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RESUMEN

La salubridad del agua es fundamental para el desarrollo y bienestar humano, ya que la
ingesta de agua contaminada es un factor de riesgo para la salud. Actualmente se investigan
distintas formas para eliminar los contaminantes biologicos del agua. Las nuevas alternativas
consideran a los biomateriales elaborados con componentes naturales, como extractos o polimeros.
Un ejemplo, son las plantas con metabolitos como saponinas, o polimeros naturales como el
quitosano, que han demostrado propiedades antimicrobianas. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la actividad antibacterial de microparticulas (Mp) compuestas por quitosano y extracto con
saponinas del tallo de Yucca baccata (Y. baccata) sobre bacterias que se encuentran cominmente
en agua insalubre. Las Mp de quitosano y Mp compuestas de quitosano y extracto con saponinas
fueron elaboradas mediante el método de goteo controlado y bafio recirculado. Se caracterizaron
usando FTIR, microscopia electronica de barrido y microscopia Optica invertida. Su actividad
antibacteriana fue determinada a través de la concentracion minima inhibitoria (CMI) la
concentracion minima bactericida (CMB) y cinética de crecimiento bacteriano. El extracto de Y.
baccata presentd un rendimiento de 3.85% de saponinay el analisis de FTIR confirmé la presencia
de saponinas de tipo esteroidal. Las Mps presentaron un diametro promedio de 271.80 + 91.86 um
y su eficiencia de asociacion fue de 86.70%. Se presentd una CMI en L. monocytogenes de 0.4g/mL
al afiadir Mp compuestas y una cantidad mayor de Mp de quitosano (0.5g/mL) fue necesaria para
el mismo efecto. El resto de las cepas no presentaron diferencia entre ambos tipos de Mp (P>0.05).
La CMB para S. typhi fue de 0.3g/mL de Mp compuestas y 0.4g/mL de Mp de quitosano; 0.4g/mL
de Mp compuestas y 0.5g/mL de Mp de quitosano para S. aureus; 0.5g/mL de Mp compuestas y
0.6g/mL de Mp de quitosano en L. monocytogenes. E. coli no present6 diferencia en la CMB para
ambos tipos de Mp (P>0.05). La cinética de crecimiento mostré que las Mp compuestas redujeron
el crecimiento bacteriano en la fase exponencial de todas las bacterias, generando la muerte celular
alas 16 h para L. monocytogenes y E. coli; y a las 24 h para el resto de las bacterias. En conclusion,
las microparticulas compuestas por quitosano y extracto con saponinas mostraron actividad

antibacteriana contra las principales bacterias patdgenas que son transmitidas por agua.

Palabras clave: Microparticulas, Quitosano, Saponinas, Actividad antibacteriana.
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ABSTRACT

Water healthiness is essential for human development and well-being, since the intake of
contaminated water is a risk factor for health. Currently, different ways to eliminate biological
contaminants in water are being investigated. The new alternatives consider biomaterials made
with natural components, such as extracts or polymers. An example of this are plants with
metabolites such as saponins, or natural polymers such as chitosan, which have shown
antimicrobial properties. The objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of
microparticles (Mp) composed of chitosan and Yucca baccata stem extract with saponins on
bacteria commonly found in unhealthy water. The chitosan Mp and the Mp composed of chitosan
and extract with saponins were made using the controlled dripping and recirculating bath method.
They were characterized using FTIR, scanning electron microscopy and inverted optical
microscopy. Their antibacterial activity was determined through the minimum inhibitory
concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and kinetics of bacterial growth.
Y. baccata extract yielded 3.85% saponin, also FTIR analysis confirmed the presence of a steroidal-
type saponin. The Mp presented an average diameter of 271.80 + 91.86 um and their association
efficiency was 86.70%. A MIC in L. monocytogenes of 0.4g/mL was presented when adding
composed Mp and a higher amount of chitosan Mp (0.5g/mL) was necessary to achieve the same
effect. The rest of the strains did not present differences between both types of Mp (P>0.05). The
MBC for S. typhi was 0.3g/mL of composed Mp and 0.4g/mL of chitosan Mp; 0.4g/mL of
composed Mp and 0.5g/mL of chitosan Mp for S. aureus; 0.5g/mL of composed Mp and 0.6g/mL
of chitosan Mp in L. monocytogenes. E. coli did not show any difference in MBC for both types of
Mp (P>0.05). Growth kinetics showed that composed Mp reduced bacterial growth in the
exponential phase of all bacteria, leading to cell death at 16 h for L. monocytogenes and E. coli;
and at 24 h for the rest of the bacteria. In conclusion, the microparticles composed of chitosan and
extract with saponins showed antibacterial activity against the main pathogenic bacteria that are

transmitted by water.

Key words: Microparticles, Chitosan, Saponins, Antibacterial activity.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la contaminacion del agua es un problema a nivel mundial que ocasiona
més de 800 mil muertes al afio, lo cual es principalmente atribuido al consumo de agua de baja
calidad (OMS, 2019). El agua insalubre presenta compuestos bioldgicos, como bacterias, virus y
parésitos peligrosos para la salud que generalmente ocasionan diarrea y suelen ser responsables de
deshidratacion y en casos graves la muerte (Coria, 2014; Forstinus et al., 2016). Algunos de los
patdgenos que se presentan comunmente en el agua contaminada suelen ser Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Vibrio cholerae (OMS, 2018).

Debido a esta problematica, se investigan distintas formas para eliminar los contaminantes
bioldgicos presentes en el agua. Las nuevas alternativas para eliminar los agentes biolégicos se
basan en el uso de componentes naturales, con las siguientes caracteristicas: biodisponibles,
biodegradables y no toxicos. Los extractos de plantas con saponinas y biopolimeros a base de
polisacaridos son una alternativa importante para eliminar los agentes biologicos, ya que poseen
propiedades antibacterianas. (Kregiel et al., 2017; Li y Zhuang, 2020).

Las saponinas son glucésidos que se encuentran distribuidas en el reino vegetal, su principal
funcién en las plantas es como defensa contra microorganismos presentes en la planta de Yucca
baccata (Moghimipour y Handali, 2015). Las propiedades antibacterianas, de esta planta han sido
evaluadas contra bacterias Gram positivas (Espejo, 2014). Por otro lado, el quitosano es un
polisacarido lineal obtenido mediante el proceso de la desacetilacion de la quitina de crustaceos o
insectos principalmente (Muxika et al., 2011). Algunos reportes sobre su actividad antibacterial,
establecen que su mayor efecto antibacteriano es contra bacterias Gram negativas y algunos hongos
(Silva et al., 2010). Ademas, gracias a sus grupos funcionales se pueden obtener una amplia gama
de materiales biopoliméricos, entre ellos microparticulas (Ardila et al., 2017).

Anteriormente se ha evaluado de forma individual la capacidad antibacteriana de extractos de
plantas con saponinas y quitosano; sin embargo, los estudios enfocados en investigar su efecto en
conjunto son escasos; a pesar de que se ha reportado que la adicion de saponinas en microparticulas
de quitosano brinda un mejor efecto antibacteriano que microparticulas elaboradas solo de
quitosano (Kurniawati et al., 2014). Por lo anterior, el propoésito de la investigacion fue evaluar el
efecto de las microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de la planta Yucca

baccata contra bacterias que comunmente se encuentran en agua para consumo humano.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Contaminacion del Agua

El agua es indispensable para mantener condiciones adecuadas de salud y bienestar, ya que
interviene en distintas funciones del cuerpo y representa mas de la mitad del peso corporal de los
humanos. Sin embargo, no siempre se tiene acceso a agua libre de contaminantes (OMS, 2018). En
2019, la OMS declar6 que a nivel mundial 785 millones de personas carecen de un servicio basico
de agua potable en su hogar y cada afio mueren 829 mil a causa de la falta de un suministro de agua
de buena calidad. Respecto a México, el 93% de las viviendas reciben agua dentro de su propiedad,
pero solo el 68% la obtiene diariamente; el 7% que carece de ellay la consigue a través de fuentes
inseguras como llaves publicas, pozos, rios, arroyos o pipas (INEGI, 2018). Por lo que se desconoce
si la calidad del agua ingerida es adecuada para su consumo.

De acuerdo con Norma Oficial Mexicana 127-SSA1-1994, el agua se considera segura para su
ingesta cuando se cumplen los limites permisibles de caracteristicas bacterioldgicas, fisicas,
organolépticas y quimicas, establecidas en la misma. En 2019, la Comision Nacional de los
Derechos Humanos (CNDH) report6 que con base a los parametros de calidad de la NOM 127-
SSAL, solamente el 4% de los municipios de la Republica Mexicana cumplen con todos los
indicadores de calidad del agua. Asi mismo, el 58% de los municipios no presenta informacion
sobre la calidad del agua que brinda, lo cual puede atribuirse a la falta de monitoreo o de registros.
La contaminacién del agua suele ocurrir por la presencia de compuestos quimicos o biolégicos,
estos ultimos usualmente son bacterias, virus y parasitos. Algunos de ellos provocan enfermedades
graves que podrian ser mortales, causando fiebre tifoidea, cOlera o hepatitis infecciosa; también,
otros patégenos se asocian con enfermedades menos graves, como enfermedad diarreica
autolimitada. Los brotes de enfermedades transmitidas por agua insalubre deben evitarse debido a
su capacidad para provocar infeccion simultdnea en un gran nimero de personas, generando un

riesgo grave de salud y un impacto importante en la salud publica (Coria, 2014; OMS, 2018).
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2.1.1. Bacterias Presentes en el Agua Contaminada

De acuerdo con el Manual de Bergey (Brenner et al.,1984), mas del 80% de bacterias encontradas
en el agua pueden aislarse y clasificarse en Gram positivas y Gram negativas. Las Gram positivas
comprenden los géneros Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Listeria y
Clostridium, de las cuales, las cominmente encontradas en el agua insalubre son Enterococcus
faecalis, Clostridium perfringens y Listeria monocytogenes. Las Gram negativas pueden
subdividirse en dos clases, enterobacterias y no enterobacterias (Rios-Tobon et al., 2017).

