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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de las
concentraciones de polimero y extracto hidroalcoholico de
ctrcuma (Curcuma longa L.) en la actividad antimicrobiana
de disoluciones y peliculas de quitosana de 275 kDa de masa
molecular y grado de desacetilacion de 75 %, obtenida por
N-desacetilacion de la quitina de langosta comtn (Panulirus
argus). De forma general, todos los tratamientos, transcurri-
das 8 h de la inoculacion, inhibieron el desarrollo de las ce-
pas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Bacillus
subtilis evaluadas, aunque los tratamientos resultaron mas
efectivos contra St. aureus.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, peliculas de
quitosana, disoluciones de quitosana, extracto
hidroalcohdlico de circuma, Curcuma longa.
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ABSTRACT

Antimicrobial activity of solutions and films of
chitosan with turmeric hydroalcoholic extract

The objective of the present work was to evaluate the effect
of the polymer and turmeric (Curcuma longa L.)
hydroalcoholic extract concentrations on the antimicrobial
activity of solutions and films of chitosan with 275 kDa of
molecular mass and degree of deacetylation of 75%, obtained
by N-deacetylation of chitin from common lobster (Panulirus
argus). In general, all the treatments, after 8 h of the
inoculation, inhibited the development of the strains of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Bacillus
subtilis evaluated, although the treatments were more
effective against St. aureus.

Keywords: antimicrobial activity, solutions of chitosan, films
of chitosan, turmeric hydroalcoholic extract, Curcuma longa.

INTRODUCCION

El estilo de vida de los consumidores actuales, unido al
deseo de adquirir productos naturales y beneficiosos
para la salud, ha motivado que el consumo de alimen-
tos frescos se haya incrementado en los ultimos afios
(1). Por ello, resulta necesario el desarrollo de tecnolo-
gias de conservacion que retrasen los procesos de de-
terioro y mantengan la calidad e inocuidad
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microbiologica durante la comercializacion de los pro-
ductos alimenticios, especialmente de frutas y hortali-
zas enteras y minimamente procesadas (2).

Una alternativa a esta problematica, la constituyen los
recubrimientos biodegradables elaborados a partir de
varios polimeros como la quitosana, los cuales previe-
nen el deterioro y prolongan la vida util de los produc-
tos hortofruticolas (3, 4), aunque muchos investigado-
res han combinado la quitosana con extractos y aceites
esenciales derivados de productos naturales para po-
tenciar su efecto antioxidante y antimicrobiano en de-
terminadas aplicaciones (5).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de
la concentracion de polimero y extracto hidroalcohdlico
de curcuma (Curcuma longa L.) en la actividad
antimicrobiana de disoluciones y peliculas de quitosana
obtenida por N-desacetilacion de la quitina de langosta
comun (Panulirus argus).

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 una quitosana de 275 kDa de masa molecular
y grado de desacetilacion de 75 %, producida en el
Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamen-
tos (La Habana, Cuba), por N-desacetilacion de la
quitina de langosta comun (P. argus). Para preparar
las disoluciones formadoras de pelicula (DFP) se em-
plearon, ademas, Tween 80 (Acros Organics, Bélgi-
ca), acido lactico 90 % (Merck, Alemania), extracto
hidroalcoholico de curcuma (EHC) con una concen-
tracion de polifenoles totales de 5,5 pug/uL obtenido en
el Instituto de Investigaciones para la Industria Alimen-
ticia (La Habana) y agua destilada.

Las DFP se prepararon con quitosana al 1,5 y 2,0 % (m/v)
en disolucion al 1 % de 4cido lactico con agitacion
magnética durante 2 h. Luego se adicion6 Tween 80 al
0,1 % (v/v) y EHC al 0,2 y 0,4 % (v/v), para obtener
varias combinaciones (Tabla 1). Las disoluciones se
envasaron en frascos de vidrio estériles hasta la eva-
luacion de su actividad antimicrobiana in vitro mediante
un reto microbiano.

Las peliculas se obtuvieron de acuerdo a uno de los
métodos propuestos (5). Las peliculas de quitosana y
curcuma se acondicionaron en bolsas de doble cierre
Ziploc® (Thai Griptech Co. LTD, Tailandia) y a su vez
en desecadora en condiciones de humedad relativa
controlada entre 21 y 22 % mediante una disolucion
saturada de acetato de potasio, hasta la evaluacion de
su actividad antimicrobiana.

