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RESUMEN

En la actualidad los problemas de escasez y contaminacion del agua contintia siendo un
factor de riesgo para la salud de la poblacion a nivel mundial. Por lo tanto, la busqueda de nuevas
estrategias para remover efectivamente los contaminantes en el agua continua atin vigente. Dentro
de las nuevas alternativas destacan el uso extractos de plantas, aceites esenciales y biopolimeros
con propiedades antibacterianas. Un ejemplo, es el uso de extractos de plantas con compuestos
como las saponinas y polimeros como quitosano (Qs) que han demostrado tener actividad
antibacteriana y anti-fingicas. Por lo anterior, el objetivo del estudio fue elaborar microparticulas
(Mp) compuestas de quitosano y extracto con saponinas (Extsap) del tallo de Yucca baccata para
su potencial uso en la reduccion de la carga bacteriana del agua. Para la caracterizacion se usé
FTIR, microscopia Optica invertida y electronica de barrido para el anélisis de tamafio y morfologia
de las Mp; para la evaluacion su las propiedad antibacteriana de las Mp, se estimo el porcentaje de
inhibicién de crecimiento contra Salmonella Typhi, Escherichia coli y Listeria monocytogenes,
mediante la técnica de macrodilucion y sembrado en placa. Se obtuvo un rendimiento de extraccion
de saponinas de 4.19%. El analisis de FTIR del extracto con saponinas mostrdé bandas que
confirmaron la presencia de saponinas esteroidales (900 cm™). Se obtuvieron Mp de Qs (2%p/v)
con un diametro promedio de 453+ 150.43 um, de forma semiesférica de color blanco y superficie
aparentemente uniforme. Usando una solucion de Qs (2% p/v) y Extsap (0.5% p/v), se obtuvieron
Mp semiesféricas de coloracion café y superficie uniforme con un promedio de didmetro 408.88 +
156.36um. Ademas, se estimo una eficiencia de asociacion de 83.37%, y la eficiencia de carga fue
de 1.5% y 6% para Extsap y Qs respectivamente. El mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento
bacteriano utilizando las Mp Qs/Extsap contra la cepas fue S. tiphy con un 99.99%, mostrando la
mayor sensibilidad (p<0.05) en comparacion de E. coli y L. monocytogenes (7% y 56%
respectivamente) con 1.0 g de Mp compuestas. E. coli mostré 99.99% de inhibicidon con 2.0g de
Mp. En conclusion, se obtuvieron Mp compuestas por Qs y el Extsap del tallo de Yucca baccata
tuvieron efecto inhibitorio sobre el crecimiento de bacterias probadas, que comunmente se

reconocen como contaminantes del agua.

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

At present, the lack of water and pollution remain risk factors for the population's health
worldwide. As a result, the search remains for new strategies to effectively remove contaminants
in water. Among them are the use of plants, essential oils, extracts and biopolymers with
antimicrobial properties. An example is the use of plant extracts with compounds such as saponins
(ExtSap) and polymers such as Chitosan (Qs) which have shown to have antibacterial and anti-
fungal properties. Therefore, the objective of this study was to elaborate Mp composed with
chitosan and extract with stem saponins from Yucca baccata for potentially to reduce the bacterial
load from water. To achieve this, a recirculated bath and ionic gelation system was used for the
preparation of the Mp. FTIR, inverted optical microscopy and scanning electronics were used to
analyze the size and morphology of the Mp; and the technique of macrodilution and seeded in plate
was used to evaluate its antibacterial property with the percentage of growth inhibition against
Salmonella Typhi, Escherichia coli and Listeria monocytogenes. A yield of saponins of 4.19% was
estimated. The FTIR analysis showed bands to confirm the presence of steroidal saponins (900 cm’
1) in the extract with saponins. Mp of Qs (2% w/v) showed an average diameter of 453 + 150.43
um, with white hemispherical shape and apparently uniform surface. Using the solution with Qs
(2% w/v) and ExtSap (0.5% w/v), brown hemispherical Mp and uniform surface with an average
diameter of 408.88 + 156.36 um were obtained. In addition, an association efficiency of 83.37%
was estimated, and loading efficiency was of 1.5% and 6% for the Extsap and Qs respectively. The
highest percentage of bacterial growth inhibition using Mp Qs / Extsap against S. tiphy strain was
99.99%, showing the highest sensitivity (p <0.05) as compared with E. coli and L. monocytogenes
(7% and 56% respectively) at 1.0 g of Mp. E. coli showed 99.99% of inhibition at 2.0 g of Mp. In
conclusion, the Mp composed of chitosan and saponin’s extract from the stem of Yucca baccata
had inhibitory effect on the growth of the tested bacteria which are be commonly recognized as

water contaminants.

Keywords: Microparticles, Chitosan, Saponins, antibacterial activity.
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1. INTRODUCCION

Actualmente la escasez y contaminacion del agua, es un problema a nivel mundial, porque
puede ser un riesgo serio para la salud de la poblacion. Se estima que 842,000 muertes al afio son
ocasionadas por enfermedades de origen hidrico, que se producen por consumo, contacto y/o
escases de agua que se encuentra contaminada. Los principales contaminantes presentes en agua
pueden ser compuestos quimicos, sedimentos, sélidos suspendidos y compuestos bioldgicos, como
virus, parasitos y bacterias (OMS, 2019). Las cepas de Escherichia coli, Salmonella spp y Vibrio
cholerae son algunas de las principales bacterias que provocan problemas gastrointestinales en los
humanos. La severidad de estos padecimientos puede ser muy variada dependiendo de la edad, el
estado de salud, nutricion, entre otros factores que provocando que la poblacion sea mas vulnerable
a estos padecimientos (Coria, 2014).

Hoy en dia se buscan nuevas alternativas que resulten efectivas contra los microorganismos
patogenos contaminantes del agua. En la actualidad ya se cuenta con diferentes métodos que
permiten obtener agua potable con la calidad adecuada para el consumo humano. Existen métodos
quimicos, fisicos y/o mecanismos, que ocasiones es necesario el uso combinado de estos para
cumplir con el objetivo de la potabilizacion del agua. Esto ha motivado la bisqueda de nuevos
compuestos naturales antibacterianos, como una alternativa, para reducir y prevenir este gran
problema de salud publica (Rodriguez et al., 2014). En relacion a estas nuevas alternativas, se
busca que los materiales o compuestos a utilizar sean seguros para la salud, amigables con el medio
ambiente, econdmicos y accesibles para la poblacion.

Durante los tltimos afios ha aumentado el uso de compuestos naturales, como es el caso de plantas
o partes especificas de ellas, debido a que los extractos o compuestos que se extraen pueden
contenerte una importante actividad bioldgica (OMS, 2001; Pereo, 2015). La planta de Yucca
baccata se pueden obtener metabolitos de saponinas, compuestos con propiedades
anticancerigenas, anti-fingicas, antiparasitarias y antibacterianas (Pereo, 2015). Por otra parte, el
quitosano (Qs) es un polimero de origen natural, derivado del proceso de desacetilacion
termoalcalina de la quitina, que ha destacado como un potencial antimicrobiano que puede ser
utilizado contra algunos microorganismos resistentes a antibidticos. Ademas, es un biopolimero

que se ha propuesto como un material de cubierta de sistemas de encapsulacion e inmovilizacion

14



de compuestos, ademas de producir sistemas estables y viables para su aplicacion en el area
alimenticia, cosmética y farmacologica (Villena, 2009).

Ya se ha analizado individualmente la capacidad antibacteriana de los compuestos antes
mencionados, pero no se han realizado estudios para examinar el efecto que puedan tener en
conjunto, por lo que representa un area disponible para investigacion. Por lo anterior, la presente
investigacion tiene como objetivo el analisis del efecto de las microparticulas compuestas de
quitosano y extracto con saponinas de la planta de Yucca baccata para su potencial uso en la

reduccion de la carga bacteriana que pudiera estar presente en agua.
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Agua y su Contaminacion

El agua es un nutrimento esencial para los seres vivos debido a que interviene en multiples
funciones del cuerpo humano. Por eso, debe de ser limpia y de alta calidad para su consumo sin
riesgo. Pero en ocasiones suele contaminarse con facilidad y provocar brotes infecciones
importantes (OMS, 2001). Algunos datos de la OMS, establecen que a nivel mundial 842,000
personas mueren cada afio como consecuencia de la insalubridad del agua, problemas en el
saneamiento e higiene deficiente (WHO, 2011).

