de la importancia que repre-
sentan los antimicrobianos naturales para garantizar la
inocuidad de los alimentos, el objetivo del presente tra-

bajo fue evaluar la influencia de la dosis de irradiacion
con Co® y concentracion de polimero en la actividad
antimicrobiana de disoluciones y peliculas de quitosana.

MATERIALES Y METODOS

Se empled quitosana con una masa molecular de
275,221 kDay 74,74 % de desacetilacion, obtenida en
el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medica-
mentos, por N-desacetilacion quimica de la quitina de
langosta comun (Panulirus argus). El proceso de irra-
diacion de la quitosana se realizo en el Centro de Apli-
caciones Tecnologicas y Desarrollo Nuclear con una
fuente de Co® para proporcionar a las muestras dosis
de 5; 10; 20 y 50 kGy para obtener quitosanas con
masas moleculares de 247,847; 221,563; 126,469y 77,
063 kDa, respectivamente. La quitosana se envaso en
bolsas de polietileno de baja densidad de 50 um de es-
pesor previamente a la irradiacion.

Para la elaboracion de las peliculas, mediante una mo-
dificacion de la tecnologia reportada (11), se prepara-
ron disoluciones formadoras de cobertura (DFC) de
quitosanas, irradiadas o no, a diferentes concentracio-
nes (1,5 y 2 % m/v) en una disolucion al 1 % (v/v) de
acido lactico con agitacion magnética durante 2 h. Pre-
viamente, se adiciono, como sustancia superficialmen-
te activa, Tween 80 al 0,1 % (v/v) en la disolucion de
acido lactico al 1 % (v/v). Las disoluciones fueron ver-
tidas en moldes de vidrio de 400 cm? y se secaron du-
rante 10 h en estufa a 60 °C sin circulacion de aire.
Todas las peliculas de quitosana se acondicionaron en
desecadores hasta su evaluacion.

Para el ensayo se utilizaron cepas atenuadas de
microorganismos Gram-positivos (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 10707,
Lactobacillus plantarum ICIDCA, Lactobacillus
paracasei IIIA), Gram-negativo (Escherichia coli
ATCC 25922) y una levadura (Saccharomyces
cerevisiae IIIA). Estas cepas se seleccionaron teniendo
en cuenta su relacion con el deterioro de alimentos y
patogenicidad (12).

La actividad antimicrobiana de las DFC de quitosana se
determino por el método de los pocillos, sobre placas de
120 mm de diametro de agar Miieller-Hinton con perfo-
raciones de 5 mm, se vertio una alicuota (1 mL) de cada
una de las suspensiones de los microorganismos de
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ensayo (10°ufc/mL) y se extendié con una espatula de
Drigalski. En cada orificio se adicionaron 100 pL de
DFC de quitosana a diferentes concentraciones y do-
sis de irradiacion; se us6 como control el acido lactico
(1 % v/v). Las placas se incubaron durante 24 h a 30
°C y se midieron (en mm) los halos transparentes alre-
dedor de los pocillos (13-15). Se realizaron cinco re-
peticiones de la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de las DFC de quitosana.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
las peliculas de quitosana se empled la técnica de difu-
sion en agar. Se cortaron discos de 5 mm de cada una
de las peliculas de quitosana a diferentes concentra-
ciones y dosis de irradiacion. Con unas pinzas se colo-
caron las peliculas en la superficie del agar Miieller-
Hinton, previamente inoculado con 1 mL de cada una
de las suspensiones microbianas. Las placas se incu-
baron a 30 °C durante 24 h. Se midi6 la zona transpa-
rente alrededor de las peliculas (en mm). Se realizaron
cinco repeticiones de este experimento.

Los valores de los indicadores medidos se sometie-
ron a analisis de varianza factorial mediante el pro-
grama STATISTICA (version 7, 2004, StatSoft. Inc.,
Tulsa, EE.UU.). La prueba de rangos multiples de
Duncan (p £ 0,05) se us6 para determinar la diferen-
cia estadistica entre las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las Tablas 1 y 2 muestran los resultados de la capaci-
dad antagonica de las DFC al 1,5 y 2 % (m/v) de
quitosana, respectivamente, a diferentes dosis de irra-
diacion frente a microorganismos causantes del dete-
rioro de alimentos. Como se puede observar, el efecto
antimicrobiano no se vio interferido, en ninguno de los
casos, por el acido lactico utilizado en la preparacion
de las DFC.