Las concentraciones de quitosana fueron selecciona-
das sobre la base de lo reportado (6) en cuanto a las
propiedades fisicas de las peliculas, mientras que las
de EHC fueron asumidas a partir de las concentracio-
nes minimas inhibitorias de este extracto para diferen-
tes microorganismos (7).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las DFP y
peliculas de quitosana con adicion de EHC, se emplea-
ron los siguientes microorganismos: Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (patéogeno Gram-positiva);
Escherichia coli ATCC 25922 (patégeno Gram-ne-
gativa); Bacillus subtilis ATCC 6633 (microorganis-
mo contaminante de alimentos, Gram-positiva y
esporulado); Fusarium sp.; Penicillium sp. y
Sacharomyces cerevisiae.

Tabla 1. Combinaciones de disoluciones y peliculas de quitosana y extracto hidroalcohdlico de
carcuma elaboradas

Disolucion formadora de pelicula

Tratamiento Quitosana  Extracto hidroalcohdlico de  Acido lactico ~ Tween 80
(% m/v) curcuma (% v/v) (% v/v) (% v/v)
Q1 1,5 0,0 1,0 0,1
QIC1 1,5 0,2 1,0 0,1
Ql1C2 1,5 0,4 1,0 0,1
Q2 2,0 0,0 1,0 0,1
Q2C1 2,0 0,2 1,0 0,1
Q2C2 2,0 0,4 1,0 0,1
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Las suspensiones microbianas se prepararon a partir
de cultivos jovenes de menos de 24 h. Se tomo una
porcion de cada cultivo y se suspendio en agua destila-
da estéril, se agit6 en un vortex para homogeneizar el
contenido y se calculd la concentracion microbiana
mediante la escala McFarland. Se ajust6 la misma
mediante diluciones en agua a 10* ufc/mL.

Para realizar el reto microbiano en las DFP, se dispen-
s0 una alicuota de cada uno de los microorganismos a
los tubos que contenian las DFP, se homogeneizaron
nuevamente y se sembraron en los medios especifi-
cos de cada microorganismo para tener el conteo
(log ufc/mL) al inicio; se incubaron las placasa 35+ 1 °C
y se contaron a las 24 y 72 h.

Los microorganismos se mantuvieron en contacto con
las DFP durante 6 h y se sembraron en los tiempos 2; 4
y 6 h; se siguid el mismo procedimiento que se descri-
be en el parrafo anterior. Esta experiencia se realizo
por triplicado.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de las pelicu-
las se prepararon placas vertidas con los medios selec-
tivos especificos para cada microorganismo y se ino-
cularon con 0,1 mL de las suspensiones microbianas,
se diseminaron los microorganismos con espatula de
Drigalsky y sobre la superficie se colocaron 3 discos
de 1 cm de diametro de las peliculas en estudio. Se
incubaron las placas sin invertir y se realizo la medi-
cion de los halos de inhibicion a las 24 h. Se incubaron
nuevamente y se comprobo la medicion a las 72 h. Los
resultados se expresaron en mm como la diferencia
entre el contorno de los discos y la zona de inhibicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 muestra los resultados de la actividad
antimicrobiana de las DFP al 1,5 y 2,0 % (m/v) de
quitosana con diferentes concentraciones de EHC fren-
te a microorganismos causantes del deterioro de ali-
mentos y patdégenos. De forma general, se observa que
en todos los casos, transcurridas 8 h de la inoculacion,
se inhibid el desarrollo de las cepas de E. coli, St.
aureus y B. subtilis evaluadas, aunque los tratamien-
tos resultaron mas efectivos contra St. aureus, caso
en el que se inhibié dicho microorganismo al cabo de
las 3 h de realizarse la inoculacién, lo que coincide con
los reportes que indican que la quitosana muestra mayo-
res efectos bactericidas para bacterias Gram-positivas

que para bacterias Gram-negativas (8). El mecanismo
de su accion antimicrobiana no esta totalmente diluci-
dado, aunque los investigadores coinciden en tres posi-
bles acciones: caracter cationico, agente quelante y
penetracion al interior de la célula (9).

En el caso de E. coli, las DFC de quitosana al 1,5 % (m/v)
(Q1, QIC1 y QIC2) presentaron la mayor capacidad
antimicrobiana al inhibir el crecimiento de esta bacte-
ria a las 3 h de incubacidn, sin que se observaran dife-
rencias (p <0,05) atribuibles a la adicion de EHC. Al
aumentar la concentracion de quitosana hasta 2,0 % (m/v)
en las DFC no se incremento la inhibicidn, aunque
en este caso, a diferencia de las DFC de quitosana
al 1,5 % (m/v), se observo un efecto beneficioso del
EHC a las concentraciones de 0,2 y 0,4 % (v/v), aun-
que de poca influencia, desde un punto de vista practi-
co, en la actividad antimicrobiana contra los
microorganismos estudiados.