Los géneros de enterobacterias mas comunes en agua son Escherichia, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Citrobacter, Salmonella, Shigella y Edwarsiella (Rios-Tobon et al., 2017). Las primeras
5 bacterias previamente mencionadas han sido categorizadas como coliformes totales. Ademas,
dentro de los coliformes totales se encuentran los coliformes fecales, que comprende a la bacteria
Escherichia coli. EI grupo coliformes es usado como indicador de agua insalubre ya que son
bacterias comunes presentes en el tracto gastrointestinal y generalmente permanecen mas tiempo
en agua que las bacterias patdgenas. La presencia de coliformes en el agua indica que se presento
contaminacion bacteriana reciente (Garcia e lannacone, 2018). Por otro lado, a pesar de que el
género de Shigella y Salmonella, no son considerados coliformes, son responsables de
enfermededades como gastroenteritis y fiebre tifoidea, respectivamente (Rios-Tobon et al., 2017).
En el grupo de las no enterobacterias se encuentran los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio
y Campylobacter. De acuerdo con Arcos-Pullido y colaboradores (2005), estos microorganismos
se les encuentra cominmente en fuentes de agua y pueden estar en una concentracion alta,
independientemente a la presencia o ausencia de contaminacion fecal y normalmente se asocian a
infecciones en los humanos.

Se ha reportado que no es practico analizar el agua para cada patdgeno individualmente, ya que
algunos pueden causar enfermedades a dosis muy bajas. En cambio, ya que la mayoria de los
patogenos causantes de diarrea son de origen fecal, es méas practico analizar el agua para buscar
especies indicadoras en la materia fecal. En México, durante muchos afios, los coliformes totales
y fecales se utilizan como indicadores de presencia de contaminacion fecal al momento de evaluar

la calidad del agua (Forstinus et al., 2016).
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2.1.2. Enfermedades Asociadas al Agua Insalubre

Las enfermedades transmitidas por el consumo de agua, comunmente conocidas como
enfermedades de origen hidrico, abarcan aquellas que se manifiestan por la exposicion directa e
indirecta al agua, ya sea por consumo 0 exposicion al contacto con la piel. Estas enfermedades
generalmente se propagan a traves de tres rutas principales: ingesta de agua contaminada, consumo
de alimentos lavados con agua insalubre, e insectos como vector (OMS, 2018).

Los agentes patogenos que se pueden transmitir a través del de agua contaminada son diversos en
relacion con sus caracteristicas de comportamiento, sintomas y resistencia. El cuadro 1 presenta
informacion general sobre las bacterias transmitidas a través del agua insalubre. De acuerdo a
Reyes-Gémez y colaboradores (2018), el desarrollo de estas infecciones, depende de diversos
factores como la dosis minima infectante (DMI), la patogenicidad de la bacteria, la susceptibilidad

del hospedero y diversas caracteristicas ambientales.

Cuadro 1. Principales patogenos transmitidos a través del agua y sintomatologia asociada

Agente patégeno Enfermedad asociada Importancia .
para la salud
Escherichia coli Diarrea aguda, diarrea con sangre y gastroenteritis. Alta

Fiebre tifoidea, fiebre paratifoidea y otras

Salmonella typhi . Alta

yp salmonelosis graves.
Listeria monocytogenes Listeriosis. Alta
Vibrio cholerae Gastroenteritis y colera. Alta
Pseudomona aeruginosa  Infecciones pulmonares, tracto urinario y rifion. Moderada
Staphylococcus aureus Enterocolitis, vomitos, diarrea, fiebre, célicos. Moderada

a. La importancia para la salud se relaciona con la incidencia y gravedad de enfermedad, incluida
la asociacion con brotes. Adaptado de OMS, 2017.

Actualmente, en la gran parte del mundo estas bacterias han sido controladas por tratamientos de

desinfeccion del agua. Sin embargo, la transmision continua debido a la deficiente eliminacion por
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la desinfeccidn, y la ingesta de esta agua contaminada o el consumo de alimentos lavados por la
misma, mantienen las infecciones ocasionadas por Shigella sonnei, E. coli, y otros géneros
patdgenas como Campylobacter, Salmonella, Helicobacter y Yersinia. Esto principalmente en
regiones desarrolladas (Coleman et al., 2013).

De forma general, la mayoria de las enfermedades transmitidas por agua insalubre se caracterizan
por la presencia de diarrea, lo que implica deposiciones acuosas excesivas, que a veces resultan en
deshidratacion y en casos graves en muerte. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2017), la
enfermedad diarreica representa aproximadamente el 4.1% de la carga mundial diaria total de
enfermedad y es responsable de la muerte de 1.8 millones de personas cada afio. El 88% de esa
carga se atribuye al agua insalubre, y a la falta de saneamiento e higiene, y la mayoria de los casos
involucra principalmente a menores de 5 afios de paises en desarrollo; como lo es México, que
ocupa los primeros lugares a nivel mundial de mortalidad en nifios de esa edad (Forstinus et al.,
2016; Ramirez-Castillo et al., 2015).

2.2. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que pertenecen al grupo de los glucésidos, se
encuentran distribuidas en todo el reino vegetal. Las saponinas funcionan como una barrera
quimica para contrarrestar los patdégenos de las plantas. Por lo tanto, se encuentran distribuidas en
sitios estratégicos de los tejidos vegetales, que son mas susceptibles al ataque bacteriano (Cheok et
al., 2014). Quimicamente, estan compuestas por dos partes principales: una cadena glucidica
soluble en agua y una estructura liposoluble, también conocidas como glicona y aglicona
respectivamente. Segln su estructura quimica, los compuestos de saponina pueden poseer un
esqueleto de aglicona triterpenoidal (C30) o esteroidal (C27), con diferentes niUmeros de cadenas
de azucar unidas en varias posiciones (Fig. 1) (Hostettmann y Marston, 1995; Abdelrahman y
Jogaiah, 2020).

Debido a el reciente interés por nuevos compuestos biodegradables, biodisponibles, y con
propiedades bioldgicas, se ha descubierto que las saponinas presentan una amplia gama de

propiedades como lo son las antiinflamatorias, antifungicas, antiparasitarias, antitumorales,
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antivirales y antibacterianas (Upadhyay et al., 2018; Kregiel et al., 2017; Carmona, et al., 2017).

Figura 1. Estructura de saponina triterpénica (A) y esteroidal (B).

Las saponinas triterpénicas, son predominantes en plantas dicotiledéneas como leguminosas, del
género Araliaceae o Caryophyllaceae y se encuentran en alimentos como soya, frijoles y guisantes.
Mientras que las saponinas esteroidales se encuentran en plantas monocotiledéneas, las cuales
pertenecen a los generos como Yucca, Agavaceae, Dioscoreaceae y Liliaceae; normalmente se
acumulan en plantas de cultivo como esparragos, fenogreco y ginseng (Alcazar, 2016). Una fuente
importante de saponinas esteroidales son los arboles y arbustos de Yucca (Asparagaceae), nativos
del sudeste de América del Norte y distribuidos por todo el mundo. En el norte de México,
principalmente en la zona desértica de Coahuila y Sonora, es comun encontrar a la planta Yucca
baccata (Kregiel et al., 2017).

La concentracion de saponinas que se obtiene de las plantas depende de varios factores, como la
especie seleccionada, la parte de la planta a evaluar (hojas, tallo, frutos o corteza), los factores
ambientales y agronémicos que afectan el crecimiento de la planta, entre otros. Respecto a la planta
de Yucca baccata, investigaciones previas en el grupo de trabajo, realizadas por Ledn-Trujillo
(2012) demostraron que la parte de la planta que presenta mayor cantidad de saninas es el tallo,
posteriormente la hoja y finalmente la raiz, reportando concentraciones de 3.37mg/mL, 1.99mg/mL

y 0.41mg/mL, respectivamente.
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2.2.1. Actividad Antibacteriana Intrinseca

Otras propiedades antimicrobianas que se han reconocido a las saponinas son; antiprotozoarias,
antifangicas, antivirales y antibacterianas. Se ha hipotetizado que su accion sobre bacterias es mas
efectiva sobre Gram positivas como E. faecalis, S. aureus y L. monocytogenes (Espejo, 2014).
Debido a esto, diversos investigadores han evaluado la eficacia antibacteriana de los extractos con
saponinas provenientes de distintas fuentes para observar su comportamiento frente bacterias Gram
positivas y negativas.

En 2016, Akaniro y colaboradores evaluaron las propiedades antibacterianas de las saponinas
provenientes de Vitex doniana y de Pentaclethra macrophylla. Para ello realizaron pruebas con
dos extractos obtenidos de de las hojas y la corteza del tallo. Los resultados mostraron una mejor
respuesta cuando el extracto de la corteza del tallo era utilizada; mostrando una mayor zona de
inhibicion en medios con S. aureus (23 mm), comparado con una menor zona de inhibicion de P.
aerugrinosa y E. coli (19.5y 17 mm, respectivamente). En el mismo afio, Soetan y colaboradores
evaluaron la actividad antibacteriana del extracto butandlico con saponinas de sorgo a distintas
concentraciones contra E. coli y S. aureus. Los resultados mostraron inhibicion de S. aureus a una
concentracion de 25 mg/mL, pero no se observo inhibicién de la carga bacteriana de E. coli. Hassan
y colaboradores (2010) realizaron pruebas antibacterianas del extracto con saponinas de Yucca
contra S. aureus, S. typhimurium y E. coli. Se observé una concentracion minima inhibitoria (CMI)
de S. aureus a una concentracion de 12.5 mg/mL del extracto con saponinas, sin embargo, el ensayo
no mostré actividad antibacteriana en las otras dos bacterias Gram negativas.

También en el grupo de trabajo, Pereo-Vega (2015), demostro que el extracto butanolico con
saponinas del tallo de Yucca baccata generd la muerte celular de S. aureus (25 mg/mL) y L.
monocytogenes (17.5 mg/mL). En estos estudios los extractos con saponinas mostraron inhibicion
exitosa contra las bacterias Gram positivas, sin embargo, no se observaron resultados similares
contra las bacterias Gram negativas, resultando nula o muy baja inhibicion contra ellas; esto
pudiera ser a debido a que las saponinas no logran penetrar las paredes celulares de los
microorganismos Gram negativos, dado el efecto protector de su doble membrana (Soetan et al.,
2016).