Los resultados de la prueba de antagonismo mostraron
que la dosis de irradiacion posee poca influencia sobre
los microorganismos diana estudiados, ya que solo E.
coli se inhibi6 con la disolucion al 1,5 % (m/v) de quitosana
irradiada con 20 y 50 kGy; con esta ultima dosis, la inhi-
bicion fue significativamente mayor (p < 0,05) que para
el resto de los microorganismos. Los resultados infor-
mados respecto a las propiedades inhibitorias de la
quitosana explican que su efecto es mayor sobre las
bacterias Gram-negativas (16,17). Su accion
antimicrobiana es dependiente de la masa molecular,
grado de desacetilacion y tipo de microorganismo
(10,18-20).

Al aumentar la concentracion de la quitosana en la DFC
no se incremento la inhibicion, lo cual era esperado. En
trabajos anteriores se refiere que altas concentraciones

Tabla 1. Resultados medios del tamafio del halo (mm) como expresion del antagonismo de
quitosana irradiada (DFC al 1,5 % (m/v)) contra los microorganismos indicadores (n=5)

Dosis de . L. - - L.
Irradiacion St.aureus  E. coli plantarum S. cerevisiae B. subtilis paracasei
(kGy) (Gram +)  (Gram -) (Gram +) (Levadura) (Gram +) (Gram +)

Control 5*%a S5a 5a S5a Sa S5a

0 Sa S5a S5a Sa Sa S5a

5 Sa Sa S5a Sa Sa Sa

10 Sa S5a S5a Sa Sa Sa

20 5a 95b S5a S5a 5a S5a

50 5a 12,5¢ 5a 5a 5a 5a

* 5 mm indican que no hubo inhibicién.
Letras diferent es indican diferencias significativas (p
multiples de Duncan.

< 0,05) por la prueba de rangos
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Tabla 2. Resultados medios del tamafio del halo (mm) como expresién del antagonismo de
quitosana irradiada (DFC al 2 % (m/v)) contra los microorganismos indicadores (n=5)

Dosis de . L. . . L.
Irradiacion St.aureus  E. coli plantarum S. cerevisiae B. subtilis paracasei
(kGy) (Gram +)  (Gram -) (Gram +) (Levadura) (Gram +) (Gram +)

Control 5*%a S5a S5a 5a 5a S5a

0 Sa Sa S5a Sa Sa Sa

5 Sa Sa Sa Sa Sa Sa

10 Sa Sa Sa Sa Sa Sa

20 S5a Sa S5a S5a Sa Sa

50 S5a 12,5b S5a S5a S5a S5a

* 5 mm indican que no hubo inhibicién.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) por la prueba de rangos

multiples de Duncan.

de quitosana (2 % m/v) son menos efectivas que las
bajas concentraciones (0,5 y 1 % m/v), puesto que a
estas ultimas, la quitosana se une a componentes
aniodnicos de la membrana celular y causa la muerte por
pérdida de los componentes intracelulares, mientras que
a altas concentraciones la quitosana adicional se aloja
alrededor de la célula para obstaculizar esta pérdida de
componentes (21), aunque otros investigadores encon-
traron que la habilidad de inhibicién de la quitosana se
incrementa con su concentracion (22,23). Los resulta-
dos de este estudio indican que la actividad inhibitoria de
las DFC de quitosana no se afectd por su concentracion
ni dosis de irradiacion, excepto para el caso de E. coli,
donde se observo una influencia (p <0,05) de la dosis de
irradiacion.

Estudios recientes revelan que el mecanismo de activi-
dad antimicrobiana de la quitosana esta relacionado,
también, con el tiempo de exposicion y propiedades fi-
sico-quimicas de las DFC, ademas de las caracteristi-
cas intrinsecas de los microorganismos (24). Se ha en-
contrado que las sales cuaternarias de quitosana son
veinte veces mas efectivas contra E. coli que la
quitosana nativa (25). Este comportamiento se atribu-
ye a las diferencias entre las especies microbianas, pero
en la mayoria de los casos, su accion principal es la
interaccion electrostatica que conduce a una lisis de la
pared celular exterior. Sin embargo, existe controver-
sia respecto a si la quitosana disuelta en acido es un
antimicrobiano mas eficaz que la hidrosoluble. En este

sentido, se ha reportado que la disuelta en agua pre-
senta una actividad antimicrobiana significativa contra
los microorganismos probados (26).

El hecho de la pobre inhibicion observada contra St.
aureus, L. plantarum, S. cerevisiae, B. subtilis y L.
paracasei podria atribuirse al hecho de que han gana-
do en resistencia a muchos antibidticos clinicos (27-
29). Ademas, los estudios demuestran que la actividad
antimicrobiana de la quitosana contra las bacterias
Gram-positivas se incrementa cuanto mayor es la masa
molecular del polimero, porque se ubica alrededor de
la célula e inhibe la absorcion de nutrientes, mientras
que en las Gram-negativas se une al ADN impidiendo
lareplicacion celular y causando disturbios en el meta-
bolismo (5).