El agua salubre y facilmente accesible es importante para la salud publica y desde 2010, la
Asamblea General de las Naciones Unidas reconocio que el acceso al agua potable es un derecho
humano. En México en 2015, el 95% de la poblacion ya contaba con cobertura de agua potable
segun el INEGI, pero no necesariamente con la calidad adecuada para su consumo.

Se establece que el agua potable, es aquella que cumple con 48 parametros de calidad que abarcan
desde pH, dureza, conteo de microorganismos, minerales, y otros que son reconocidos por la
Norma Oficial Mexicana 127-SSA1-1994. En algunos estudios realizados, como el de Mezari et
al, 2010, han mencionado que el agua que llega a los domicilios de las familias mexicanas es
medianamente aceptable, y durante el abastecimiento a los hogares es donde se produce
mayormente el deterioro en su calidad.

La contaminacion del agua puede ocurrir por la presencia de compuestos quimicos, sedimentos,
solidos suspendidos y compuestos biologicos. Los contaminantes biolégicos hacen referencia a
microorganismos como bacterias, virus y parasitos intestinales, que tienden a ser peligrosos para
el ser humano. Muchas enfermedades infecciosas son causadas por bacterias que se pueden
encontrar en el agua, como lo son Escherichia coli, Salmonella spp, Yersinia spp, Shigella spp,
Vibrio cholerae y Campylobacter jejuni (Coria, 2014).

Por otro lado, se han realizado algunas investigaciones en diversas regiones de México para
analizar la calidad y el abasto del agua potable en la poblacion. En Chihuahua se estudi6 la calidad

del agua que era suministrada al municipio de Ascension, y el agua muestreada mostro
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contaminacion microbiologica, ya que los conteos de coliformes totales y fecales fueron superiores
a los establecidos en las normas mexicanas, lo que puede ser un factor de riesgo para la salud de
esa poblacion (Rubio et al., 2015). También en el estado de Sonora, en el municipio de Navojoa se
reveld la presencia de contaminacion microbiana del agua potable. Debido a la presencia de
Escherichia coli'y Salmonella spp, lo que alert6 a los sistemas de salud y dejo evidencia de que a
pesar de que existen diferentes métodos para asegurar la calidad del agua, estos no son del todo
efectivos y la contaminacion del agua continua siendo un gran problema a nivel mundial por ser
considerado uno de los factores causantes de muerte y enfermedades en muchos paises (OMS,

2017; Coria, 2014; Anduro et al., 2017).

2.1.2 Enfermedades de Origen Hidrico

El resultado del consumo de agua insalubre o contaminada deriva principalmente en enfermedades
conocidas como hidricas o de origen hidrico. Estas enfermedades pueden afectar a los humanos
por diferentes vias, como lo son la via oral, al consumir agua contaminada, topica, al tener contacto
con agua contaminada; o mediante vectores, que pueden desarrollarse en este mismo medio (OMS,
2017).

Estas enfermedades se pueden clasificar en diferentes categorias, dependiendo de su mecanismo
de accion: 1) Enfermedades por ingesta de agua potable donde el agente patégeno o sustancias
quimicas se encuentren presentes en el medio. 2) Las que son producidas cuando algin patégeno
vive o su ciclo de vida se desarrolla en el agua, como la malaria. 3) Enfermedades relacionadas con
la escasez de agua que impide tener adecuadas practicas de higiene que pueden poner en riesgo la
salud (OMS, 2017). En el cuadro 1 se enlistan las principales enfermedades relacionadas con el
agua que afectan a la poblacidn, junto con su posible agente causal

La severidad de las infecciones adquiridas por el consumo de agua contaminada, también estan
influenciadas por el estado de salud y nutricional del hospedero, la edad, el peso, la alimentacion,
tipo de nutrimentos consumidos, asi como la higiene; siendo los nifios, adultos mayores y personas

inmunodeprimidas las que presentan mayor riesgo (Weiss, 2017; Dobner y Kaser, 2018).
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Cuadro 1. Principales enfermedades de origen hidrico.

Grupo de
Agente responsable Enfermedades
enfermedades

Virus hepatitis Ay E ~ Hepatitis infecciosa
Shigella spp Gastroenteritis

Transmitidas Vibrio cholerae Gastroenteritis

por el agua Escherichia coli Gastroenteritis
Campylobacter spp Gastroenteritis
Salmonella spp Fiebre tifoidea
Giardia lamblia Giardiasis
Cryptosporidium spp  Criptosporidiosis

Producidas por Salmonella paratyphi  Fiebre paratifoidea

carencia de agua Chlamydia Infeccion en ojos
trachomatis
Sthapylococcus Infeccién en piel
aureus

Causada por agentes  Plasmodium vivax Malaria

que

se pueden desarrollar  Flavivirus Fiebre amarilla

en el agua Dengue

Adaptado de CONAGUA, 2007.

En el afio 2012, las enfermedades hidricas estaban entre las primeras 20 con mas casos registrados
y dentro de los padecimientos que mas destacan, son los problemas gastrointestinales, hepatitis,
amibiasis, siendo las enfermedades diarreicas la segunda causa de muerte en nifios de todo el
mundo (OMS, 2017). Una de sus principales causas fue el uso de aguas residuales sin tratamiento
en el riego de alimentos que se consumen crudos, pero también se incluy¢ al agua subterranea, que
es una de las principales fuentes de abastecimiento, con contaminacién bacteriana y sustancias
quimicas (Mezari et al., 2010; OMS, 2017; Dobner y Kaser, 2018). Generalmente estos

padecimientos pueden presentarse en un corto tiempo, pero es necesaria la intervenciéon médica
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para evitar consecuencias graves para la salud de la persona o de la poblacion en general (Galdos
et al., 2017). En su mayoria, los microorganismos patogenos que pueden desencadenar
enfermedades por consumo de agua contaminada tienen diferentes caracteristicas, comportamiento
y resistencia, por lo que sus consecuencias pueden ser de igual manera muy variada y por lo tanto
esto puede demandar el uso combinado de algunos tratamientos de agua para poder eliminar sus

contaminantes (OMS, 2017).

2.1.3Tratamiento de Potabilizacion del Agua

La lucha contra las enfermedades infecciosas causadas por el consumo de agua contaminada es
objetivo primordial de salud ptblica. Muchos paises han buscado diferentes alternativas seguras
para mejorar la calidad del agua (OMS, 2017). El principal objetivo de la potabilizacion del agua
es asegurar su calidad., en México se utilizan dos normas referentes a la calidad, el tratamiento
adecuado y el abastecimiento del agua. La NOM 127-SSA1 y la NOM 230-SSAl, tienen como
objetivo establecer los limites permisibles de contaminantes y los tratamientos de potabilizacion
de agua para el uso y consumo humano, que deben cumplir los sistemas que abastecen el agua de
manera publica en territorio nacional.

Dentro de los principales métodos para desinfeccion del agua se encuentran los fisicos-mecanicos
(calor, rayos UV, la radiacion solar, tamices o filtros) y los métodos quimicos (ozono,
permanganato de potasio, cobre, plata y halogenos) (Camacho, 2011; Reyes, 2016).

El mecanismo de accion de los agentes fisicos generalmente inducen dafio a la membrana celular
del microorganismo, lo que ocasiona una alteracion irreversible que le ocasionando la muerte. Por
otro lado, los métodos quimicos actuan como desinfectantes o antisépticos y deben tener la
propiedad de inactivar a un amplio espectro de microorganismos, de manera rapida, no toxica, no
corrosiva, y sin potencial alergénico. El uso de filtros como método mecanico, consiste en la
separacion de particulas y pequefias cantidades de microorganismo que atraviesan un material
poroso donde quedan retenidas (Camacho, 2011; Reyes, 2016). En ocasiones es necesario el uso
de diferentes procesos de tratamientos combinados, como se enlistan en el cuadro 2, tal como se

usan en México para lograr una reduccion de los agentes que contaminan el agua (OMS, 2017).
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Cuadro 2. Principales métodos utilizados para tratar agua en México

Agente contaminante

Tratamiento

Bacterias, helmintos, protozoarios,

virus

Cloro, compuestos de cloro, yodo,

ozono, luz ultravioleta; plata ionica o

coloidal; coagulacién-sedimentacion-
filtracion; filtracion en maultiples
etapas.