Sin embargo, esto aun es concluyente ya que recientemente se ha demostrado que las saponinas
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pueden inhibir bacterias Gram negativas. En 2020, Sonfack y colaboradores probaron un
compuesto metandlico con saponinas proveniente de las raices de la planta Albizia adianthifolia
frente a bacterias Gram negativas. Los resultados de la CMI mostraron una mejor respuesta contra
P. aeruginosay P. stuartii (16 ug/mL y 12 ug/mL, respectivamente); asi como una respuesta menor
en E. coli (32 ug/mL) comparada con el antibiético de referencia (cloranfenicol) (64 pg/mL).
Ademaés de una concentracion minima bactericida (CMB) en P. stuartii a una menor adicién de
saponinas (64 pg/mL) comparado con el antibiotico (256 pg/mL). También, en 2017 Asati y
Yadava probaron la eficacia antibacteriana del extracto metanolico de los tallos de Caesalpinia
pulcherrima Linn; sus resultados reportaron una CMI al agregar la misma cantidad del extracto con
saponinas (3.12 pg/mL) para S. aureus y P. aeruginosa, Gram positiva y negativa respectivamente.
Como se puede observar, la actividad antibacteriana de los extractos con saponinas pueden variar
y su respuesta puede ser afectada por diversos factores relacionados con la obtencién de las
saponinas, como su fuente, los métodos de extraccion y los solventes utilizados; también se pueden
ver alteradas por caracteristicas bioldgicas, como la degradacion de la saponina debido a algunas
enzimas glucosidasas producidas por bacterias Gram negativas, diferencias en la estructura de la
envoltura celular de las bacterias y la variacion en la estructura quimica de las saponinas (Fleck et
al., 2019).

2.2.2. Mecanismo de Accion Antimicrobiano

Las saponinas pueden actuar como un agente bactericida y/o bacteriostatico. El primero, limita el
crecimiento bacteriano al interferir con la sintesis de proteinas, la replicacion del ADN vy el
metabolismo bacteriano. En cambio, el segundo produce la muerte de la bacteria, y generalmente
se presenta a una mayor concentracion del extracto con saponinas (Ray et al., 2013).

Ademas, las bacterias Gram positivas poseen una pared celular permeable a las saponinas, en
cambio, las Gram negativas presentan dos paredes celulares, una interna y una externa (Fig. 2). De
acuerdo Ramirez y colaboradores (2017), las saponinas pueden interactuar con la membrana
externa y penetrarla, sin embargo, al intentar penetrar la barrera de la segunda membrana (interna)
de las bacterias Gram negativas, se enfrentan a una resistencia intrinseca, lo que puede generar

ineficacia en la actividad antibacteriana contra estas.
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Figura 2. Caracteristicas de la Pared celular de bacterias Gram positiva (A) y Gram negativa (B).

A través de diversos analisis como tincion cristal violeta, espectroscopia UV-Visible, electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR),
es posible explicar un potencial mecanismo de accion de las saponinas sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas. Estos andlisis permiten ver que las saponinas alteran la permeabilidad
de las membranas de las bacterias formando poros con la subsecuente liberacion de proteinas
intracelulares. También se ha observado alternancia en las estructuras bioguimicas y constituyentes
celulares, que incluye proteinas, polisacaridos, acidos grasos y acidos nucleicos de las bacterias

Gram positivas y negativas, lo que indica dafios celulares en ellas (Ray et al., 2013).

2.3. Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal formado por unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina, unidas por enlaces glicosidicos $-1,4 (Fig. 3). Es un biopolimero que se obtiene de
la desacetilacion termoalcalina de la quitina. La cual, se encuentra ampliamente distribuida en
exoesqueletos de artropodos, siendo el de cangrejo y camaron las principales fuentes de obtencion
(Muxikaetal., 2011; Ferraro et al., 2015). Segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (USFDA), es un material GRAS, es decir es reconocido como seguro, por
ello se usa ampliamente en areas farmacéuticas, biomédicas, tecnologia de los alimentos y
tratamiento de aguas (Jana y Jana, 2019). Ademas, muestra excelentes propiedades bioldgicas, ya

que es biodegradable, biocompatible, no toxico, ni alergénico y ademas, presenta actividad
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antimicrobiana. Estas propiedades varian significativamente en funcion de sus caracteristicas
fisicoquimicas, principalmente de su peso molecular y grado de acetilacion (Lizardi-Mendoza et
al., 2016).

CHy

Figura 3. Estructura del quitosano

Previamente se ha documentado que el proceso de desacetilacion termo alcalino de la quitina,
depende de las condiciones de temperatura utilizada, presion, concentracion de quitinay el tiempo
que tarda el proceso para la obtencion del quitosano. Estas condiciones, generalmente determinan
el peso molecular del biopolimero, su polidispersion y el grado de desacetilacion. EI peso molecular
representa una medida del tamario de las cadenas presentes en la molécula de quitosano, y tiene
efectos en su funcionalidad, bioactividad, solubilidad, propiedades estructurales y viscosidad
(Saborit-Pino, 2015). Mientras que el grado de desacetilacion es la proporcion de unidades
desacetiladas (glucosamina) con respecto al total de unidades que forman las moléculas del
biopolimero (acetilado). Principalmente de estas dos caracteristicas fisicoquimicas dependen las
propiedades y el comportamiento del quitosano (Ramirez-Barragan et al., 2016; Giraldo-Pedraza
etal., 2015).

El quitosano presenta tres grupos funcionales: grupo amino en el C-2, grupo hidroxilo secundario
en el C-3 y grupo hidroxilo primario en el C-6. Su grupo amino lo diferencia de la quitina en
funciones fisicas, quimicas y bioldgicas (Li y Zhuang, 2020); ademas, el caracter cationico del
quitosano también se atribuye a los grupos amino y, por lo tanto, es conocido como
aminopolisacarido (Ali y Ahmed, 2018). Diversos grupos pueden unirse al quitosano para

proporcionar una funcionalidad especifica, alterar las propiedades biolégicas o modificar sus
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propiedades fisicas; asi mismo el quitosano es un biopolimero versatil, ya que los materiales
poliméricos a base de este pueden transformarse en microparticulas, fibras, peliculas, geles, perlas,
nanoparticulas, entre otros. (Yilmaz-Atay, 2013). Gracias a ello y a una de sus propiedades mas
investigadas, su efecto antimicrobiano, el quitosano ha sido empleado en diversas areas de trabajo

de forma exitosa.

2.3.1. Actividad Antibacteriana Intrinseca

La actividad antibacteriana del quitosano ha sido evaluada con anterioridad frente a bacterias Gram
positivas y Gram negativas para conocer el desarrollo del biopolimero en ambos tipos de
estructuras. En 2014, Younes y colaboradores publicaron un estudio para investigar el efecto
antibacteriano del quitosano. Ellos encontraron que las bacterias Gram negativas (E. coli, K.
pneumoniae y S. typhi) tienen una mayor susceptibilidad al quitosano en comparacién con las
bacterias Gram positivas (S. aureus, B. cereus, E. faecalis y M. luteus) presentando zonas de
inhibicion de 12.5 mm para E. coli, 12 mm para K. pneumonia contra 10.5 mm en S. typhi, contra
9.5 mm para S. aureus, 10 mm para B. cereus, y 9 mm para M. luteus. Ademas, en 2016, Goy y
colaboradores, evaluaron distintas concentraciones de quitosano (0.5, 1.0, 1.5y 2.0 g/L) contra E.
coli y S. aureus y observaron una reduccién del 96% en el crecimiento de E. coli a una
concentracion de 1 g/L de quitosano y una reduccion del 25% de S. aureus a una concentracion de
1.5g/L. Ese mismo afio, Ji y colaboradores probaron peliculas de quitosano con una concentracién
del 50% del mismo, obteniendo una zona de ihibicién mayor en E. coli (75.45 mm) que en bacterias
Gram positivas; S. aureus y B. Cereus (62.45 y 59.81 mm, respectivamente).

En 2017, Ardila y colaboradores demostraron que una concentracion de 1 g/L presentd buena
actividad antibacteriana frente a S. typhimurium y S. aureus, generando una reduccion del 99% y
97%, respecivamente. También, Soleimani y colaboradores (2015) evaluaron la actividad
antibacteriana de quitosano contra S. aureus, E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis. Sus resultados
demostraron efectos inhibidores mas alto contra E. coli y S. aureus, presentando una reduccién del
crecimiento del 98% a una concentracion de 0.38 mg/mL de quitosano. De forma general, estos

articulos demostraron que el efecto antibacteriano del quitosano puede variar entre las bacterias
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Gram positivas y Gram negativas, esto pudiera ser debido a las diferentes caracteristicas de sus
paredes celulares. En la mayoria de los casos se observa una mayor reduccion de la actividad
bacteriana contra Gram negativas que con Gram positivas, sin embargo, esto no es concluyente, ya
que se han reportado algunos hallazgos controversiales (Goy et al., 2016; Matica y Ostafe, 2019;
Divyaet al., 2017).

De acuerdo con Kong y colaboradores (2010), las variaciones en la eficacia antibacteriana del
quitosano son atribuidos varios factores. Estos pueden clasificarse en cuatro categorias: factores
microbianos, (relacionados con las especies y edad celular), factores intrinsecos del quitosano
(densidad de carga positiva, peso molecular, concentracion y caracteristicas
hidrofilicas/hidrofébicas), factores ambientales (pH, temperatura y tiempo de reaccion) y el estado
fisico del quitosano. Ademas, se ha reportado que el grado de desacetilizacion del quitosano tiene
un efecto importante sobre sus propiedades antibacterianas. Cuanto mayor es su grado de
desacetilizaciéon, mayor es la carga positiva después de la protonacion del grupo amino del
quitosano, generando un mejor potencial antibacteriano, ya que la carga positiva del grupo amino
interactta con las moléculas de carga negativa en la superficie de las células bacterianas (Li y
Zhuang, 2020). También, Gallardo-Carrero y colaboradores (2019) demostraron que el quitosano
puede causar una alta tasa de destruccion a traves de su interaccion con la pared celular bacteriana,

la cual depende de la hidrofilia de la pared celular.

2.3.2. Mecanismo de Accion Antimicrobiano

El mecanismo de accion del quitosano no esta definido por un solo modelo, por lo que se proponen
4 hipotesis que definen distintos mecanismos por los cuales el quitosano puede alterar las
membranas celulares bacterianas. EI modelo més factible menciona que se genera un cambio en la
permeabilidad celular, debido a las interacciones entre el polisacarido cargado positivamente
(NH3) (pH <6.5) y la membrana cargada negativamente de la mayoria de las bacterias,
interrumpiendo las funciones normales de la membrana, generando la fuga de componentes
intracelulares e inhibiendo el transporte de nutrientes a las células (Lui et al., 2004). Durante el

mecanismo de accion sobre las bacterias Gram positivas, el quitosano se une al acido teicoico de
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la capa de los peptidoglicanos, afectando asi la division celular, y las uniones con receptores de la
superfice. En las bacterias Gram negativas, el posible mecanismo es el de la interaccion de cargas
electrostaticas de quitosano y las partes anidnicas de los lipopolisacaridos de la membrana
extracelular (Rabea et al., 2003).