En trabajos anteriores se refiere que altas concentra-
ciones de quitosana (2,0 % m/v) son menos efectivas
que las bajas concentraciones (0,5 y 1,0 % m/v), pues-
to que a estas ultimas, la quitosana se une a compo-
nentes anionicos de la membrana celular y causa la
muerte por pérdida de los componentes intracelulares,
mientras que, a altas concentraciones la quitosana adi-
cional se aloja alrededor de la célula para obstaculizar
esta pérdida de componentes (10), aunque otros inves-
tigadores encontraron que la habilidad de inhibicion de la
quitosana se incrementa con su concentracion (11, 12).

La actividad inhibitoria de la quitosana contra bacte-
rias Gram-negativas estd mayormente relacionada con
sus propiedades quimicas y estructurales. Su actividad
antimicrobiana contra las bacterias Gram-positivas se
incrementa cuanto mayor sea la masa molecular del
polimero, porque este se ubica alrededor de la célula e
inhibe la absorcion de nutrientes, mientras que en las
Gram-negativas se une al ADN impidiendo la
replicacion celular y causando disturbios en el metabo-
lismo (13).

Aunque los oligomeros de quitosana se han observado
dentro de E. coli, en la mayoria de los casos es dificil
que la quitosana atraviese directamente la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas. Sin embar-
go, la carga positiva del NH," de la quitosana puede
interactuar con la superficie de las bacterias Gram-ne-
gativas, la cual consiste predominantemente de componentes
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Fig. 1. Actividad antimicrobiana de las disoluciones formadoras de coberturas de quitosana con diferentes
concentraciones de extracto hidroalcohdlico de circuma contra a) E. coli, b) St. aureus, c) B. subtilis, d)
Fusarium sp., €) Penicillium sp., f) S. cerevisiae (n = 3). Las barras de error indican la desviacién estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) por la prueba de rangos multiples de Duncan.

anioénicos como lipopolisacaridos, fosfolipidos y
lipoproteinas (14). Esta interaccion pudiera afectar la
organizacion de la membrana externa e incrementar
su permeabilidad y, en consecuencia, la quitosana pe-
netraria al interior de la célula. Otros estudios confir-
man una destruccion de la membrana externa por la
quitosana en bacterias como E. coli, Klebsiella y
Staphylococcus (15, 16).

Los resultados respecto a las propiedades inhibitorias
de la quitosana explican que su efecto es mayor contra
las bacterias Gram-negativas (17, 18) y su accion

antimicrobiana es dependiente de la masa molecular,
grado de desacetilacion y tipo de microorganismo
(8, 19-21).

Algunos estudios revelan que el mecanismo de activi-
dad antimicrobiana de la quitosana est4 relacionado,
también, con el tiempo de exposicioén y propiedades fi-
sicas y quimicas de las DFC, ademas de las caracte-
risticas intrinsecas de los microorganismos (22).
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Se ha encontrado que las sales cuaternarias de
quitosana son veinte veces mas efectivas contra E. coli
que la quitosana nativa (23). Este comportamiento se
atribuye 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 (24). Sin embargo, existe con-
troversia respecto a si la quitosana disuelta en acido es
un antimicrobiano mas eficaz que la hidrosoluble. En
este sentido, se informo que la disuelta en agua no tuvo
ninguna actividad antimicrobiana significativa contra los
microorganismos probados (25).

Diferentes quitosanas inhibieron el crecimiento de la
mayoria de las bacterias Gram-negativas, aunque los
efectos inhibitorios estuvieron influidos por la masa
molecular, grado de desacetilacion y concentracion de
la DFC (26). Al mismo tiempo pudo observarse, simi-
lar a este estudio, que las DFC de quitosanas presenta-
ron mayor actividad antimicrobiana para las bacterias
Gram-positivas que para las Gram-negativas, como ha
sido reportado también en otros trabajos (19, 27).

La Tabla 2 muestra los resultados de la capacidad an-
tagonica de las peliculas de quitosana con diferentes
concentraciones de EHC frente a microorganismos
causantes del deterioro de alimentos y patdgenos. Como
se observa, todas las peliculas inhibieron el crecimien-
to de los microorganismos evaluados, aunque se dife-
renciaron en el grado de intensidad. Es evidente que

las peliculas incrementaron el potencial antimicrobiano
de la quitosana respecto a las DFP, lo cual puede aso-
ciarse al efecto de liberacion controlada mediante di-
fusion de los componentes bioactivos desde la pelicula.