Arsénico, Aluminio, bario, cadmio,
cianuros, cobre, cromo total, plomo,
fierro, manganeso, mercurio, nitratos y

nitritos

Coagulacion-floculacion,
sedimentacion-filtracion; intercambio

16nico u 6smosis inversa.

Cloruros

Intercambio i6nico, 6smosis inversa o

evaporacion.

Fenoles o compuestos fenolicos

Oxidacion-coagulacion-floculacion-
sedimentacion-filtracion; adsorcion en

carbon activado u oxidaciéon con 0zono

Fluoruros

Alumina activada, carbon de hueso u

Osmosis inversa.

Hidrocarburos aromaticos

Oxidacion-filtracion o adsorcion en

carbon activado.

Plaguicidas, trihalometanos

Adsorcion en carbon activado granular.

Sodio Intercambio i6nico.
Sulfatos Intercambio 16nico u osmosis inversa.
Zinc Evaporacion o intercambio idnico.

Adaptado de NOM-127 SSA1-1994

A pesar de contar diferentes métodos para asegurar la potabilizacion del agua, en la actualidad se
buscan continuamente nuevas alternativas que garanticen la calidad del agua sin afectar la salud de
las personas y ademads sean econdmicos (Reyes, 2016). Actualmente, estas comprenden el uso de

productos naturales seguros como polimeros, extractos de plantas y algunos aceites esenciales.
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Ademas, durante los ultimos afios se han creado nuevos sistemas de tratamiento basados en el uso
de superficies funcionalizadas con compuestos bioactivos que pueden usarse para desarrollar
membranas filtrantes (Diaz et al., 2015; Arcila y Peralta, 2016).

Es importante estudiar nuevas técnicas y materiales que tengan uso potencial en procesos de
potabilizacion del agua que incluyan la reduccion de costos energéticos y operacionales, que
permitan su implementacion y sostenibilidad, (Caviedes et al., 2015). Asi como desarrollar
sistemas que incluyen productos naturales que han surgido durante los Gltimos afilos como nuevas

alternativas para evitar dafios a la salud, mejorando la calidad del agua (Fuentes et al., 2014).

2.2 Quitosano

Los polisacaridos son carbohidratos poliméricos compuestos por cadenas largas de monosacaridos
unidos con enlaces glucosidicos. Son una fuente importante de energia para diferentes seres vivos
tales como la celulosa, o tener funciones estructurales como la quitina el cual es el segundo
biopolimero mas abundante en la tierra (Velazquez, 2013; Barragén et al., 2016).

La quitina es un polisacarido natural formado por unidades residuales lineales de N-acetil-D-
glucosamina con uniones -1-4. Se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, ya que es
el principal componente estructural de algunas algas, hongos, insectos, aracnidos. La mayor fuente
se consigue del exoesqueleto de cangrejo y camardn, que se obtienen como subproducto
desaprovechado en la industria pesquera (Fornaguera y Gémez, 2011; Ferraro et al., 2015). El Qs
se obtiene mediante un proceso quimico de desacetilacion termoalcalina de la quitina, que induce
la formacién de una estructura principal de poli B-1-4 glucosamina con carga catiénica (Fig. 1) y
determinado grado de acetilacion. Este polimero es considerado biocompatible, no téxico,
hemostatico, bioadhesivo y biodegradable enzimaticamente. Ademés de destacarse por tener
funcion antioxidante, antifiingica, antibacteriana y su capacidad para atrapar metales pesados

(Ferraro et al., 2015; Porchezhiyan y Noorjaham, 2017).
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Figura 1. Estructura quimica de quitosano

El grado de acetilacion de Qs se puede definir como el numero total de unidades de N-acetil-D-
glucosamina que hay en el biopolimero y es una medida de pureza del biomaterial, siendo uno de
los parametros estructurales mas importantes de la quitina y el quitosano (Gacén, 1996; Barragan
et al, 2016). La quitina se encuentra 100% acetilada y el quitosano se puede hallar en diferentes
rangos que van desde 10 hasta 90% de desacetilacion y sus grupos amino permiten que se solubilice
facilmente en medios 4cidos, confiriéndole una innumerable cantidad de aplicaciones (Giraldo,

2013).

2.2.1 Efecto Antibacteriano de Qs y Mecanismo de Accion

Con el incremento de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos, se han investigado productos que
pudieran funcionar de manera alternativa, por lo que el uso de quitosano en el area farmacologica
ha sido ampliamente estudiado. La actividad antimicrobiana de quitosano ha sido demostrada
contra diferentes bacterias, hongos y su amplia actividad ha sido estudiada considerando factores
como el pH, naturaleza del microrganismo, grado de acetilacion, peso molecular de Qs (Kong et
al.,2010).

Existe evidencia que el efecto antibacteriano por quitosano depende de la naturaleza del
microorganismo, debido a las diferencias que existen en la membrana celular de las bacterias (Fig.
2). Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa de lipopolisacaridos que

proporcionan a las bacterias propiedades superficiales hidrofilicas, esta membrana sirve como
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barrera de macromoléculas y toxinas hidrofobicas. En el caso de las Gram positivas la pared celular
se compone de peptidoglicanos y de acido teicoico que es esencial para el correcto funcionamiento
de multiples enzimas; por lo que la actividad antibacteriana del compuesto depende de las
caracteristicas superficiales de las células y su interaccion con el Qs, haciendo méas o menos

eficiente su actividad antimicrobiana (Giraldo, 2015; Ayala, 2015; Karavanja et al., 2019).

Gram negativas Gram positivas

./" " | ” ” " " | Pared celular

w . NS .':
perlplasm|sco

e TR 4 o

Acido teitoico Lipoproteinas  Porina  Lipopolisacaridos  Proteina

Figura 2. Representacion general de la pared celular de bacterias Gram negativas y positivas.

Numerosas publicaciones han mencionado que la actividad antibacteriana de Qs tiene relacion a su
peso molecular y grado de acetilacion. Se ha establecido que la atraccion, interaccion idnica y la
movilidad, en cadenas de tamafios mas pequefios podria facilitar més la union a la membrana
celular bacteriana (Abedian et al., 2019). De acuerdo a reportes previos, se ha encontrado actividad
antibacteriana de quitosano contra Salmonella entérica spp, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y se ha reportado que Qs de peso
molecular bajo puede inhibir el crecimiento de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes, Pseudomona aeruginosa, Salmonella entérica (Balachandar et al., 2017).
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Por otro lado, Fang et al. (2014), analizaron la aplicacion de microparticulas de Qs para la
reduccion de Vibrio vulnificus y Vibrio parahaemolyticus presentes en mariscos crudos. Los
tratamientos que se utilizaron para la reduccion de Vibrio spp afectaron la calidad de los mariscos
y se busco una nueva forma de tratar la contaminacion. Se utilizaron microparticulas cargadas con
Qs en diferentes concentraciones y se observé la disminucion en el crecimiento de las bacterias de
Vibrio spp., pero se realizaron modificaciones en el uso de agua o la temperatura para obtener
mejores resultados. Por lo anterior, se ha concluido que el Qs tiene efecto antibacteriano contra
distintas bacterias ya sea Gram negativas o positivas, por ejemplo Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aeromona hidrophila, Edwardsiella ictaluri,
Flavobacterium columnare y Burkholderia spp (Kamjumphol et al., 2016).

Otro factor de importancia que se ha reportado en la literatura, es el efecto que puede ejercer el
grado de acetilacion que presenta el compuesto, donde se ha mencionado que el efecto
antibacteriano es superior cuando el grado de acetilacion disminuye. Lo anterior puede deberse a
que a un mayor indice de desacetilacion se tienen mayor cantidad de grupos aminos libres con
cargas electrostaticas disponibles para interaccionar con la membrana bacteriana (Karavanja et al.,
2019).