El segundo modelo propone que el quitosano puede provocar cambios en la permeabilidad de la
envoltura externa de la bacteria al formar un tipo de enlace i6nico. Esto inhibe el transporte de
nutrientes a la célula, aumentando la presion osmotica interna y la muerte celular, debido a la falta
de nutrientes. (Sahariah y Méasson, 2017). En el tercer modelo propuesto, el quitosano penetra la
membrana citoplasmatica, y destruye la célula al unirse al ADN, lo que impide su transcripcién e
interrumpe la sintesis de proteinas y ARNm (Croisier y Jérome, 2013). El cuarto mecanismo de
accion propone al quitosano actuando como un agente quelante que se une a los elementos traza
metalicos de las bacterias, causando la produccién de toxinas e inhibiendo el crecimiento

bacteriano (Divya et al., 2017).

2.4. Interaccion Saponinas y Quitosano

Debido a las propiedades individuales del quitosano y las saponinas, su interaccion suele utilizarse
para potencializar sus caracteristicas, aunado a esto, ambos compuestos presentan la ventaja de que
se pueden realizar diversos materiales biopoliméricos con ellos y ser utilizados en distintas areas
de investigacion acorde a las necesidades. El cuadro 2 presenta hallazgos recientes sobre la
utilizacion de diversos biomateriales elaborados a base de quitosano y saponinas, obteniendo

resultados éxitosos en diversas areas del conocimiento.
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Cuadro 2. Hallazgos recientes sobre la interaccion saponinas y quitosano.

Referencia Biomaterial Resultados
Noorjahan y Hidrogel compuesto de quitosano y Demostraron el efecto sinérgico como
Porchezhiyan, 2017 extracto con saponinas preservadores de alimentos
Laysandra Peliculas compuestas de extracto de Elimind el naranja de metilo en agua
etal 2019 saponinas y quitosano contaminada

Eficaz para la separacion de microalgas

Kurniawati Flotacion de aire disuelto con materia oraanica como tratamiento de
et al 2014 saponinas y quitosano y g .
aguas residuales
Nanoparticulas de quitosano Mostrdé ser un agente terapéutico eficaz

Rejinold et al 2011 ; )
cargadas con saponinas contra el cancer

Mejord la respuesta inmune y anul6 la
necesidad de una administracion de
refuerzo maltiple

Elimino exitosamente el azul de
metileno

Encapsulacion de vacuna con

Bande et al 2020 . ;
quitosano y saponina

Ma et al 2021 Hidrogel de quitosano con saponinas

Cubosomas encapsulados en
Qiu et al 2021 saponinas con quitosano como
coadyuvante

Demostrd ser un sistema potencial de
administracion de vacunas

De acuerdo con las investigaciones presentadas anteriormente, es posible observar que existe una
interaccion positiva entre las saponinas y el quitosano, obteniendo resultados efectivos al combinar
ambos compuestos naturales, independientemente del biomaterial o el area de investigacion para
el que fueron elaboradas. Por lo anterior, presentan un gran potencial para generar microparticulas

y asi potencializar la actividad antibacteriana intrinseca de cada compuesto.

2.4.1. Microparticulas Compuestas de Saponinas y Quitosano

Respecto a la forma fisica de microparticulas, anteriormente se han realizado diversas
investigaciones en donde se elabora este biomaterial compuesto de saponinas y de quitosano de
forma individual para ser utilizadas en diversas areas. En 2016, Trombino y colaboradores
elaboraron microesferas de saponinas de Physospermum verticillatum como un vehiculo para la
liberacion especifica de un medicamento. Se observd que este transportador podria liberar

potencialmente el farmaco de forma exitosa. Ademas, Yang y colaboradores (2019) formularon y
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evaluaron la liberacion controlada de microesferas de colageno con saponinas esteroidales,
presentando un uso potencial para el tratamiento de tejido éseo durante periodos prolongados.

En 2014, Jeon y colaboradores elaboraron microparticulas con diversas concentraciones de
quitosano (0.2%, 0.1% y 0.05%) para estudiar su efecto contra E. coli; obteniendo inhibicion total
(100%) cuando se evalué con microparticulas que contenian una concentracion del 0.2% de
quitosano. Dima y colaboradores (2014) evaluaron el efecto antimicrobiano de quitosano en
solucion y en microparticulas. Se observé inhibicion sobre V. alginolyticus a concentraciones de
0.125% del quitosano en solucion; mientras que las microparticulas mostraron un efecto bactericida
sobre el patogeno, necesitando una menor concentracion para su inhibicion (0.05%).

La informacién previa nos deja claro que ambos compuestos naturales pueden existir y generar
resultados exitosos. Ademas se ha reportado que el uso de microparticulas presenta una ventaja al
momento de evaluar la actividad antibacteriana de un compuesto, debido a su mayor interaccion y
adhesion con la pared celular de las bacterias en comparacion con otras formas fisicas como
liquidos o sélidos (Ardila et al., 2017).

En 2020, Li y Zhuag afirmaron que el quitosano puede interactuar con otros materiales con
actividad antibacteriana para formar un compuesto que aumente su rendimiento antibacteriano,
como lo son las saponinas. Sin embargo, estudios sobre microparticulas compuestas por quitosano
y extracto con saponinas aln son escasos, especialmente los que van dirigidos al area de
microbiologia o tratamiento de aguas; esto pudiera ser debido a la diversidad de las propiedades
individuales de ambos compuestos, por lo que su aplicacion suele ser diversa y hacia distintas areas
de la investigacion.

En 2020, Zhang y colaboradores elaboraron microesferas de liberacion controlada a base de
quitosano y saponinas preparadas mediante el método de secado por pulverizacion. El quitosano
se us6G como material portador, y el extracto con saponinas de Panax notoginseng como
componente principal, obteniendo un efecto de liberacion constante in vitro. Ademas, Sette-de-
Souza y colaboradores (2018) realizaron microparticulas de quitosano producidas con extracto de
saponinas de Schinopsis brasiliensis Engler, este estudio mostré el potencial del quitosano para
proteger el extracto de S. brasiliensis de la degradacion térmica, permitiendo futuras aplicaciones.
Estas investigaciones permiten tener mejores bases en la preparacién y uso de microparticulas
compuestas por quitosano y extracto con saponinas, sin embargo, la cantidad de articulos en donde

se usa extracto de Yucca es muy limitada. Debido a la disponibilidad, accesibilidad y propiedades
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de los extractos de la planta Yucca baccata en el norte de México, es importante generar
informacion nueva, particularmente, con relacion a las propiedades que pueda exhibir en

combinacion con quitosano.

2.4.2. Actividad Antibacteriana

La informacién sobre la eficacia antibacteriana de microparticulas compuestas de quitosano y
extracto con saponinas de Yucca baccata es muy escasa. Sin embargo, es posible generar
microparticulas con cada uno de ellos, con propiedades antibacterianas independientes. Con
anterioridad se ha reportado que la adicién de compuestos bioactivos a las microparticulas de
quitosano, pueden generar estabilidad y asi combatir a microorganismos patégenos (Kawakita et
al., 2019). Por lo tanto, se espera que la adicion del extracto con saponinas a las microparticulas de
quitosano, puedan potenciar su actividad antibacteriana.

Dentro de nuestro grupo de trabajo, Acufia-Gallardo (2019) evalué microparticulas compuestas de
quitosano y extracto con saponinas con Yucca baccata en distintas cantidades (0.1, 0.5, 1, 1.5y 2g
/ 5mL) contra E. coli, S. typhi y L. monocytogenes. Tanto E. coli como S. thypi, mostraron una
inhibicién del 99.99% cuando se les afiadi6 la cantidad maxima de microparticulas (2.0 g/5mL).
Mientras que L. monocytogenes mostrd solo una reduccion bacteriana maxima del 56.25% a una
concentracion de 1g/5mL.

Esta investigacién es considerada como un antecedente para la generacion de nuevo conocimiento,
con las limitaciones y oportunidades que esto conlleva, aportacion que incluya la realizacién de
distintas pruebas microbioldgicas y cepas adicionales bacterianas que nos proporcione mas
informacién en relacion a las propiedades de las microparticulas compuestas de quitosano y
extracto con saponinas del tallo de Yucca baccata, como rangos de concentracion con actividad
microbiolOgica efectiva en relacion a aquella con antibidticos convencionales contra diferentes

cepas bacterianas asociadas con la contaminacion del agua y alimentos.
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3. HIPOTESIS

Las microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de la planta Yucca
baccata reducen efectivamente el crecimiento de Escherichia coli, Salmonella typhi,

Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes.

29



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de las microparticulas de quitosano y extracto con saponinas de la planta Yucca

baccata sobre bacterias que cominmente se encuentran en agua para consumo humano.

4.2. Objetivos Especificos

1. Elaborar microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de Yucca baccata.

2. Caracterizar fisicoquimicamente las microparticulas compuestas de quitosano y extracto con

saponinas de Yucca baccata.

3. Evaluar las propiedades antibacterianas de las microparticulas de quitosano y extracto con

saponinas de Yucca baccata.
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5. MATERIALES Y METODOS

Las saponinas provenientes del tallo de la planta Yucca baccata fueron desgrasadas con 300 mL
de n-hexano con una pureza del 95% (Fermont, México) y extraidas con 800 mL de n-butanol (J.T.
Baker, EE.UU.). Para la cuantificacion de las saponinas se utilizd un estandar de diosgenina
(saponina esteroidal) con una pureza del 93% (Sigma Aldrich, Alemania), se emplearon 5 mL de
acido sulfurico (J.T. Baker, EE.UU.), al 50% (v/v) en agua bidestilada, 10 mL de metanol grado
HPLC (J.T. Baker, EE.UU.) y 0.05 mL de p-anisaldehido al 98% (Sigma Aldrich, Alemania), todos
adquiridos comercialmente. Para elaborar las microparticulas compuestas se utilizaron 4 g de
quitosano extraido a partir de cascaras de camaron, facilitada por el Laboratorio de Biopolimeros
del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A. C. El quitosano tenia un peso
molecular aproximado de 29,000 g/Mol y un grado de acetilacion del 25%. Este quitosano fue
disuelto en 2 mL de acido acético glacial (J.T. Baker, EE.UU.) al 0.02M (v/v). Para la gelificacion
ionica de las microparticulas se utilizd la solucién de quitosano y la solucién compuesta por
quitosano y extracto con saponinas, asi como 40 g de tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma Aldrich,
Alemania) para el bafio de gelificacion recirculado. Para el andlisis microbioldgico se utilizaron
cepas ATCC de Escherichia coli 0157:H7, Salmonella typhi 14028, Staphylococcus aureus 25923
y Listeria monocytogenes 7644. Estas fueron reactivadas en 30 mL de caldo Mueller-Hinton (MH)
(Difco, Francia), las cepas fueron sembradas en agar MH (Difco, Francia). Como control positivo
se utilizé sulfato de kanamicina (Lmg/mL) (Sigma Aldrich, Alemania) y como control negativo el

caldo MH con el in6culo de la bacteria.