Las bacterias Gram-negativas poseen una membrana
externa formada por lipopolisacaridos que proporcio-
nan una superficie hidrofilica a la bacteria. Los com-
ponentes lipidicos y moléculas de lipopolisacaridos con-
tienen grupos anidnicos (fosfatos, carboxilos) que con-
tribuyen a la estabilidad de la capa de lipopolisacaridos
a través de las interacciones electrostaticas con los
cationes divalentes (28). La eliminacion de estos
cationes por agentes quelantes como el EDTA y la
quitosana (9) resulta en la desestabilizacion de la mem-
brana externa a través de la liberacion de moléculas de
lipopolisacaridos. La membrana externa sirve como una
barrera contra la penetracion de macromoléculas y
compuestos hidrofobos. Asi, las bacterias Gram-nega-
tivas son relativamente resistentes a los antibioticos
hidrofobos y drogas. Por consiguiente, superar la mem-
brana externa es un requisito previo de cualquier ma-
terial para ejercer la actividad bactericida hacia las
bacterias Gram-negativas (29).

Los polianiones en la superficie de la célula también to-
man parte en las interacciones electrostaticas con la
quitosana y sus derivados. La carga negativa en la super-
ficie celular de las bacterias Gram-negativas es superior

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de las peliculas de quitosana con diferentes concentraciones de

extracto hidroalcohdlico de circuma contra microorganismos indicadores

Microorganismo
Iratamiento E. coli St. aureus B. subtilis Fusarium  Penicilium S. cerevisiae
ATCC 25922  ATCC 25923  ATCC 6633 sp. sp.
Agua 0,0* (0,0) k 0,0 (0,0) k 0,0(0,00k 000,00k 000,00k  00(0,0)k
Ql 1,0 (0,0) j 1,0 (0,0) j 2,5(0,7)gh  2,0(0,00hi  1,0(0,1)j 1,5(0,2) j
QIC1 2,0 (0,0) hi 50(0,1)cd  50(0,1)cd 3,502)f 2,0003)hi  1,5(0,2)7
QiC2 2,5(0,7) gh 6,0 (0,1) b 55(03)bc  45(0,1)de 35(05f  2,0(0,2)hi
Q2 1,0 (0,0) j 2,00000hi  25(03)gh 1,0(03)j 1,5(0,2)§j  1,5(0,1)ij
Q2Cl1 2,0 (0,0) hi 1,0 (0,1) 2,5(0,2)gh  5,0(0,3)cd 3,002)fg  3,5(0,2)f
Q2C2 9,5(0,7) a 9,5(0,2) a 2,0(0,00hi  5,0(02)cd 4,0(0,1)ef  3,5(0,1)f

*Diferencia entre el contorno de la pelicula y la zona de inhibicion.

Media (Desviacion estandar); n = 5.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05) por la prueba de rangos multiples de Duncan.
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que en las bacterias Gram-positivas, lo que conlleva a
mas quitosana adsorbida y un efecto inhibitorio mayor
contra las bacterias Gram-negativas (30).

La pared celular de las bacterias Gram-positivas com-
prende el péptidoglicano y acido teicoico. Este ultimo
es un polimero polianionico esencial de la pared celular
de bacterias Gram-positivas, que puede unirse
covalentemente al acido N-acetilmuramico de la capa
de peptidoglicano o anclarse en el exterior de la mem-
brana citoplasmatica. Los grupos poli-(glicerol fosfato)
hacen al acido teicoico responsable de la estabilidad
estructural de la pared celular. Ademas, es crucial para
la funcion de varias enzimas de la membrana (31).

La adicion de aceites esenciales de romero y tomillo
(1:1) mejoraron las propiedades antimicrobianas de
peliculas de quitosana frente a patdgenos como E. coli,
St. aureus y B. cereus (32). Este fenomeno se debe a
la accidén de compuestos fendlicos como a-pineno,
acetato de bornilo, alcanfor, 1,8-cineol, timol, carvacrol
y p-cimeno, los cuales en contacto con el microorga-
nismo degradan e incrementan la permeabilidad de la
pared celular, inhiben la actividad de las ATPasa, libe-
ran el ATP intracelular, generan dafio en las proteinas y
la membrana citoplasmatica, causan la migracion de
componentes de la célula, la coagulacion del citoplas-
ma y disminuyen la fuerza motora de los
microorganismos (33, 34).

A peliculas de quitosana (2,0 % m/v en acido acético al
1 %) con diferentes masas moleculares e incorpora-
cion de aceites esenciales y extractos de especias se
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