Rev. Per. Quim. ing. Quim. Vol 10 N°2, 2007, Pags. 3-8

ESTUDIO DE LAACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PELICULAS DE
QUITOSANO-ALCOHOL POLIVINILICO DOPADAS CON TiO,

Kety Leon P.," Julieta Cabrera S.,"? Julio Santiago C.'?
" Investigacion y Desarrolio, Institutc Peruane de Energia Nuclear, Lima Perl
“ Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Ingenieria, Lima Peru.
® Facultad de Quimica e Ing. Quimica. Universidad Nacional Maycr de San Marcos, Lima Peru

Resumen

Peliculas@de alcoho! polivinilico (PVA), quitosano-PVA v guitosano-PVA dopadas con TiO, fueron preparadas para evaluar
sus propiedades antimicrobianas frente a cepas bacterianas de S. aureus, E. coliy P agrugincsa. Se observé que estas
peliculas no tienen actividad frente a estos microorganismes, pero si actlan como una barrera eficaz. Por estas propiedades,
éstas peliculas tienen una potencial aplicacion como peliculas protecioras de piel de quemados y como material para
envasado de alimentos.
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Abstract

Poly({vinyl alcohol), PVA, Quitesano-PVA y Quitosano-PVA films doped with TiO, have been prepared and their antimicrobiz!
properties against S. aureus, £. colf and P aeruginosa have been evaluated. These films do not have activity to those
microorganisms, but they are an effective barrier. These properties make them attractive maierials for wound-healing

applications and food packaging.

Keywords: Antimicrobial susceptibiiity, Chitosan, polyviny! Alcohol, Bacterial Permeability, Tio,

[. INTRODUCCION

El alto numero de pacientes que sufren
de lesiones a la piel como gquemaduras,
ulceras de uta o diabetes, o cicatrices post-
operatorias, ha promovido el desarrollo de

peliculas absorbentes o hidrogeles de origen’

natural, - sintetico ¢ mezcla de ambos que
puedan ser aplicadas no sclamente para
proteger dichas lesiones sino también para
acelerar |a cicatrizacion.'

Los hidrogeles son materiales poliméricos
entrecruzados en forma de red fridimensional
de origen natural o sintético, que tienen la
Capacidad de absorber unz gran cantidad
de agua formando materiales blandos vy
elasticcs.” En la preparacion de hidrogeles
para qguemaduras se utilizan diferentes
pclimeros de origen natural o sintético.

El quitosano es un polisacarido compuesto
de dos sub-unidades, D-glucosamina y N-
acetil-D-glucosamina, unidos por un enlace
glucosidico de B-(1,4). Este polisacarido tiene
muchas aplicaciones por sus propiedades
de biocompatibilidad, biodegradacion, con
actividad antimicrobiana y no toxicidad.® El

caracter antimicrobiano del quitosano se debe
principalmente a su grupo amino cargado
positivamente, el cual interacciona con la
membrana celular de la bacteria cargada
negativamente provocando el deteriorc de
las proteinas y de otros componentes de los
microorganismos. Por dichas propiedades
ha sido muy estudiado en la formacion de
peliculas para el tratamiento de heridas.

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero
sintético obtenido por hidrolisis acida o basica
del acetato de polivinilo. A pesar de su origen
sintético es un polimero biodegradable vy bio-
compatibie. Sus propiedades dependen de su
peso molecular y de su grado de hidrolisis. El
PVA con grado de hidrolisis del 90% es soluble
en agua caliente. Se le utiliza en la preparacion
de materiales plasticos, en la industria textil y
en la industria farmaceutica. En esta ultima
se emplea como excipiente, como adhesivo,
como formador de pelicuias y como matriz.®
Este polimerc forma faciimente hidrogeles
por metedos fisicos® y es muy utilizado en la
preparacion de biomateriales.” También se ha
preparado hidrogeles combinando quitosano
con PVA por metodcs guimicos o fisicos,
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obteniz2ndose hidrogeles con buen grado de
hinchamiento. Aguellos hidrogeles obtenidos
por radiacion gamma son los mas estables y
mas adecuados para aplicaciones biomedicas
pues no presenta lrazas de agentes de
entrecruzamiento.#1°