5.1. Extraccién de Saponinas de la Planta Yucca baccata

5.1.1. Método de Secado del Tallo de Yucca baccata

El tallo de la planta de Yucca baccata fue recolectado a 20 km del municipio de Cananea Sonora.
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Los tallos fueron pesados en una balanza Ohaus (Adventurer ARA520, EE.UU.) y cortados en
piezas de aproximadamente 1 cm de grosor para dejarlas secar en charolas durante 14 dias bajo los
rayos del sol. Una vez seco, los tallos fueron pulverizados utilizando un molino Pulvex (Modelo
200, Mexico) hasta obtener un polvo con un tamafio de particula aproximado de 2 mm. Se
selecciond el tallo de la planta, debido a que un estudio previo demostré que el tallo de Yucca
baccata presenta la mayor concentracién de saponinas (3.37 mg/mL), mientras que las hojas y la

raiz, presentaron concentraciones de 1.99 mg/mL y 0.41 mg/mL respectivamente (Leon, 2012).

5.1.2. Obtencion del Extracto del Tallo de Yucca baccata

Para el proceso de obtencion del extracto con saponinas fue necesario desgrasar la muestra del tallo
de Yuca baccata, por lo que se agregaron 300 mL de n-Hexano a 137.1 g del tallo pulverizado
contenido en un vaso de precipitado, y se dejé en agitacion por 24 h usando un agitador magnético
(Thermolyne Cimarec 3, Reino Unido). Posteriormente se dejo reposar por 24 h para generar la
separacion de fases y se decant6 para eliminar el hexano. Una vez desgrasada la muestra, se siguio
el método de extraccion descrito por Newbold et al., (1977) y modificado por Ledn-Trujillo (2012).
Este polvo de coloracion café fue pesado en una balanza Ohaus (Adventurer ARA520, EE.UU.) y
suspendido en agua bidestilada (33 g/L), dejandose en agitacion magnética constante por 24 h a
25-30°C. Posteriormente, la muestra contenida en el vaso de precipitado fue centrifugada a 10,000
rpm/ 10 min/4°C en un equipo Thermo Scientific (Multifuge X3R Centrifuge, EE.UU.), el liquido
sobrenadante fue conservado y el precipitado descartado. Se afiadié n-butanol en cantidades iguales
de volumen del liquido sobrenadante (800 mL), manteniéndose en agitacion magnética constante
por 24 h a 25-30°C. Posteriormente, la muestra se dejé reposar por 24 h para obtener una separacion
de fases. Se procedid a decantar la muestra para separar la fase acuosa de la fase butandlica,
evaporando la Gltima a través de bafio maria a 100°C (Thermolyne Cimarec 3, Reino Unido).
Finalmente, el extracto fue liofilizado en Labconco Benchio FreeZone (7750030, EE.UU). El
extracto con saponinas obtenido del tallo de Yucca baccata fue pesado en una balanza Ohaus
(Adventurer ARA520, EE.UU.) y transferido a un frasco de vidrio ambar, etiquetado y almacenado

a temperatura ambiente para su posterior analisis.
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5.1.3. Cuantificacion de Saponinas en el Extracto de Yucca baccata

Para cuantificar las saponinas presentes en el extracto del tallo de Yucca baccata se siguié la técnica
de espectrofotométrica planteada por Baccou et al., (1977). Se pesaron por separado 2 mg del
extracto con saponinas y 2 mg del estandar de diosgenina al 93%, cada uno se colocaron en un
matraz de 10 mL y se aforaron con metanol de alta pureza. Con la solucién de diosgenina se
realizaron diluciones en tubos de ensayo de 15 mL en concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL
(Fig. 4). Para la mezcla de reaccién se prepard una solucion de p-anisaldehido al 0.5% (v/v) en
metanol y otra solucidn de acido sulfurico al 50% (v/v) con agua destilada. Se agregd 1 mL de cada
solucion a cada una de las diluciones con diosgenina ya preparadas y a la muestra que contenia el
extracto con saponinas. La muestra blanco consistié en agregar 1 mL de la solucién de p-
anisaldehido, 1 mL de la solucién de &cido sulfurico y 2 mL de metanol en un tubo de ensayo de
15 mL. Todas las soluciones se homogenizaron en un vortex VWR (58816-123, EE.UU) por un
minuto y calentaron en un bafio de agua a 100°C en placa (Thermolyne Cimarec 3, Reino Unido).
Posteriormente pasaron a un bafio de agua con hielo en el que permanecieron por 15 min para
detener la reaccion.

Las muestras se analizaron por triplicado y fueron evaluadas en un espectrofotometro UV Thermo
Scientific (Genesys 10uv scanning, EE.UU) programado a una longitud de onda de 430 nm de
absorbancia usando celdas de cuarzo de 1 cmq. Las lecturas obtenidas se utilizaron para crear una
curva de calibracién que nos brind6 la concentracion de saponinas presentes en el extracto de tallo
de Yucca baccata. La curva present6 un coeficiente de correlacion R? de 0.9981 (Fig. 5). Ademas,
la concentracién de saponinas se calculé mediante la ecuacion resultante de la misma (Ecuacion
1).
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Figura 5. Curva estandar de diosgenina 93% utilizada para la cuantificacion de saponinas
esteroidales en el extracto del tallo de Yucca baccata.

(Abs 430-0.01) (1)

[Concentracion de saponinas] =Y = e

Donde: Y es igual a la concentracion de saponinas, X es el resultado de la lectura a una

absorbancia de 430 nm, Ay B son las constantes dadas por la ecuacion de la recta.
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5.2. Elaboracién de Microparticulas Compuestas

5.2.1. Preparacion de las Soluciones con Quitosano y Extracto con Saponinas

Para iniciar la elaboracion de microparticulas compuestas se prepararon dos soluciones; la primera,
la cual fue utilizada como control contenia quitosano al 2.0% (p/v) en un volumen de 200 mL de
acido acético (0.02 M); y la segunda solucion fue de quitosano al 2% (p/v) en 100 mL de acido
acético (0.02 M) y 100 mL de extracto con saponinas (1.5% p/v) en agua bidestilada. Para la
segunda solucidn, se requiri6 calentar el agua bidestilada y el extracto con saponinas a 50°C durante
1 h, y se centrifugd a 6000 rpm /15 min para asegurar que los componentes de la mezcla se
disolvieran completamente. Una vez realizadas ambas soluciones se procedid con la elaboracion

de las microparticulas.

5.2.2. Elaboracién de Microparticulas Compuestas

Las microparticulas de quitosano y las compuestas con quitosano y extracto con saponinas fueron
elaboradas usando el método de goteo controlado y bafio recirculado. En la Fig. 5 se muestra un
esquema del sistema usado, que consistié en una bomba peristaltica (Easy-load master flex 1/P,
EE.UU.) que recirculaba la solucién de tripolifosfato de sodio al 2.0% (TPP); una bomba para
jeringa (Razel R99-EJ, EE.UU.) que controlaba la presion de eyeccion de la solucion; y una bomba
de vacio que proporcion0 la presion de aire para controlar el tamafio y forma de las microparticulas.
Una vez elaboradas, las microparticulas se dejaron reposar en una solucion de TPP por 30 min para
terminar de generar la gelificacion ionica. Las microparticulas fueron recuperadas mediante
lavados con agua bidestilada hasta llegar a un pH neutro (=7). Posteriormente se guardaron en agua

Milli-Q a una temperatura de 4°C.
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Figura 6. Sistema de elaboracion de microparticulas.

5.2.3. Caracterizacion de las Microparticulas Compuestas

Se utiliz6 un microscopio 6ptico de luz invertida (AmScope XSB-1?, China) con el objetivo 4 X,
el microscopio estuvo acoplado a una computadora con el programa toupView 3.7. Se analizé la
morfologia, se midio el diametro horizontal de las microparticulas en um y se tomaron fotografias
para su analisis. El analisis de las caracteristicas fisicoquimicas se realizé con un microscopio
electrénico de barrido (JSM 5410 LV Scanning Microscope, Japon) en el Departamento de
Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora, anteriormente la muestra
habia sido congelada en un Torrey (VRF-24-1DS 1022208, México) y liofilizada en Labconco
Benchio FreeZone (7750030, EE.UU) con el propoésito de mantener la menor humedad posible en
las microparticulas. Se realizd un anélisis con electroscopia infrarroja transformada de Furier
(FTIR) (Nicolet iS50 FT-IR Thermo scientific, EE.UU) para detectar la frecuencia de resonancia
de las moléculas presentes tanto en las microparticulas compuestas de quitosano y extracto con
saponinas de Yucca baccata, como ambos componentes de forma individual. Se observaron las

vibraciones del extracto con saponinas, las cuales fueron comparadas con diosgenina (saponina
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esteroidal de referencia) asi como los enlaces caracteristicos del quitosano. También se usd un
espectrofotometro de UV-visible Thermo Scientific (Genesys 10uv scanning, EE.UU.) para
realizar el analisis de inmovilizacion, y para ello se pes6 1g de microparticulas compuestas
suspendidas en agua bidestilada, a las cuales se les realizaron lecturas en UV- visible por 30 h
posteriores a su realizaron, los datos obtenidos se utilizaron para cuantificar la cantidad del extracto
en las microparticulas compuestas. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 280 nm de
absorbancia usando celdas de cuarzo de 1 cm3. Como base para conocer esta informacion se utilizo
una curva de calibracion de UV-visible (Fig.7) realizada previamente en el grupo de trabajo para

la medicion de la eficiencia de asociacion (Acufia-Gallardo, 2019).

[Concentracion de extracto con saponinas perdido] = Y = 0.022 (Abs 280) + 0.005 (2)

Donde: Y es igual a la concentracidn de extracto con saponinas perdido en las microparticulas,
X es el resultado de la lectura a una absorbancia de 280 nm, A'y B son las constantes dadas por

la ecuacion de la recta.
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Figura 7. Curva de calibracion UV-visible para la medicién de la eficiencia de asociacion y
liberacion del extracto con saponinas de las microparticulas compuestas.