Respecto al comportamiento de S. cerevisiae, general-
mente muestra mayor resistencia que las bacterias a
los efectos inhibitorios de la quitosana, lo que pudiera
deberse a que la presencia de este polimero en la pa-
red celular de estos microorganismos les induce un
poder protector ante la quitosana anadida externamen-
te (30).

Las Tablas 3 y 4 muestran los resultados de la capaci-
dad antagonica de las peliculas de quitosana a diferen-
tes concentraciones y dosis de irradiacion frente a
microorganismos causantes del deterioro de alimentos.
Como se observa, todas las dosis de irradiacion
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Tabla 3. Resultados medios del tamafio del halo de inhibicién (mm) observado entre las diferentes
dosis de irradiacion a una concentracion de quitosana del 1,5 % (m/v)

Dosis de

Irradiacion St.aureus E.coli L. plantarum S. cerevisiae B. subtilis parac,:asei
(kGy) (Gram +)  (Gram -) (Gram +) (Levadura) (Gram +) (Gram +)

0 5*a 5a 5a S5a S5a S5a

5 S5a 8,5b S5a 5a S5a S5a

10 5a 8,5b 5a 5a 5a 5a

20 5a 9,5 bc S5a 5a 5a S5a

50 5a 10 ¢ 5a 9,5 bc 5a 5a

* 5 mm indican que no hubo inhibicion.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) por la prueba de rangos

multiples de Duncan.

inhibieron el crecimiento de E. coli aunque variaron en
el grado de intensidad. Es evidente que la pelicula
incrementa el potencial antimicrobiano de la quitosana,
ya que se obtienen halos de inhibicion significativamente
superiores (p <0,05) en E. coli respecto al resto de las
bacterias estudiadas.

Con respecto a las dosis de irradiacion de la quitosana,
se observa que la mayor inhibicion de E. coli es a las
dosis superiores (20 y 50 kGy), significativamente di-
ferentes (p < 0,05) a las obtenidas con dosis inferiores
de irradiacion. Esto podria deberse a que con la dosis

de irradiacién disminuye la masa molecular de la
quitosana, lo que garantiza que penetre con facilidad a
la célula y se una al ADN impidiendo la replicacion de
este microorganismo.

Ademas, a 50 kGy se observo un efecto inhibitorio de
la pelicula de quitosana contra S. cerevisiae para una
concentracion de quitosana de 1,5 % (m/v). Es intere-
sante sefialar que para este microorganismo no existio
inhibicion con la técnica del pocillo. En otros trabajos
se ha observado este mismo comportamiento y se ha
sugerido que en la interfase pocillo-medio de cultivo

Tabla 4. Resultados medios del tamafio del halo de inhibicion (mm) observado entre las diferentes
dosis de irradiacién a una concentracion de quitosana al 2 % m/v

Dosis de . L. .. B. L.
.., St.aureus E. coli S.cerevisiae - .
Irradiacion (Gram +)  (Gram -) plantarum (Levadura) subtilis  paracasei
(kGy) (Gram +) (Gram +) (Gram +)

0 5%a 5a 5a 5a 5a 5a

5 5a 10 ¢ 5a 5a 5a 5a

10 5a 10,5 ¢ 5a 5a 5a 5a

20 5a 11 cd 5a 8,5b 5a 5a

50 S5a 12d S5a 9,5 bc 5a 5a

* 5 mm indican que no hubo inhibicién.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) por la prueba de rangos

multiples de Duncan.
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existe mayor superficie de contacto, pero por las ca-
racteristicas del medio (pH neutro), la difusion de la
quitosana dentro del mismo es muy baja y se incrementa
con el empleo de la pelicula (31).

Los resultados de este estudio demuestran que las pe-
liculas de quitosana son una opcion viable para inhibir
el crecimiento de E. coli, microorganismo responsable
del deterioro de alimentos, asi como causante de
toxiinfecciones alimentarias.

Se ha informado (32) que diferentes quitosanas
inhibieron el crecimiento de la mayoria de las bacte-
rias Gram-negativas que ensayaron, aunque los efec-
tos inhibitorios estuvieron influidos por la masa
molecular, grado de desacetilacion y concentracion de
la disolucion. Al mismo tiempo pudo observarse, con-
trario a este estudio, que las quitosanas presentaron
mayor actividad antimicrobiana para las bacterias
Gram-positivas que para las Gram-negativas, como ha
sido reportado en trabajos previos (19,33).

La relacion entre la masa molecular de los oligémeros
de quitosana y su actividad antimicrobiana ha sido re-
portada por varios trabajos. Se reporto (18) que la masa
molecular de los oligdbmeros de quitosana es critica para
la inhibicién del microorganismo y su eficiencia se
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