El efecto del pH en la actividad antibacteriana de Qs se ha demostrado en diferentes investigaciones
y se considera como uno de los factores mas importantes. Se ha reportado que la mayor actividad
se da cuando existen medios acidos y la actividad puede ir debilitindose mientras aumenta el pH.
Lo anterior puede deberse a que la mayoria de los grupos aminos presentes en la estructura solo
estan protonados a pH acidos y por lo tanto en pH neutro o alcalinos no pueden ejercer el efecto
antibacteriano (Kong et al., 2010; Karavanja et al., 2019).

Después de numerosas investigaciones se ha logrado proponer para Qs tres principales mecanismos
de la accidn antibacteriana. El primero es el mas reportado y propone que las cargas positivas (NH3)
de la estructura de Qs interaccionan con las cargas negativas que se encuentran en la membrana de
algunas bacterias, lo que puede provocar alteracion y permeabilidad de la membrana, y esto inhibe
el crecimiento de la bacteria. Durante el mecanismo de accidn contra las Gram positivas, Qs se une
no covalentemente al acido teicoico de la capa de los peptidoglicanos, afectando la division celular,
la proteccion contra estrés ambiental y uniones con receptores de la superficie. Contra bacterias

Gram negativas, el mecanismo propuesto es el de la interaccion de cargas electrostaticas de
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quitosano y las partes anionicas de los lipopolisacaridos de la membrana extracelular (Rabea ef al.,
2003; Verlee et al., 2017).

El segundo mecanismo consiste en la unién de Qs con el ADN celular mediante los grupos aminos
protonados, lo que podria conducir a la inhibicion en la sintesis de ARN microbiano y proteinas.
El tercer mecanismo, propone el efecto quelante donde Qs se une de manera selectiva a metales
traza, lo que inhibe la produccion de toxinas y el crecimiento microbiano (Rabea et al., 2003;
Verlee et al., 2017; Balachandar et al., 2017).

Algunos reportes mencionan que para aumentar la actividad antimicrobiana que pueda tener
quitosano, es mejor utilizarlo en sistemas de micro o nano particulas, ya que pueden aumentar la
bioactividad y mejorar las interacciones de Qs con la membrana bacteriana. Ademas, se reporta
que las microparticulas pueden tener mayor estabilidad y es posible la incorporacion de algunos
compuestos bioactivos para combinar su efecto contra microorganismos patoégenos. Sin embargo
la actividad antibacteriana de micro o nanoparticulas de Qs aun no es concluyente y es necesario
seguir realizando investigaciones que proporcionen mas evidencia sobre la eficacia de estos
sistemas (Ardila et al., 2017; Aires et al., 2019).

Se han reportado distintas investigaciones sobre el uso de microparticulas de Qs con funcion
antibacteriana. Jeon et al., (2014) hizo andlisis in vitro e in vivo sobre Mp de Qs para estudiar su
efecto contra Escherichia coli O157:H7, donde utilizando la concentracion 0.2% de Mp de Qs,
inhibieron por completo a la bacteria y cuando el sistema fue aplicado en un modelo animal, tuvo
diferencia en la disminucion del crecimiento de la bacteria, ademas concluyeron que al controlar
las condiciones de trabajo como el pH, podian aumentar la actividad antibacteriana de las Mp.
Durante una investigacion realizada en 2016 por Zhengxin ef al., en la universidad de Florida se
elaboraron microparticulas de Qs. Se observo actividad antibacteriana contra cepas de Escherichia
coli, y Salmonella spp., que habian mostrado resistencia a antibioticos y después de haber estado
en contacto con Qs, no produjeron mas mutantes concluyendo que el quitosano es un candidato

para tratar enfermedades infecciosas por varios dias, sin provocar resistencia.
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2.2.2 Aplicaciones de Quitosano

Desde la década de los noventas, la sobreexplotacion de los recursos sintéticos y la contaminacion
que estos producen, han conducido a la busqueda de su reemplazo por biopolimeros. Tras el paso
de los afios se han estudiado otros biopolimeros con un potencial alto para el desarrollo e
innovacion de nuevos materiales. Qs ha adquirido gran importancia en distintas areas e incluso
hasta desde el punto de vista comercial, por sus multiples usos en diferentes industrias, como la
alimentaria, cosmética y biomédica (Velazquez, 2013; Giraldo, 2013).

En la industria de los alimentos, el Qs ha sido utilizado para multiples funciones, dentro de las que
destaca el desarrollo de recubrimientos comestibles para proteger alimentos. Esta funcion se lleva
a cabo por la presencia de grupos amino (-NH2) en la estructura quimica, que le confieren
propiedades unicas e ideales para la conservacion y seguridad de los alimentos. Una de las
caracteristicas importantes en las peliculas biodegradables de Qs es la resistencia y flexibilidad que
permiten una mejor manipulacion y proteccion para los alimentos (Giraldo, 2013).

Los recubrimientos comestibles o peliculas biodegradables, cuentan normalmente con beneficios
extras que resultan muy convenientes para sus usos y aplicaciones, ya que muchas de ellas
contienen antimicrobianos naturales y ademds propiedades que retrasan el deterioro de frutas,
hortalizas, granos y carnes. Un ejemplo de esta utilizacion es en productos carnicos, donde retrasan
la aparicion de malos olores y se ha demostrado que cuando el Qs es utilizado en concentraciones
mayores al 0.02%, puede reducir la carga de Escherichia coli, alargando la calidad del producto
(Velasquez, 2013; Méarmol et al., 2012; Bautista et al., 2017).

Otra de las areas donde el uso de quitosano se ha explotado durante los ultimos afios, es en la
biomedicina. En esta area su aplicacion se ha ido extendiendo cumpliendo multiples funciones, que
van desde su utilizacién en membranas de hemodialisis, suturas biodegradables, agente cicatrizante
o sustituyente de piel, ayudando en la liberacion de la insulina y su uso en sistemas liberadores de
farmacos (Velasquez, 2013). Se ha buscado desarrollar alternativas poco invasivas que permitan
acarrear compuestos bioactivos sin generar dafio, utilizando principalmente las mucosas ocular,
nasal y oral (Goycoolea et al., 2009, Morales-Burgos et al., 2018). Ademads, es importante
aprovechar una de las caracteristicas del biopolimero, que es la protecciéon de macromoléculas

bioactivas, que puede ser utilizado en diferentes areas de la industria en general.
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2.3. Saponinas

El creciente interés de las actividades bioldgicas de compuestos presentes en las plantas, ha logrado
que se investigue cada vez mas sobre sus contenidos fitoquimicos. En especifico las saponinas son
compuestos de origen vegetal, pero también se pueden encontrar en algunos organismos marinos
(Yildirim y Kutlu, 2015). Quimicamente son considerados glucésidos anfipaticos, que estan
compuestos por partes libres de glucosidos como glucosa, ramnosa y xilosa, y una parte lipidica

que puede ser triterpenica o esteroidal (Fig.3) (Mena et al., 2015; Parra et al., 2018).

HO

Figura 3. Estructura quimica general de una saponina triterpénica (A) y esteroidal (B)

Las saponinas estan distribuidas ampliamente en la naturaleza, y se encuentran en algunas plantas
pertenecientes a la familia Agavaceae, como Yucca baccata. La concentracién de saponina que
puede obtenerse de la planta dependera de la parte de la Yucca seleccionada, la especie, factores
ambientales y agrondmicos relacionados al crecimiento de la planta (Giiclu y Mazza, 2007). La
planta de Yucaa baccata (Fig. 4) es una de las 40 especies de Yucca que se encuentra distribuida
alrededor del mundo. Se encuentra principalmente en los desiertos de Coahuila, Sonora, California,

Nevada, Colorado, Nuevo México y Texas (USDA, 2018).
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Figura 4. Planta de Yucca baccata de una zona aledafia al municipio de Cananea, Sonora.