De ofro lado, la mezcla de polimeros con
cargas inorganicas es una estrategia utilizada
para obtener materiales hibridos con mejores
propiedades que los polimeros precursores. En
el caso del PVA, se ha preparado materiales
compuestos combinandolo con  Cu(OH),
intercalado con éxido de grafito,” con Fe,0,,"
Ag,S.® y oxido de litio y manganeso.” De
otro lado, también se ha mezclado TiO, en
suspension con PVAcon la intencion de obtener,
después de calcinacion, nanoparticulas de TiO,
recubiertas de una capa de carbon.'>®

En esie trabajo se evelia la susceptibilidad.

frente a Pseudomona aeruginosa, Escherichia
coli (ambas bacterias gram negativas) v
Staphylococcus aureus (bacteria gram positiva]
de las peliculas de PVA, quitosano-PVA vy
quitosano-PVA dopadas con TiO,. Iguaimente
se evalua la permezbilidad de estas peliculas
frenie a estos microorganismos, gue son los
principales agentes causales de infecciones en

heridas provocadas por quemaduras o trauma.

La inclusion del TiO, en las peliculas de
guitosano-PVA se debe a su inocuidad, ambien-
talmente limpio, fotoestable y de bajo costo,
capaz de producir la mineralizacion completa
de la inmensa mayoria de los contaminantes
organicos, incluso PCBs y dioxinas, en
condiciones ambientales de iemperatura v
presion, permitiendo tambien a eliminacion de
elementos inorganicos, como los cianures.”

Esto se realiza mediante reacciones fotocata-
liticas, en las que se generan radicales hidroxilo
gue atacan y degradan rapidamente iz materia
organica. Porla mismarazontambién presentan
actividad antimicrobiana.”™ Las reacciones
involucradas en estos procesos se muestran
en el esquema 1, e incluyen la formacion de
radicales neutros y anidonicos.

Otra razon por la que decidimos incluir
nanopariiculas de TiO, en las peliculas de
guitosano-PVA es para mejorar sus propie-
dades mecanicas, pues hemos observado
recientemente que el modulo de Young
de peliculas de PVA dopadas con TiO, se
incremento en funcion de la concentracion del
semiconductor. ™
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Esquema KN°® 1. Serie de reacciones fotocataliticas que

se realizan sobre lz superficie de TiO. en presencia de
luz ultravioleta

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

El quitosano utilizade en este estudio proviene
de Fluka (viscosidad >400mPa.s, 1% en acidos
acetico al 1%), mientras que el acido acetico
glacial, agar EMB, agar Pseudomonas P, agar
Baird Parker, agar Casoy, caldo Casoy v agar
Muller Hinton. provienen de Merck. Ei Dioxido
de ftitanio (P25) proviene de Degusa. Las
cepas baclerianas: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922
v Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
fueron adguiridas en el Institutc Nacional de
Salud, Lima, Peru. i

Preparacion del hidrogel guitosano-PVA

El guitosano fue disueito en acido acético
al 1%. El PVA al 10 % fue disuelto en agua
destilada a 80°C. Se mezclaron volumenes
iguales de las soluciones de guitosanc y PVA.
Se dispensaron en placas Petri y se secaron
a temperatura ambiente.

Preparacién del hidroge! quitosano-
PVA-TIO,

Se prepard una suspension de TiO, en PVA,
las que fueron estabilizadas por tratamiento
con ultrasonide, y se mezclo con una solucion
de guitosanc en &cido acetico al 1%. Luego,
se dispensaron en placas Petri y se secaron a
temperatura ambiente.

Preparacion del inoculo

La preparacién del intculo se realizo tomando
cinco colonias de la cepa bacteriana pura y
sembrada sobre un tubo conieniendo agar
Casoy en piano inclinado. Se incub¢ a 37°C
por 18 horas. Trascurrido este tiempo se
cosecho en un recipiente con caldo Casoy vy
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se ajusto a una turbidez equivalente a 0,5 de
MacFartand.