Total del extracto con saponinas — perdida del extracto

[Eficiencia de asociacion] = con saponinas x100  (3)

Total del extracto con saponinas

5.3. Evaluacion Antibacteriana “in vitro”

Para el analisis microbioldgico se utilizaron las cepas ATCC de Escherichia coli O157:H7,
Salmonella typhinurium 14028, Staphylococcus aureus 25923 y Listeria monocytogenes 7644,
facilitadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo, A. C. Las cepas fueron reactivadas tomando un indculo de cada placa

que las contenia, colocandose en tubos de 5.0 mL con caldo Muller Hinton (MH), se agitaron y
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dejaron en incubacion (Thermo Scientific Heratherm 66L, EE.UU.) a 37°C por 24 h.
Posteriormente, se tomo un indculo de cada tubo con un asa estéril, se sembro en agar MH y se
incubd a 37°C por 24 h. Los indculos de cada una de las cepas bacterianas fueron ajustados usando
la escala de Mc Farland 0.5 (1,5 x 108 UFC/mL). Las bacterias fueron aisladas a partir de la técnica
de siembra en estria por agotamiento y se utilizaron en las pruebas antibacterianas inmediatamente

después de su incubacion.

5.3.1. Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida

Se determino la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las microparticulas de quitosano y las
compuestas por el meétodo de dilucion en caldo. Se utilizaron tubos estériles con 5 mL de caldo de
cultivo MH inoculados con las cepas mencionadas y ajustadas usando la escala de Mc Farland 0.5
(1,5 x 108 UFC/mL). Se les afiadi6 de manera separada, las microparticulas de quitosano y las
compuestas con quitosano y extracto con saponinas en distintas concentraciones masa/volumen
(0.2,0.3,0.4,0.5y 0.6 g/mL). Se incubaron durante 24 h a 37 °C. Se analizaron signos visibles de
crecimiento o turbidez en los tubos, y la concentracion més baja de microparticulas que inhibia el
crecimiento de bacterias se consideré como la CMI (Qi et al., 2004; Velazques et al., 2007).

Posteriormente, se determino la concentracion minima bactericida (CMB); y para ello se sumergio
un asa estéril en cada tubo que mostrara algun grado de inhibicion por parte de las microparticulas,
para asi sembrar por estriado en caja Petri con agar MH e incubar cada placa por 24 h a 37 °C. Con
el criterio de valoracion para CMB, se identificd la minima concentracion de microparticulas
compuestas que se asociaban con el 99% de la mortandad de la poblacion bacteriana (Parvekar et
al., 2020). En ambas pruebas microbiolégicas, se utilizé6 kanamicina (1mg/mL) como control
positivo; el caldo MH inoculado con cada cepa bacteriana como control negativo; y caldo MH con

microparticulas como control de no contaminacion. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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5.3.2. Cinética de Crecimiento

Se analizd la cinética de crecimiento bacteriano de cada una de las cepas estudiadas con el fin de
evaluar los cambios en su crecimiento en contacto con las microparticulas. Para ello, a tubos
estériles con 5.0 mL de caldo de cultivo MH inoculados con las cepas bacterianas, a
concentraciones ajustadas con la escala de Mc Farland 0.5 (1.5 x 108 UFC/mL), se les afiadio
microparticulas compuestas de quitosano con extracto con saponinas en las siguientes
concentraciones: 0.4g/mL para E. coli O157:H7, S. typhi, S. aureus y 0.5g/mL para L.
monocytogenes, las cuales se consideraron en base a las CMB estimadas. Los tubos se incubaron a
37° C durante 24 h, y de los cuales se realizaron diluciones seriadas a 0, 2, 4, 8, 16 y 24 h. y estas
diluciones se realizaron en base a 1:50 con caldo MH y se sembraron en placas de Petri con agar
MH (Sette-de-Souza et al., 2020; Ramirez y Marin, 2009). EI nimero de UFC/mL se determind
utilizando un contador de colonias bacterianas después de 24 horas de incubacion. Se utiliz6 solo
caldo MH sin indculo y caldo MH con el in6culo de cada bacteria (1.5 x 10.28 UFC/mL) como
control negativo y positivo respectivamente. En cada ensayo se incluyeron controles y se llevaron

a cabo por triplicado.

5.4. Analisis Estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva para el analisis de los datos de caracterizacidon de microparticulas
(media, desviacion estandar). La prueba T-student se usé para comparar el tamafio (didametro) entre
las microparticulas de quitosano y aquellas compuestas con quitosano y extracto con saponinas. Se
realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey para la comparacién entre medias
de las pruebas antibacterianas. La diferencia significativa fue establecida a un nivel de P <0.05 y

los analisis de datos fueron llevados a cabo con el programa estadistico STATA 12.0, version 2012.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Extracto con Saponinas de Yucca baccata

6.1.1. Rendimiento de Extraccion

Un proceso de extraccion butanolica fue aplicado a 137.1 g de polvo de Yucca baccata y se obtuvo
5.29 g de un polvo fino con coloracion café-amarillo (extracto con saponinas, representando un
rendimiento de 3.85%. Anteriormente se han reportado valores de rendimiento similares a los
obtenidos. Flores y colaboradores (2013), realizaron dos metodologias de maceracion para la
extraccion butandlica de saponinas provenientes de Melissa officinalis “Toronjil”, la primera
consistio en emplear un pretratamiento (desengrasar la muestra) y la segunda sin realizar
pretratamiento. Se repotaron rendimientos del 3.90% y 2.40%, respectivamente. Asi mismo,
Marruffo en 2019, realizd una extraccion butandlica de saponinas provenientes de hojas de
Baccharis Emarginata obteniendo un rendimiento del 2.84%. Ese mismo afio, en el grupo de
trabajo, Acufia-Gallardo obtuvo un rendimiento del 4.19% al obtener extracto con saponinas del
tallo de la planta Yucca baccata utilizando butanol como solvente de extraccion. Respecto a la
variacion en estos rendimientos de extraccion ya se ha reportado que el porcentaje de rendimiento
y eficiencia del proceso dependen de varios factores como la recoleccion de la muestra (método de
recoleccion, temporada, parte de la planta por extraer), el solvente de extraccion a usar, las
condiciones al momento de la extraccion (temperatura, pH, proporcion de solvente) y el tamarfio de
particula del polvo con el que se inicia la extraccion (Majinda, 2012).

De igual forma se han realizado distintos métodos para la extraccion de saponinas. Rodriguez en
2016, uso tres métodos para obtener saponinas a partir de Furcraea hexapetala, obteniendo mejor
eficiencia y mayor concentracion de saponinas con el método de maceracion (18.89%) en
comparacion con la extraccion de saponinas a través de jugo de las hojas (15.30%) y Soxhlet
(6.30%). También se han probado diversos solventes para la extraccion de saponinas, siendo los

mas usados los alcoholes de bajo peso molecular, como el metanol, etanol, butanol, y especialmente
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la mezclas de estos en diferentes proporciones; esto debido a la naturaleza polar que poseen las
saponinas, ya que por su caracter glicosidico, son insolubles en solventes apolares (Hernandez et
al., 2005). También, se ha reportado que el realizar un pretratamiento a la muestra aumenta su
eficiencia de extraccion, esto incluye el secado del tallo de la planta, la reduccion del tamafio de
particula del polvo del tallo y el desengrasado de la muestra con algun solvente lipofilico (Majinda,
2012).

6.1.2. Cuantificacion de Saponinas

Se realiz6 un analisis de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), importante
para la identificacion de los grupos funcionales, y corroborar que las saponinas extraidas del tallo
de Yucca baccata son de tipo esteroidal. Se utilizd un estandar de diosgenina (93% de pureza) y tal
como se observa en la Fig. 8, sus espectros resultaron similares entre ambos tipos de saponinas y
semejantes a los que han reportado otras investigaciones (Quillay et al., 2017; Yuan et al., 2018;
Acufia-Gallardo, 2019.) presentando vibraciones caracteristicas de las saponinas esteroidales. Se
observé una vibracion de hidroxilo (O-H) aproximadamente a 3500 cm™; una vibracion
correspondiente a los enlaces C-H a 2916 cm®; un pico de vibracion del grupo carbonilo (C=0) a
1717 cm’®; los enlaces C-O-C a 1076 cm™; y el enlace C-H a 900 cm™ Ademas, la ausencia de
absorcion entre ~ 2500 cm™ y 1900 cm™ nos indicd que no hubo acumulacién de dobles y triples

enlaces en nuestro extracto con saponinas.
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Figura 8. Espectro FTIR del Extracto con saponinas de Yucca baccata (azul) y Sigma diosgenina
93% de pureza como referencia estandar (rojo).

La concentracion de saponinas fue de 44.79 ug de saponinas (equivalentes de diosgenina) por cada
200 pg de extracto butandlico, lo que represent0 una concentracion de saponinas de 24.22% p/p
del tallo de la planta de Yucca baccata. Otros autores, como Le6n-Trujillo en 2012, estimd una
concentracion aproximada del 13.82% p/p, obteniendo 27.64 ug de saponinas por cada 200 pg de
extracto butanolico; Pereo-Vega en 2015 report6 47.78 g de saponinas por cada 200 pg de extracto
butandlico, con una concentracion aproximada de 23.9% p/p; y Acufia-Gallardo en 2019 obtuvo
31.40 pg de saponinas por cada 200 pg de extracto butandlico, con una concentracion de 21.96%
p/p del extracto de la planta de Yucca baccata. La concentracion de saponinas provenientes de

plantas depende de los factores ya antes descritos en rendimiento de extraccion (Alcazar, 2016).
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Elaboracion y Caracterizacion de Mp Compuestas de Quitosano y Extracto con Saponinas.