Se ha mencionado en diferentes investigaciones que las saponinas pueden interferir en la
replicacion del ADN celular previniendo la proliferacion de células cancerosas de distintos tipos
de cancer como los de pulmodn, colon, ovario, renal, prostata y mama. Con base a este hallazgo, se
cree que la actividad citotoxica de las saponinas depende de su estructura, ya que puede interactuar
con la membrana celular y también disminuir la tension superficial de una solucion acuosa. Se le
atribuyen otras propiedades como las antivirales, antiinflamatorio, anti-fingica y antibacteriana

(Cabrera, 2005; Avello y Cisternas, 2010; Piacente et al., 2005; Carmona et al., 2017).

2.3.1 Funcion Antibacteriana de las Saponinas

Las saponinas son cada vez mas investigadas por su actividad antibacteriana, especialmente contra
bacterias Gram positivas como por ejemplo Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus 'y Enterococcus faecalis. Ademas de ha demostrado que pueden tener efecto contra
protozoarios y hongos. Su mecanismo de accion frente a las bacterias y protozoos, de manera
general parece sustentarse en la formacion de un complejo entre la saponina con las partes
liposolubles como los esteroles de la membrana produciendo, lisis y muerte celular (Rodriguez,

2016).

28



Dependiendo la naturaleza de la saponina, se ha propuesto que las saponinas esteroidales como
sitio de accion los mecanismos donde se llevan a cabo los procesos de sintesis que son vitales para
la célula bacteriana. Las saponinas triterpénicas, tienen dos mecanismos. Cuando es hidrocarbtrica,
generalmente tiene accion depresora sobre la tension superficial, lo que ocasiona cambios en el
entorno provocando que se altere la selectividad de la membrana citoplasmatica de la bacteria y
esto limita el intercambio de sustancias. Por otro lado, cuando su naturaleza es alcohoélica, tienden
a alterar la naturaleza coloidal del protoplasma de la célula ocasionando su muerte (Reddy et al.,
2015).

En 2016 se evalud la actividad antimicrobiana de plantas de Yucca shidigera 'y Trigonella foenum-
graecum, frente a patéogenos de importancia clinica. Se encontré que los extractos de las plantas
podrian llegar a ser una excelente alternativa natural para tratar enfermedades nosocomiales por su
alta efectividad antimicrobiana (Rodriguez et al., 2016). Un estudio llevado a cabo en Cuba revelo
que las saponinas de Solanum dolichosepaulm bitter (frutillo) actuaba contra Escherichia coli, pero
su efecto dependia de la concentracion bacteriana y la presencia de otros metabolitos que podrian
potenciar su actividad (Ramirez, 2017).

En investigaciones se ha demostrado que las saponinas provenientes de Yucca, tienen efecto
antibacteriano especificamente contra bacterias Gram positivas y no actian contra bacterias Gram
negativas, pero este dato no es concluyente. Se ha demostrado que algunas cepas de Escherichia
coli utilizan las saponinas para mejorar su crecimiento. Naturalmente, las membranas externas de
la pared celular de las bacterias Gram negativas libres de colesterol estan cubiertas en un 90% con
lipopolisacaridos que contienen al lipido A, donde las saponinas interactian y aumentan la
permeabilidad de la pared celular bacteriana. Las células lesionadas o debilitadas pueden volverse
mas susceptibles a la accion de los desinfectantes convencionales, incluso a concentraciones bajas

(Kregiel et al, 2017; Reddy et al., 2015).

2.3.2 Aplicaciones de las Saponinas

Las aplicaciones de las saponinas se ha extendido en diferentes areas, como la alimentaria, minera,

farmacéutica, y cosmética, esta ultima incluye la preparacion de jabones y productos similares. En
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la industria minera, su principal funcion es ayudar a la flotacién de metales para que se desechen
en el agua. Su uso en la tecnologia de alimentos es la de facilitar la formacion de espumas en las
bebidas (Tapia et al., 1979; Quelal, 2010, Usifia, 2017). Otras, investigaciones demuestran que
ayudan a la absorcion de vitaminas, farmacos y ademas puede generar efectos sobre el colesterol
en sangre. Actualmente, los estudios que evaliian sus propiedades son limitados y por lo tanto es
un campo que permanece abierto a la investigacion, sobre todo seguir buscando maneras eficaces
de utilizar su actividad bioldgica para diferentes areas de la industria y aprovechar al maximo las

propiedades que hasta hoy se han estudiado (Wink, 2010; Tapia et al., 1979; Quelal, 2010).
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3. HIPOTESIS

Las microparticulas compuestas por quitosano y extracto con saponinas de la planta Yucca

baccata tienen actividad antibacteriana.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto antibacteriano de las microparticulas compuestas por quitosano y extracto con

saponinas de la planta Yucca baccata.

4.2 Especificos

1. Elaborar las microparticulas compuestas por quitosano y extracto con saponinas de la planta

Yucca baccata.

2. Caracterizar las microparticulas compuestas por quitosano y extracto con saponinas de la planta

Yucca baccata.

3. Evaluar las propiedades antibacterianas de las microparticulas compuestas por quitosano y

extracto con saponinas de la planta Yucca baccata.
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5. MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion de la microparticulas se utilizo quitosano extraido a partir de cascaras
de camarodn en el laboratorio de biopolimeros del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo A. C., con un peso molecular de 29,000 g/Mol y un grado de acetilacion de 22%. El Qs
fue disuelto en acido acético glaciar (99.7% de pureza) al 0.2 M (v/v) dejandose en agitacion
constante por 24 h. Se utiliz6 tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma Aldrich 99%) para la
gelificacion i6nica. Las saponinas inmovilizadas en las Mp fueron extraidas con n-butanol (JT
Baker 99.4%) de la planta de Yucca baccata. Para la cuantificacion de saponinas se utilizé un
estandar de diosgenina (Sigma Aldrich 93%), acido sulfarico (JT Baker 98%), metanol (JT Baker
99.8%), p-Anisaldehido (Sigma Aldrich 98%). Para los ensayos microbioldgicos se utilizaron las
cepas ATCC reactivadas en caldo Mueller-Hilton (MH) (Difco Ref: 225250, Lote: 3240477) y
sembradas en agar Mueller-Hilton (Difco Ref: 275730, Lote: 23193000), como control se utilizé
sulfato de Kanamicina (Sigma Aldrich, Lote: BCBK4930V). Se utilizé agua bidestilada durante

todo los procedimiento, excepto cuando se indica agua Milli-Q.

5.1 Elaboracion de Mp compuestas de Qs/Extsap

5.1.1 Extraccion de Saponinas de la Planta Yucca baccata

Las plantas fueron colectadas en Cananea Sonora, se etiquetaron y pesaron individualmente y se
cortaron en piezas pequenas (1 cm de grosor) para secarlas por exposicion al sol durante 14 dias.
El tallo fue la parte elegida a estudiar, debido a que un estudio previo de nuestro grupo reveld a
que este contiene la mas alta concentracion de saponinas de esa planta. Las piezas se molieron en
un equipo Thomas-Whiley (Model 4, Laboratory Mill, EE.UU) hasta obtener un polvo con tamafio
de particula de aproximadamente 2 mm, el cual se procesé para la extraccion y cuantificacion de

saponinas (Leon, 2012).
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5.1.2 Elaboracion y Cuantificacion del Extracto con Saponinas (Extsap) de Yucca baccata

Para realizar la extraccion de las saponinas se utilizo el método descrito por Newbold et al., (1997).
El polvo obtenido del tallo de Yucca baccata (33 g/L), se suspendi6 en agua bidestilada dejando la
mezcla por 24 h con agitacion constante a temperatura de 25-30°C. Después se centrifugd a 3000
rpm (1008 x g) (Hermlee LaborTechnik Z200, Alemania) durante 10 min a temperatura de 4°C. Se
filtr6 y se agitd la suspension acuosa obtenida en un volumen igual de n-butanol y se dejo en
agitacion constante por 24 h. Posteriormente se realiz la separacion de la fase acuosa; y la fase
butandlica remanente fue secada usando evaporacion a presion reducida a 65°C. Posteriormente se
procedio a liofilizar la muestra del extracto, y el total obtenido fue pesado, etiquetado y almacenado
hasta su uso.