Susceptibilidad antimicrobiana

a) En placa

Se realizé por el méiodo de difusion en agar
de Kirby-Bauer siguiendo las indicaciones del
Comité Nacional de Control de Normas de
Laboratorio Clinico (NCCLS).?® Las placas
con agar Muller Hinton fueron incubadas a
37°C anies de su uso, se aplico el inoculo en
la placa con ta ayuda de una torunda (bola de
algodon envuelta en gasa) estéril, cubriendo
totalmente la superficie de la placa sin dejar
una zéna libre. Se dejo secar 5 minutos
antes de deposiiar las peliculas cortadas en
discos de 8mm de diametro. Se incubo a
37°C por 18-24 horas. La presencia de halos
alrededor de las peliculas nos indicara gue
los microorganismos son susceptibles a dicho
material. Dependiendo del tamafio del mismo
se podra hacer una evaluacion cualitativa.

b) En tubo

Se realizo mediante el mélodo de siembra en
caldo ?® En tubos conteniendo caldo Casoy
fueron depositadasias peliculas preparadasen
base a PVA, PVA-quitosano y PVA-quitosano-
TiO, en concentraciones de oxido de titanio de
1,5, 10,50 v 100 ppm. Se inocularon la serie
de tubos con cultivo bacteriano, salve al control
negativo. Se incubo a 37°C por 18-24 horas.
La presencia de turbidez en los tubos nos
indicara que no hay actividad antimicrobiana
frente a las peliculas. .

Permeabilidad microbiana

Se contaron con tres medios de cultivo
diferenciales, agar EMB para E. coli, agar Baird
Parker para S. aureus vy agar Pseudomonas P
para F. aeruginosa. Sobre la superficie de ios
respectivos agares se depositaron fas peliculas
de PVA, PVA-guitosano y PVA-guitosano-
TiO, previamente embebidas en agua estéril
para evitar que las peliculas se arruguen. Se
inoculd el cultivo sobre las peliculas para ser
incubadas a 37°C. Los chequeos periddicos
se realizaron durante 5 dias.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las peliculas de
quitosano-PVA-TIO,

Estas peliculas fueron caracterizadas por FT-
IR, Figura N° 1. Los espectros de peliculas de

guitosano-PVA dopadas con TiO, presentan
los picos caracteristicos del PVA y del
gquitcsano y nc muestran ninguna diferencia
con respecto a las peliculas sin dopaje. Algo
similar ya se habia observado en el caso de
las peliculas de PVA dopadas con TiO_.'™
Esto sugiere gque las nanoparticulas de TiO,
se encuentran simplemente dispersadas en
la matriz polimerica sin interaccion entre los
diferentes grupcs funcionales de los polimeros.
Las particulas del semiconductor estarian
interactuando con fas zonas hidrofobicas del
PVA, de ia misma manera como se explica
la solubilidad del higréxidoe de cobre(ll)
en PVA a pH>6.2" En cambio, cuando se
prepara las nanoparticulas de TiO, in situ se
ha reportado evidencias de enlace covalente
entre los atomos de Ti, de la superficie de las
nanopariiculas, con los oxigenos del PVA.#

Susceptibilidad antimicrobiana

Las peliculas probadas corresponden a:
A: pelicula de alcohol polivinilico

F: quitosano-PVA

G: quitosano-PVA 1ppm TIO,

H: quitosano-PVA 5ppm TiO,

{: quitosano-PVA 10ppm TiO,

a) En placa

La zona de contacto entre las peliculas evaluadas
y el medio de cullivo guedaron transparentes
mientras gue fuera de la zona de contacio el
crecimiento de las bacterias fue mucho mayor v
presentaba un color mas oscuro, Figura N® 2. Las
zanas fueron mas fransparentes con S. aureus
que con £ coli y P aeruginosa. En algunos
casos se observo el crecimientc de colonias
aisladas, pero en todos los casos las muestras
tomadas debajo de las peliculas mostraron
crecimiento de bacterias cuando se les coloco en
un medio de cultivo, sugiriendo que las peliculas
de quitosano-PVA y quitosano-PVA-TIO, poseen
un poder bacteriostatico mas no asi bactericida.
En ningun case se observa un halo alrededor de
la pelicula.

Se realizaron controles para evaluar el
funcionamiento de la técnica colocando en los
medios de culiivo antibioticos especificos para
cada cepa, observandose que los tamanos de
los halos formados estan dentro del intervalo
recomendado por la NCCLS.?° De igual modo
se probo una solucion desinfectante (Tego al
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0,1%) como control positivo y se obtuvieron

cepas y las peliculas, se observo presencia de
halos de inhibicion.

turbidez en todos los casos, lo que nos indica

que las peliculas no inhiben el crecimiento de
e los microorganismaos en estas condiciones. En
2 \ el caso de S. aureus, los tubos presentaron
una turbidez tenue con sedimentacion impo-
riante. Se {omd una muestra de estos tubos
y se sembro sobre agar Casoy observando
crecimientc microbianc. Para las oiras dos
cepas los tubos mostraron una turbidez
apreciable, Figura N°® 3.