6.1.3. Tamafio de Microparticulas

Las microparticulas presentaron tamarios ligeramente variados, con un diametro promedio para las
microparticulas de quitosano de 265.59 *+ 96.30 um Yy para las microparticulas compuestas de
271.80 £ 91.86 um. No se observd diferencia significativa entre ambas medias, lo que significo
que el inmovilizar a las saponinas en las microparticulas no gener6é cambios en su tamafio (P<0.05).
En la Fig. 9 se presenta la distribucion en porcentaje del tamafio de las microparticulas por rangos
de didmetro, y se puede observar que la mayor proporcion de microparticulas de quitosano (33.5%)
y aquellas compuestas (43.1%) se encuentran en un rango de didmetro que va de 100-149 pm.
Trabajos previos han reportado microparticulas de quitosano y microparticulas compuestas con
didmetros de 453.74 + 150.43 um y 408.89 + 156.36 um, respectivamente. Esta diferencia pudiera
deberse a la técnica de gelificacion o condiciones de elaboracion de las microparticulas ya que
tienen relacion con el control de tamafio de las particulas (Acufia-Gallardo 2019; Lengyel, et al.,
2019; Goycoolea et al., 2018).
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Figura 9. Distribucion de tamafios promedios de Microparticulas de quitosano y Microparticulas
compuestas de quitosano y extracto con saponinas.
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De acuerdo a Detsi et al., (2020) la gelificacion ionica es un método adecuado para la formacion
de particulas estables; sin embargo, usualmente genera particulas de gran tamafio comparado con
otros métodos, ademas que presenta sensibilidad al pH y alta polidispersidad. En 2016, Samrot y
colaboradores, elaboraron particulas de quitosano por la técnica de gelificacion ionotropica y goteo
controlado, y obtuvieron microparticulas semiesféricas de tamafios variados (50 a 300 nm).
Finalmente, ellos concluyeron que sus microparticulas presentaron tamafios mas grandes cuando
se encapsulaba algun compuesto en su matriz polimérica. Respecto a la variacion en el tamafio de
las microparticulas, se ha observado que existen diferentes factores que pueden contribuir a esto,
como la relacion de concentracion entre el quitosano y el TPP, el sistema de elaboracion de las
mismas, la técnica de gelificacion realizada, y el material a encapsular (Yu et al., 2013).

6.1.4. Morfologia de las Microparticulas

En los resultados obtenidos para andlisis de superficie por microscopia éptico de luz invertida, se
observd que las microparticulas son semiesféricas como se muestran en la Figura 10. Algunas de
ellas mostraban dafio e irregularidades en su superficie, como lo muestran las flechas en las
imagenes, y esto pudiera ser atribuido al tiempo de reposo insuficiente (< 30 minutos) del bafio de
TPP en el que se presentaban sumergidas las microparticulas, lo que podria haber impedido su
gelificacion completa antes de someterse a movimientos que posiblemente causaron dafio en su
morfologia (Acufia-Gallardo, 2019). Ademas, anteriormente (2016), Samrot y colaboradores,
observaron que la concentracion de la solucion utilizada para el bafio de gelificacion, la
concentracion del bafio de TPP y el pH son fundamentales para elaborar microparticulas de forma

homogénea, por lo que son cuestiones a considerar al momento de realizar microparticulas.
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Figura 10. Imégenes de microscopia con objetivo 4x de las microparticulas de quitosano (A) y
compuestas (B) realizadas mediante gelificacion ionica.

También la observacién por microscopia electronica de barrido (objetivos 35X y 500X), mostrd
que en su mayoria, ambos tipos de microparticulas (Fig. 11), presentaban estructuras completas,
pero con superficies rugosas; y no todas las microparticulas presentaron forma semiesférica ya que
algunas presentaron deformaciones en su estructura, probablemente como resultado de la
liofilizacion previa a su analisis microscopico. También se observaron didmetros mucho més

pequefios para las microparticulas de quitosano que aquellos en las microparticulas compuestas.
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Figura 11. Micrografia de las Microparticulas liofilizadas de quitosano (A) y compuestas (B)
utilizando aumento de 35X por microscopia electrdnica de barrido.

Por otro lado, las micrografias a 500X (Fig. 12), nos permitieron observar paredes mas lisas para
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las microparticulas de quitosano (A) en comparacion con las microparticulas compuestas (B), las
cuales presentaron una pared mas rugosa y con dafios aparentes, como se indica con las flechas en
las iméagenes; este suceso ya ha sido reportado en trabajos anteriores, probablemente por cambios
que sufre la matriz polimérica cuando se encapsula algiin componente (Samrot et al., 2016).

Los dafios evidentes mostrados por la microscopia electronica de barrido pudieron ser debido al
proceso de liofilizacion por el cual pasaron las microparticulas, ya que la microscopia dptica de luz
invertida, mostré menores irregularidades en las microparticulas comparadas con aquellas después
del proceso de liofilizacion. Es importante aclarar, que las microparticulas utilizadas en las pruebas
antibacterianas fueron microparticulas semiesféricas sin dafio aparente, porque se utilizaron
después de su gelificacion ionica en el bafio de TPP en un pH neutro, sin ser sometidas al proceso

de liofilizacion.

Figura 12. Micrograﬂ’a de las Miéroparticulas liofilizadas de quitosano (A) y'compuestas (B)
utilizando aumento de 500X por microscopia electronica de barrido.

6.1.5. Eficiencia de Asociacion

Se determiné una eficiencia de asociacion del 86.70%, y esto indicé que se presentd una pérdida
del extracto con saponinas durante la elaboracion de las microparticulas alrededor del 13.30%. Los
resultados de la estabilidad de las microparticulas compuestas se encuentran en la figura 13, en
donde se puede observar la pérdida del extracto con saponinas por 30 h. Las microparticulas
presentaron cierta estabilidad, después de 12 h. cuando se liber6 la mayor concentracion del
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extracto con saponinas, particularmente en las primeras 8 h. Ademas, se presentd una pérdida
maxima del extracto con saponinas de 133.30 + 2.29 ug, que representd el 8.88% de la carga inicial.
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Figura 13. Cuantificacion de la pérdida del extracto con saponinas de las microparticulas
compuestas.

Con anterioridad, en nuestro grupo de trabajo se realizaron microparticulas compuestas de
quitosano y extracto con saponinas las cuales presentaron una eficacia de asociacion del 83.37%,
y una pérdida maxima del extracto con saponinas de 149.27 + 2.76 ug. (equivalente a menos del
10% de la carga inicial) la cual fue mayor a la de este trabajo, y esto pudiera atribuirse a que las
microparticulas realizadas por Acufia-Gallardo (2019) presentaron un didmetro promedio mayor
(408.89 + 156.36 um) comparadas con las realizadas en este trabajo (271.80 = 91.86 um), lo que
consideramos puede ser una determinante para la diferencia en la eficacia de asociacion.
Similarmente, en 2016, Caetano y colaboradores realizaron microparticulas de quitosano cargadas
con el bacilo de Calmette-Guérin (Mycobacterium bovis), en lotes de tamarios que iban de los 21.4
+ 2.4 um alos 39.3 + 3.9 um, y observaron que, entre menor era el tamafio de las microparticulas,
mayor era la eficacia de asociacion (83% y 74%, respectivamente). También, Batista y
colaboradores (2021) elaboraron microparticulas de quitosano cargadas de péptidos, y en sus
resultados obtuvieron una eficacia de asociacion del 86.1%, un valor similar a lo obtenido en este

estudio.
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De igual forma se realizd un andlisis de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR), para corroborar la existencia de interaccion de los componentes de las microparticulas.
Para ello se evaluaron muestras de quitosano, de extracto con saponinas y de las microparticulas
constituidas por ambos componentes tal como se observa en la Figura 14. El espectro de las
microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas mosto bandas caracteristicas de
ambos componentes de la misma. Se observo una vibracion de hidroxilo (O-H) a aproximadamente
3500 cm™*; una vibracion correspondiente a los enlaces C-H a 2916 cm™; el grupo N-H cercano a
1600 cm™*; vibracion del grupo Amida 11 a 1465 cm™; y los enlaces C-O-C a 1076 cm™. Se presentd
un pico de vibracion cercana a los 900 cm™ conocido como enlace P-O-P y caracteristico del TPP,
el cual fue utilizado para la elaboracién de las microparticulas; Ademas, se observé una vibracion
a1215cm™!, relacionada con los grupos P-O de los iones del TPP, el cual demuestra una interaccion

entre las microparticulas y el TPP (Silvestro et al., 2020; Ferreira-Tomaz A et al., 2018; Loutfy et
al., 2016).
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Figura 14. Espectro FTIR de las muestras de quitosano, extracto con saponmas y microparticulas
compuestas de quitosano y extracto con saponinas.
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6.2. Actividad Antibacteriana de Microparticulas

6.2.1. Concentraciones Minima Inhibitoria (CMI) y Minima Bactericida (CMB)

Los resultados de las pruebas antibacterianas se muestran en el Cuadro 3. Las bacterias analizadas
mostraron inhibicion y muerte celular cuando entraron en contacto con las microparticulas de
quitosano y las compuestas con quitosano y extracto con saponinas. Sin embargo, en base a
experimentos preliminares, fue posible ver que no todas las bacterias presentaban inhibicién y
muerte a la misma concentracion de microparticulas agregadas.

La bacteria que presentd mayor sensibilidad a las microparticulas fue S. typhi (Gram negativa) con
una CMI de 0.2 g/mL de microparticulas tanto de quitosano como microparticulas compuestas; y
una CMB de 0.4 g/mL con las microparticulas de quitosano y 0.3g/mL con las microparticulas
compuestas. Por el contrario, L. monocytogenes (Gram positiva) fue la bacteria que presentd mayor
resistencia con una CMI de 0.4 g/mL con ambos tipos de microparticulas; una CMB de 0.6 g/mL,
con las microparticulas de quitosano y de 0.5 g/mL con las microparticulas compuestas. Respecto
a S. aureus (Gram positiva), se obtuvo una CMI de 0.3 g/mL con ambos tipos de microparticulas,
y una CMB de 0.4 g/mL con las microparticulas compuestas, y 0.5 g/mL con microparticulas de
quitosano. En estas tres cepas se necesité una menor cantidad de microparticulas compuestas que
microparticulas de quitosano para generar la muerte de las bacterias, concluyendo que el extracto
con saponinas potencializa la actividad antibacteriana de las microparticulas. Sin embargo, para E.
coli (Gram negativa) no se presentd diferencia alguna al inmovilizar el extracto con saponinas ya

que se obtuvo una CMI de 0.3 g/mL y una CMB de 0.4 g/mL con ambos tipos de microparticulas.
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Cuadro 3. Resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima

Bactericida.
CMI CMB
Bacterias Mp quitosano Mp Mp quitosano Mp
o/mL compuestas* o/mL compuestas*
g/mL g/mL
Salmonella
typhi 0.22 0.22 0.4¢ 0.3°
ATCC 14028
Escherichia
coli 0.3° 0.3 0.4° 0.4°
0O157:H7
Staphylococcus
aureus 0.3 0.3 0.5¢ 0.4°
ATCC 25923
Listeria
monocytogenes 0.5¢ 0.4° 0.6° 0.5¢
ATCC 7644

Diferentes literales indican diferencias entre los grupos (P<0.05). ATCC: American Type Culture
Collection. * Microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de Yucca baccata.