Se realizod un analisis de UV-visible (Thermo Scientific, Genesys 10uv scanning, EE.UU.) para
cuantificar las saponinas presentes en el extracto usando la técnica espectrofotométrica de Baccou
et al., (1997). Para ello se pesaron 2 mg del extracto butanolico con saponinas del tallo de Yucca
baccata 'y 2 mg del estandar de diosgenina (93%), y se aforaron con metanol a 10 mL. por separado.
Con la solucion de diosgenina se realizaron diluciones de 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL (Fig. 5) para
construir una curva calibracion. Por otro lado, se prepar6 una solucion de p-anisaldehido al 0.5%
(v/v) en metanol y otra solucion de acido sulfurico al 50% (v/v) con agua bidestilada. De cada
solucion se agregaron 1 mL a cada una de las diluciones preparadas de diosgenina y a la muestra
del extracto, se homogenizaron y se calentaron en un bafio de agua a 100°C. El blanco consistié en
agregar 1 mL de la solucion de p-anisaldehido, 1 mL de la solucidon de acido sulftrico y 2 mL de
metanol, el cual también se sometidé a en un bafio de agua a 100°C (Corning Hot Plate Stirrer
PC351, EE.UU.).

Las muestras fueron preparadas por triplicado y se leyeron a 430 nm usando celdas de cuarzo de 1
cm?. Con las lecturas obtenidas se realizé una curva de calibracién (Fig. 6) para estimar la ecuacion
de la recta (Ecuacion 1). De acuerdo a la técnica de cuantificacion de saponinas, en presencia de
sustancias esteroidales la coloracion de la reaccion final debe ser de color azul o verde y las

triterpénicas, varia desde rosa, rojo o violeta (Herndndez y Hermosilla, 2014).
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Figura 5. Esquema general de la cuantificacion de saponinas del tallo de Yucca baccata

Ecuacion 1: Y = Ax + B (1)

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

absorbancia de 430 nm, a y b son las constantes dadas por la ecuacion de la recta.
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Figura 6. Curva estandar de diosgenina 93% utilizada para la cuantificacion de saponinas
esteroidales del extracto del tallo de Yucca baccata.

35



5.1.3 Preparacion de la Solucion de Qs/Extsap Para la Elaboracion de las Mp y Gelificacion

Ionica

Para la elaboracion de las Mp se utilizaron 120 mL de dos soluciones, la primera con una solucién
de Qs (2% p/v) en acido acético (0.2 M v/v) y la segunda mezclando Qs (2% p/v) en &cido acético
(0.2 M v/v) y extracto con saponinas (0.5% p/v) en agua bidestilada, que se prepard pesando y
agitando el polvo del extracto, calentando a 50°C por 1 h y los solidos no disueltos se removieron
centrifugando a 6000 rpm (4000 x g) por 30 minutos. Las soluciones se mezclaron para
homogenizar los componentes y la solucion resultante se coloco en un bafio de sonicacion (Branson
1510R-MT, EE.UU.) para eliminar las burbujas que se produjeron con la agitacion de las
soluciones. La solucion del bano reticulante se utilizdo TPP (2% p/v) disuelto en agua bidestilada
(Dima et al., 2013).

Para la elaboracion de las Mp se utilizé el método de goteo controlado y baio recirculado. En la
Fig. 7 se muestra el diagrama con el sistema para elaborar las Mp, compuesto por una bomba
peristaltica (Easy-load master flex I/P, EE.UU.) usada para la recirculacion de la solucion TPP, una
bomba para jeringa (Razel R99-EJ, EE.UU. ) que se encargaba de controlar la presion (14.7 cc/h)
de la solucion de Qs/Extsap para formar las Mp y una bomba de vacio que suministraba una presion

de 3 kg/cm? de aire para controlar el tamafio y la forma de las Mp.
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Figura 7. Sistema de elaboracion de Mp

Una vez elaboradas, las Mp se dejaron en la solucion de TPP en reposo por 30 minutos.
Posteriormente, las Mp se recuperaron mediante lavados con agua bidestilada para neutralizarlas y
dejarlas a un pH =7, y posteriormente se guardaron en agua Milli-Q en refrigeracion 4 °C. El bano
de recirculado de TPP se pudo reutilizar hasta cinco veces durante el proceso y la formacion de las

Mp se mantuvo estable.

5.2. Caracterizacion de las Mp

Para la caracterizacion de las Mp se utilizé un microscopio Optico de luz invertida (AmScope XSB-
1%, China) para medirlas y analizar su morfologia. Se utiliz6 el objetivo 4X del microscopio
acoplado a una computadora con el programa toupView 3.7, que permite visualizar y medir el
diametro horizontal en um de las Mp, y conservar imagenes fotograficas de las mismas. El analisis
de las caracteristicas externas e internas de las Mp se realizé mediante microscopia electronica de
barrido con un equipo JSM 5410 LV scanning microscope (Japon) en el laboratorio del area de

polimeros y materiales de la Universidad de Sonora. Para el anélisis se elimin6 la mayor cantidad
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de agua posible de las Mp elaboradas, y se tom6 una muestra, las cual fue congelada (FREZZE,
EE.UU.) y liofilizada durante 24 horas, y se guardé en una estufa a 65 °C (Lindberg/Blue
MO01490A-1, EE.UU.) para tener la menor cantidad de humedad en la muestra. Posteriormente, la
muestra se coloco en cinta de carbono y para darle propiedad de conductor, se recubrid con oro y
se analiz6 al alto vaci6 usando los objetivos de 35X, 500X.

El andlisis con espectroscopia infrarroja transformada de Furier (FTIR) (Nicolet iS50 FT-IR
Thermo scientific, EE.UU.) permiti6 detectar las frecuencias de resonancia (vibracion) de las
moléculas, debido a la presencia de enlaces caracteristicos en Qs y de aquellos en saponinas que
absorben luz infrarroja a diferentes longitudes de onda (Brugnerotto ef al., 2001). El andlisis de
espectrofotometria se realizo con lecturas de absorbancia entre 4000 - 400 cm™. Se analizo la
muestra de saponinas obtenida de la planta de Yucca baccata asi como el quitosano y las Mp
formadas por quitosano y por el extracto con saponinas, para analizar si existia interaccion entre
los componentes de las Mp. El Qs obtenido se identificd con las bandas caracteristicas reportadas
en la literatura y el espectro de las saponinas fue comparado con una saponina esteroidal comercial
diosgenina con 93% de pureza de Sigma como referencia.

Se utilizo el espectrofotometro de UV-visible para el anélisis de eficacia de inmovilizacién, donde
se colocod 1 g de Mp Qs/Extsap suspendidas en 5 mL en agua bidestilada, a las cuales se les realiz6
lectura en UV-visible cada hora (triplicado), utilizando un blanco de agua bidestilada y haciendo
lecturas durante 25 h analizando la pérdida del Extsap y asi cuantificar la cantidad de extracto que
se quedo inmovilizada en las Mp. Para la medicion de las lecturas antes se realizé un barrido de la
muestra y se encontr6 que a la absorbancia a los 280 nm fue la mas alta, por lo que cada lectura se
hizo en esa longitud de onda.

Con las lecturas de la muestra se realizé la curva de calibracion (Fig. 8) con R? de 0.99 y con la
ecuacion de la recta (Ecuacion 2) se utilizoé para calcular la concentracion de Extsap perdido de las

Mp.