# \‘ ~y

Wavenimoers

Figura N° 1. Espectro IR de la pelicula de quitosano-PVA
dopada con TQDH}C}E’ Tk,

8)]
—

a)
b)
b)
c)
c)

Figura N° 3. Peliculas en tubos conteniendo caldos con:
g} S aureus, o) E. coliy c) P. aeruginosa.

' A4
Figura N° 2. Peliculas de guitesano-PVA y guitesano-
FVA-TIO, enfrentadas a: a) S. aureus, b) E. coli y c) P,

La sedimentacion de S. aureus en los tubos
aeruginosa.

puede deberse a modificaciones en la super-
ficie de la membrana de esta bacteria gram(+)

b) En tubo rica en peptidoglucanos. En cambio, E. coli

Luego de fa incubacion por 24 horas de los
tubos conteniendo el caldo de cultivo, las

6

y P aeruginosa, ambas bacterias gram(-),
poseen una membrana con doble capa. La
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capa externa no seria sensible al contacto con
las peliculas de quitosano-PVA-TIO,.

Figura N°4. £, coli sobre peliculas de quitosano-PVA-TIO,
(agar EMB) luego de &) 0 dias y b) 5 dias de incubacion.
¢} Peliculas removidas. =

Permeabilidad microbiana

El crecimiento de S. aureus colocada sobre
las peliculas de quitosano-PVA-TIO, en el
agar Baird Parker muestra colonias negras.
En cambio, £. coli desarrollo colonias negras
con brilic metalico en el agar EMB (Figura N°
4), mientras que F. geruginosa mostro colonias
translucidas con pigmentacion verde. La
evaluacion de las peliculas se realizo durante
5 dias. Al quinto dia se procedio a sacar las

peliculas vy se cbsarvé gue la zona por debajo
de las mismas estaba limpia. no se observd
crecimiento de ninguna colonia. Las peliculas
estudiadas fueron:

quitcsano-PVA

PVA

quitosano-PVA-1 Oppn‘ri'xo2
quitosano-PVA-50ppmTi0,

- o e R B

quitesano-PVA-100ppmTi0,

Sin embargo, si hubo crecimiento a 37°C
de las bhacterias cclocadas scbre  las
peliculas. Incluso, en el casc de la cepa de F.
aerugincsa, la bacteria es capaz de continuar
su metabolismo normal produciendo una
sustancia verde clara que si llega & atravesar
la pelicula. Esto conirasta con lo reportado en
la literatura para el casc de una pelicuia de
PVAen la gue no se observe crecimiento sobre
las pelicuias sembradas.® Esios resultados
estan resumidos en la Tabla NT 1.

Tabla N° 1. Relacion de microorganismos frente a
peliculas de guitcsano-PVA

Microorganismo Peliculas Crec;r:éento
A MBI E D IE
S. aureus e T R +
F. aeruginosa” A e b e +
E. coli 0 R i ] S +

T = zona transparente debajo de |z pelicula
* = Coloracion verde claro debajo de las peliculas.

Los resultados obtenidos son un tanto
contradictorios, ya que en la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana se observo
un cieric efecto bactericstatico en la zona
de contacto entre el agar v la pelicula,
mientras gue en lz prueba de permeabilidad
hubo crecimiento sobre la pelicula. Estas
observaciones sugieren gque la pelicula de
quitcsanc-PVA no dejaria pasar el oxigeno
necesaric para el crecimiento de estas
bacterias. Esta hipdtesis esta fundamentada
en el hecho de que las peliculas de PVA son
bastante impermeables al oxigeno.®

IV. CONCLUSIONES

Las peliculas preparadas en base & quitosanoc-
PVA-TIO, incubadas en condiciones normales
no presentan propiedades antibaclerianas, sin
embargo disminuyern la tasa de crecimiento de
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los microorganismos evaluados en las zonas
de contacto y son impermeabies a los mismos.
Por estas caracteristicas, estas peliculas
tienen potencial aplicacion como protector de
heridas y otras lesiones a la piel.
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