Previamente, Acufia-Gallardo en 2019, usé microparticulas de quitosano y compuestas con
quitosano y extracto con saponinas de Yucca baccata ante las cepas ATCC L. monocytogenes 7644,
S. typhi 14028 y E. coli 25922, reportando resultados similares en el caso de las Gltimas dos
bacterias. La autora observo un porcentaje de inhibicion del 99% al afiadir 2g/5mL usando ambos
tipos de microparticulas contra E. coli, mientras que S. typhi presentaba un porcentaje de inhibicion
del 99% al agregar 2g/5mL de microparticulas de quitosano y 1.5g/5mL de microparticulas
compuestas. Sin embargo, para L. monocytogenes, solo observo una inhibicion maxima de 56.25%
con las microparticulas compuestas.

Existen estudios previos en donde se evalué el quitosano o los extractos con saponinas de manera
independiente provenientes de diversas plantas frente a las mismas cepas utilizadas en nuestro
trabajo. En 2013, Mahdy y colaboradores evaluaron un quitosano (10 mg/mL) sintetizado por
microondas contra S. typhi ATCC 14028 y E. coli ATCC 25922, observandose inhibiciones de
crecimiento de 0.8% a 0.5% (p/v) y 1.0% a 0.5% (p/v) respectivamente, pero; con mayor inhibicién
para E. coli.

Sewlikar y D’Souza (2017) determinaron los efectos antibacterianos del extracto con saponinas de
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Quillaja contra E. coli O157: H7 mediante la prueba de microdilucion. La cepa inicié con un
crecimiento de 7.5 log UFC y después de 16 horas de incubacion, se redujo a 6.79 y 3.5 log UFC.
De igual forma, Reyna-Murrieta en 2021, evalu6 el extracto butanolico con saponinas de Yucca
baccata, inhibiendo totalmente E. coli O157: H7 con 120 mg/mL del extracto. Por otro lado,
Garrido-Maestu y colaboradores (2018), elaboraron nanoparticulas de quitosano, las cuales
inhibieron totalmente a E coli O157:H7 a una concentracion de 0.2%.

En 2021, Asemave, evaluo el extracto con saponinas de cascara de cacahuates frente a dos cepas,
S. aureus ATCC 25923 y P. aeruginosa ATCC 29953 usando también la prueba de difusion en
placa. S. aureus presentd una mayor zona de inhibicion (10.66 mm + 0.58) en comparacion con P.
aeruginosa (3.33 mm = 0.58) cuando fueron expuestas a 100 mg/mL del extracto. Asi mismo,
Zienkiewicz-Strzatka y colaboradores (2019), elaboraron nanoparticulas de plata y quitosano,
evaluando su actividad mediante la técnica de microdilucion. Se estimé una CMI de 0.68 mg/L
para E. coli ATCC 25922 y una CMI dos veces mayor (1.36 mg/L) para S. aureus ATCC 5923, lo
cual sugiri6 que las bacterias gram positivas aparentemente eran mas tolerantes a la presencia de
particulas de quitosano.

Ademas, en 2022, Veltman y colaboradores, elaboraron nanoparticulas de quitosano las cuales se
unieron selectivamente a bacterias Gram negativas en comparacion con las cepas Gram positivas,
particularmente a E. coli y Salmonella. Esto explicaria el fendmeno observado en las bacterias
Gram positivas (S. aureus y L. monocytogenes) en este estudio, en el que, a pesar de ser bacterias
que fueron inhibidas con microparticulas de quitosano, la incorporacion del extracto con saponinas
aparentemente potencializé6 su efecto antibacteriano produciendo su muerte a una menor

concentracion como puede observarse en el Cuadro 3 (Li y Zhuag, 2020; Kawakita et al., 2019)

6.2.2. Cinética de Crecimiento

Los resultados de la cinética de crecimiento de cada cepa se muestran en la Figura 15, en donde se
observa el crecimiento natural de cada bacteria como el control, y el crecimiento de la misma con
la adicion de las microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de Yucca

baccata para su analisis comparativo. Se realizé un seguimiento durante las primeras 24 horas de
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incubacion en el caso de E. coli, S. aureus y S.

monocytogenes para su confirmacion.

typhi, y hasta las 48 horas en el caso de
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Figura 15. Cinética de crecimiento de cada bacteria en contacto con las microparticulas
compuestas* A) S. typhi ATCC 14028 y en contacto con 0.4g/mL de microparticulas compuestas.
B) E. coli O157:H7 y en contacto con 0.4g/mL de microparticulas compuestas. C) S. aureus
ATCC 25923y en contacto con 0.4g/mL de microparticulas compuestas. D) L. monocytogenes
ATCC 7644 y en contacto con 0.5g/mL de microparticulas compuestas. + DS
*Microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de Yucca baccata.

Como se puede observar, en S. typhi las microparticulas compuestas generaron una reduccién
bacteriana a partir de las 4 horas, interrumpiendo la fase de crecimiento exponencial, evitando el
inicio de la fase estacionaria de la cepa produciendo su muerte a las 24 horas. Respecto a E. coli,
se muestra que las microparticulas compuestas redujeron su actividad considerablemente entre las
4-8 horas, y a partir de las 16 horas hay una reduccion total de sus UFC. Por otro lado, S. aureus
desde un inicio (hora 0) ya exhibia una menor cantidad de colonias al contacto con las

microparticulas compuestas, y una reduccién considerable a las 16 horas, y muerte total a las 24
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horas. Respecto a L. monocytogenes, se puede observar una caida de la curva a partir de las 8 horas,
generando muerte total a partir de las 24 horas, con confirmacion de ausencia de colonias a las 36
y 48 horas.

Estudios previos han investigado el comportamiento natural de las cepas bacterianas y su
comportamiento en presencia de quitosano y los extractos con saponinas de manera independiente.
En 2020, Dev y colaboradores evaluaron la eficacia antimicrobiana de las emulsiones de &cido
pelargonico elaboradas con saponinas de Quillaja en el papel de surfactantes frente a S. typhi
ATCC 14028, y observaron que la cepa redujo su actividad (de 11 Log CFU/mL a6 Log CFU/mL).
Sin embargo, no se observo inhibicion total. En los resultados que mostramos el quitosano vy el
extracto con saponinas en combinacidn, inhibieron por completo a S. typhi después de las 24 horas
de incubacion.

Rhim y colaboradores (2006) elaboraron nanoparticulas a base de quitosano, las cuales fueron
evaluadas frente a E. coli O157:H7. Se realiz una prueba de cinética de crecimiento para observar
el desarrollo de la bacteria por 10 horas. A partir de las 6 horas, se observo una inhibicion total de
la misma con la incorporacion de nanoparticulas de plata, pero cuando se anadié quitosano puro,
no se observo reduccion (Log 102 UFC/mL). En 2015, Xue y colaboradores, elaboraron dos tipos
de nanoparticulas las primeras con altas (1 % p/v de aceite de tomillo con 4% p/v de NaCas y 0.5
% p/v de lecitina) y las segundas con bajas (1 % p/v de aceite de tomillo con 2% p/v de NaCas y
0.25 % p/v de lecitina.) concentraciones de emulsificante a base de quitosano, las cuales fueron
evaluadas frente a E. coli O157:H7. Ellos observaron una reduccion significativa de la poblacion
viable total de E. coli a partir de las 6 horas de incubacion con ambos tipos de nanoparticulas. En
2018, Garrido-Maestu y colaboradores reportaron que la bacteria E. coli O157:H7 fue eliminada
totalmente al agregar un 0.2% de microparticulas de quitosano después de una incubacion de 8
horas a 37 °C.

Sieberi y colaboradores (2020) evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto metandlico con
saponinas de Centella asiatica, frente a S. aureus ATCC 25923. Sus resultados mostraron una
inhibicion total después de las 24 horas de incubacion, con una significativa reduccion de UFC a
partir de las 8 horas. Se observo, particularmente, la reduccion de crecimiento de la misma desde
la hora 0. Comparando este estudio de Sieberi con nuestros resultados, se puede observar una
reduccion de las UFC a partir de las 4 horas, posiblemente debido a la presencia de quitosano en
nuestras microparticulas, generando una respuesta mas rapida en la reduccion de las celulas

bacterianas.
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Respecto a L. monocytogenes, en 2014, Da-Silva y colaboradores realizaron nanovesiculas de
nisina con y sin quitosano, las cuales fueron evaluadas frente a L. monocytogenes ATCC 7644. Los
resultados mostraron que la formulacidn que contenia quitosano fue mas estable y més eficiente en
la inhibicién de L. monocytogenes en comparacion con las otras nanovesiculas sin quitosano. Los
resultados mostraron una reduccién total de las UFC a las 4 horas, sin embargo, a partir de las 7
hasta las 25 horas, observaron un crecimiento de 2 Log UFC/mL. En nuestro caso, la cepa mostro
una caida de la curva partir de las 8 h, con inhibicion total, la cual se mantuvo hasta las 48 horas;
a pesar de gue la respuesta mostrada por la bacteria al contacto con las microparticulas compuestas

fue un poco mas lenta comparada con la del estudio de Da-Silva.
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7. CONCLUSION

El método de goteo controlado y bafio recirculado con el que se realizaron las
microparticulas compuestas de quitosano y extracto con saponinas de Yucca baccata generaron un
tamafio de particula adecuado para producir la muerte celular exitosa de Escherichia coli,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes. Estas bacterias han
demostrado ser unos de los principales patdgenos transmitidos a través del agua y presentan una
alta y moderada importancia en la salud. Este estudio nos permite concluir que las microparticulas
compuestas son un buen sistema para la reduccién de las bacterias patdgenas presentes

comunmente en fuentes de agua para el consumo humano.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda que la planta de Yucca baccata a utilizar para los siguientes proyectos tenga
el menor tiempo de almacenamiento posible, porque asi se asegura que contenga una mayor
cantidad de saponinas.

Para el caso de las microparticulas, es necesario seguir investigando su estructura, ya que es
fundamental para entender el mecanismo de accion frente a las bacterias.

Por otra parte, es recomendable realizar modificaciones a las pruebas bacterianas, por ejemplo,
trabajar en diferentes pHs para observar el comportamiento de las microparticulas frente a los

cambios en el medio.
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