Ecuacion 2: Y = Ax + B (1)

Donde: Y es igual a la concentracion de saponinas, X es igual a 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 8. Curva de calibracion de UV-visible para medicion de eficiencia de asociacion y
eficiencia de liberacion del Extsap de las Mp compuestas.
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5.3 Evaluacion Antibacteriana Estimacion del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento

Para el analisis microbiologico se utilizaron las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 (Gram
negativa), Salmonella tiphy ATCC 14028 (Gram negativa), Listeria monocytogenes ATCC 76446
(Gram positiva) que fueron reactivadas en caldo MH y sembradas en agar MH a 37 °C durante 24

h. La propiedad antibacteriana de las Mp fue evaluada mediante la técnica de diluciones seriadas,
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donde se utilizaron tubos estériles con 5 mL de caldo de cultivo (MH) inoculado con las cepas
bacterianas mencionadas cuyo numero se ajust6 usando la escala de Mc Farland 0.5 (1,5 x 10.8
UFC/mL). Se realiz6 un conteo inicial del inoculo estandarizado de la bacteria tomando 0.1 mL del
caldo MH el cual se sembro por duplicado en placa con agar MH a 37 °C durante 24 horas, el
resultado del conteo de estandarizacion se tom6 como referencia de crecimiento (conteo inicial).
Después de estandarizar el inoculo de la bacteria en los 5 mL de caldo MH, se agregaron de manera
separada las Mp de Qs y las Mp Qs/Extsap en diferentes cantidades de 0.1, 0.5,1.0,1.5y2.0gy
se incubaron a 37°C por 24 horas. Se utilizo Kanamicina (1mg/mL) como control positivo y como
control negativo el caldo MH con el inoculo de la bacteria.

Después de la incubacion de las 24 h, se hicieron diluciones seriadas con solucion salina al 0.85%,
se tomo 0.1 mL del caldo inoculado MH con las cepas y se sembr6 por duplicado en placa con agar
MH e incubado a 37 °C (Thermo Scientific Heratherm 66L, EE.UU.) durante 24 h (conteo final).
Con los resultados del conteo inicial y el conteo final en placa se estim6 la inhibicion del
crecimiento de las cepas cuando estaban en contacto con las Mp y el resultado se expresd en

porcentaje (Dima et al., 2013).

5.4 Diseflo de Experimentos

Para la elaboracion de las Mp se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x2
para el analisis de las condiciones Optimas de elaboracion entre tres variables de presion de aire y
dos de flujo de inyeccion de la solucion. Para la comparacion del tamaiio del diametro de las Mp
de quitosano y las Mp compuestas se aplico la prueba de t-student. Se utilizo estadistica descriptiva
para datos de caracterizacion de las Mp (media, desviacion estandar), y para los resultados del
estudio microbiologico se realizé un diseflo completamente al azar utilizando el analisis de Student
Newman Keul’s para la comparacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento entre los
tratamientos de Mp de quitosano, Mp compuestas y el control. Se asign6 un valor de P<0.05 para
establecer las diferencias significativas y se realizo el analisis de comparacion POST-HOC para la

comparacion entre grupos con el programa estadistico STATA 12.0.

40



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Elaboracion y Caracterizacion de Mp Compuestas por Qs/Extsap Elaboradas

6.1.1Rendimiento de Extraccion y Cuantificacion de Saponinas

Para la elaboracion de las Mp se utilizo el extracto obtenido a partir del proceso de evaporacion a
presion reducida y liofilizacion del extracto butanoélico de la planta de Yucca baccata, se observo
un polvo fino de coloracion amarillo-café con un peso correspondiente a 2.02 g por cada 48g de
peso del tallo de la planta, que en porcentaje fue de 4.19%.

Se han reportado diferentes estudios sobre extraccion de saponinas en plantas usando diversos
procedimientos, concluyendo que el uso de solventes como el etanol, butanol, metanol y la mezcla
de estos, son la mejor opcioén de extraccion debido a la naturaleza polar que caracteriza a las
saponinas (Rodriguez ef al., 2017). Asimismo, se ha reportado que el butanol es el solvente con el
que se obtiene mayor rendimiento de obtencion de extractos con saponinas, en comparacion con
metanol y etanol. Algunos autores han reportado valores de rendimiento cercanos a los obtenidos
en este estudio (4.19%). Flores et al., en 2013 obtuvieron un rendimiento de 3.90% utilizando
butanol como solvente de extraccion usando la planta de Melisa Officinalis “Toronjil”. En otra
investigacion donde se compararon métodos de extraccion de saponinas a partir de hojas de Agave
brittoniana Trel y ademas se utilizaron tres solventes diferentes, se obtuvo mayor rendimiento
cuando la extraccion se realizo extraccion con Soxhletl con butanol con un 12.3%, en comparacion
de la trituracion de hojas frescas con un 9.73% y con maceracion y etanol 4.70% (Fundora, 2016).
El andlisis de FTIR confirm6 que el extracto tenia saponinas del tipo esteroidal. En la Fig. 9 se
observa el espectro de la muestra analizada y el estdndar de diosgenina (93%), con vibraciones
caracteristicas de las saponinas esteroidales en las bandas cercanas a 3347 cm™! correspondiente a
los enlaces O-H; en 2916 cm™ a la de los enlaces de C-H; de 1703 cm™ a la del grupo C=0; de
1604 cm-! para los enlaces C=C; y en 1040 cm-! para los enlaces de C-O. Quillay et al., (2017) y

Guerra et al., (2008) también publicaron resultados similares a los encontrados en nuestro estudio.
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Ademas, en 2008, Flechas et al., observaron que el espectro de una saponina esteroidal tiene bandas

dentro de los 900 cm™ que es producido por el enlace del carbono 25 de su aglicona.
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Figura 9. Espectro FTIR del Extsap de Yucca baccata y la referencia estandar de Sigma
diosgenina 93% de pureza.

Se obtuvieron 31.40 pg de saponinas por mL de saponinas (equivalentes de diosgenina) por cada

200 pg de extracto butanolico, lo que representa una concentracion de saponinas aproximada de

21.96% p/p del tallo de la planta de Yucca baccata. En la cuantificacion de las saponinas de Yucca

baccata, la coloracion obtenida de la reaccion fue de color verde, lo que confirma junto con el

andlisis de FTIR que se trata de saponinas esteroidales presentes en el extracto del tallo de la planta

(Hernéandez y Hermosilla, 2014).
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Se han reportado diferencias en el contenido de saponinas dependiendo de la parte de la planta que
se utiliza para la extraccion. En 2015, Mena et al., realizaron un estudio del contenido de saponinas
en plantas conocidas como “jaboncillo”, donde las saponinas se concentraron principalmente en
frutos y semillas, con 750 mg/mL y 173 mg/mL respectivamente en comparacion con la cantidad
de 30.5 mg/mL contenidos en su tallo. En el caso de la planta de Yucca baccata se ha encontrado
que las saponinas se concentran principalmente en el tallo (Pereo, 2015). Se ha reportado que el
contenido de saponinas entre las diferentes plantas, depende de la variedad a la que pertenece, el
clima, el suelo, la disponibilidad de agua, procedimientos de colecta y el tipo de almacenamiento

de las muestras (Parra et al., 2018; Alcazar, 2016).

6.1.2 Descripcion de Tamaiios de las Mp Elaboradas

La distribucién de tamanos medidos después de la elaboracion de las Mp fue muy variado,
obteniéndose una media general para las Mp de quitosano de 453.74 + 150.43 pm, mientras que
las Mp compuestas con el extracto con saponinas de la planta de Yucca baccata tuvieron una media
general de 408.89 + 156.36 um. Después del analisis estadistico el resultado reveld que no existe
diferencia (P<0.05) en el tamafo cuando se tiene inmovilizado el Extsap en las Mp. En la Fig. 10
se muestra la distribucion de tamafio de las Mp por rangos de diametro expresado en porcentaje,
en la que se puede observar que la mayor cantidad de Mp se encuentran dentro de un didmetro
entre 200-350 um, y en el caso de las Mp de Qs presentaron rangos de tamafios de hasta 800-950
um, mientras que la mayor distribucion de las Mp Qs/Extsap se encontraban mayormente
distribuidas dentro los rangos de menor tamafio. Como se puede observar tanto en la distribucion
de tamafios como en la media general, se observa que las Mp compuestas por Qs/Extsap
presentaron rangos menores de didmetro que las Mp de Qs, lo anterior puede ser el resultado de la
caracteristica surfactante que tienen las saponinas, lo que brinda estabilidad a la solucioén, ayudando

en la reduccidn del tamano.
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Figura 10. Distribuciéon de tamafios de las Mp elaboradas.

Samrot et al., en 2016, elaboraron Mp de Qs por gelificacion ionotrdpica y goteo controlado, y
obtuvieron particulas casi esféricas con tamafos variados comprendidos entre 50 a 300 nm. Ellos
concluyeron que sus particulas presentaron tamafios mdas grandes cuando dentro de la matriz
polimérica se encapsulaba algiin componente y/o debido a que las interacciones que puedan
presentarse entre si. Asi mismo, Moreno et al., (2018) encontraron que al utilizar microparticulas
para suministro de vacuna oral de Qs encapsulando un antigeno de ovoalbumina y saponinas, el
tamafio de las particulas aumentaba y su estabilidad disminuia, y los autores atribuyeron esto a las
interacciones que pudieron tener los componentes encapsulados.

Saniti et al., (2019) usaron una solucion de saponinas y quitosano en pH &cido como estabilizantes
de espumas, observando mayor eficacia cuando los compuestos estaban mezclados, ya que en
conjunto presentaban mayor estabilidad las soluciones y ademds se disminuia el tamafio de las
burbujas de la espuma, provocando mayor estabilidad. En algunas investigaciones se ha reportado
que es de gran importancia el sistema de elaboracion en el que se realizan las Mp, asi como la
técnica de gelificacion, ya que tienen relacion con el control de tamafio de las particulas (Lopera et

al., 2009; Goycoolea et al., 2018; Riquelme y Arancibia, 2019).
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6.2.2 Morfologia de las Mp Elaboradas

El analisis de la superficie de las Mp que se realizd con el microscopio Optico de luz invertido
reveld6 Mp predominantemente uniformes. El estudio mostré que las Mp de la solucion de Qs
formadas tenian un color blanco y uniforme, y en su mayoria eran esféricas como se muestran en
la Figura 11 (A). Algunas de ellas mostraban dafio en su superficie lo que pudo ser causado por el
tiempo de permanencia en el bafio de gelificacion ionica, ya que al no completar su gelificacion se
sometieron a movimientos que posiblemente dafiaron su morfologia. Las Mp compuestas con el
extracto con saponinas presentaron una coloracion café y en su mayoria presentaron morfologia
aparentemente esférica como se pueden apreciar en la Figura 11 (B). La superficie de las Mp revelo
residuos de Qs de algunas particulas que se colapsaron y se adhirieron a las Mp que se encontraban
cerca.

Algunas investigaciones han concluido que el tiempo de reposo de las particulas para reticulares
con el agente gelificante es importante al igual que la concentracion de la solucion utilizada para
el bafio de gelificacion. Samrot et al., (2016) observaron que la concentracion de TPP y el pH a la
hora de elaborar sus particulas, tenian influencia en la mayor homogeneidad de sus Mp.

En 2012, Swamy et al., elaboraron microesferas de Qs y polimetil-metacrilato para la liberacion
de farmacos antihipertensivos. Los autores usaron la técnica de emulsion para formar sus Mp con
superficies lisas y esféricas en un rango de tamafio promedio de 10 um. Ellos concluyeron que las
excelentes caracteristicas que presentaron sus microesferas, se relacionaron a la dispersion correcta

de todos los elementos en las soluciones trabajadas.
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Figura 11. Imagenes de microscopia con objetivo 4x de las Mp realizadas mediante gelificacion
ionica. La imagen Al y A2 son las Mp de Qs y la B1 y B2 son las Mp de Qs/Extsap.

Con los resultados obtenidos de la microscopia electronica de barrido se pudo observar de manera
mas exacta la superficie de las Mp usando los objetivos 35X y 500X. Las micrografias con aumento
de 35X revelaron que las Mp de Qs/Extsap (Fig. 14A) se encontraron colapsadas debido el proceso
de liofilizacion que fue requerido para poder realizar las observaciones en el microscopio, mientras
que las Mp de Qs presentaron estructuras completas y con superficie rugosa (Fig. 14B). Aguirre en
2011, elabor6 Mp para encapsular biomoléculas, y el andlisis de morfologia revel6 el colapso de
algunas que encapsulaban las biomoléculas de interés. También observd que las Mp no eran
esféricas, pero no mencionaba si el dafio era dado por el encapsulamiento o el proceso previo
requerido para el andlisis, como sucedid en nuestro estudio. Barros et al., (2018) encontraron que
cuando elaboraron Mp de Qs sin cargar ningiin componente, se obtuvo mayor homogeneidad en la

forma y tamafio, pero se tenian estructuras porosas y de superficie rugosa.
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Figura 12. Micrografia de las Mp liofilizadas de Qs/Extsap (A) y Qs (B) utilizando aumento de
35X por microscopia electronica de barrido.

Con las micrografias de aumento de 500 X, se pudo observar de manera mas profunda el resultado
de la liofilizacion antes mencionada. Las superficies de las Mp tenian diferencias claramente
visibles, ya que aquellas que contenian el extracto presentaban mayor dafio o su estructura se
encontraba colapsada y se podian apreciar huecos, que pudieron ser provocados por el proceso de
congelamiento, paso previo a la liofilizacion. Como se puede observar en la Figura 13, en la
comparacion de las dos micrografias obtenidas, las Mp de Qs presentaron una estructura menos
dafiada y de superficie mas lisa. Estos datos, no son concluyentes ni generales de todas las Mp, ya
que el proceso fue la principal causa del dafio en la estructura, por lo que es necesario analizar otras
técnicas para comprobar si se puede evitar este tipo de danos. Las Mp que se utilizaron para las
pruebas microbioldgicas, no presentaron colapso en su estructura debido a que no se liofilizaron y

se utilizaron en humedo, manteniendo su estructura y forma original.
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Figura 13. Micrografia de las Mp liofilizadas de Qs/Extsap (A) y Qs (B) observadas con aumento
de 500X.

6. 2. 3. Eficiencia de Asociacion y Carga del Extsap y Conformacion de las Mp compuestas
Qs/Extsap

Durante el proceso de elaboracion de las Mp inmovilizando el Extsap, se pudo observar una
coloracion ligeramente café en el bafio de gelificacion donde se formaron las Mp, por lo
posiblemente era debido a la pérdida del extracto. La eficiencia de asociacion fue de 83.37%, lo
que indica que se obtuvo una pérdida de 16.63% del extracto durante la elaboracion de las Mp. Por
otro lado, la eficiencia de carga de las microparticulas indica que por cada gramo de Mp se tiene
6% de Qs 'y 1.5% del Extsap en peso humedo.

Para verificar la estabilidad del Extsap dentro de las Mp, se analiz6 la pérdida del extracto durante
un tiempor determinado. Los resultados mostrados en la Fig. 14, la pérdida del Extsap se da de
manera rapida dentro de las primeras 10 horas, para luego encontrar estabilidad, teniendo una
pérdida méxima del Extsap de 149.27 + 2.76 ng, lo que represente menos del 10% de la carga
inicial. Este tipo de comportamiento se ajusta a un modelo de BoxLucas, donde se da una cinética
de difusion de orden uno, que se caracteriza por una pérdida del componente de manera rapida

durante las primeras horas que se administra, pero después llega a un equilibrio (Clussler, 2009).
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Figura 14. Cuantificacion de pérdida del Extsap de las Mp compuestas.

La pérdida del Extsap pudo deberse a la conformacion de las Mp, ya que es posible que el extracto
a se quedo en la superficie de la Mp y no dentro de la red de quitosano entrecruzado con TPP, lo
que facilité su pérdida durante la elaboracion o cuando se tenia en el medio acuoso.

En una investigacion realizada por Luque-Alcaraz et al., (2016) donde elaboraron nanoparticulas
de quitosano para acarrear aceites esenciales como antimicrobianos, encontraron una eficiencia de
asociacion de 88% muy similar a lo encontrado en este estudio.

Caro-Ledn et al., (2018) usaron nanoparticulas de Qs elaboradas con secado supercritico CO»,
donde incorporaron B-lactoglobulina en su estructura y obtuvieron una eficiencia de asociacion del
74.2% con una eficiencia de carga del 37.1%. Ademas mencionaban que la pérdida de la (-
lactoglobulina se debia a que esta se encontraba en la superficie de las nanoparticulas y esto

facilitaba su difusion en el medio, tal como sucedio6 en este estudio con el Extsap.
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Microparticula de quitosano con extracto con saponinas

Figura 15. Esquema hipotético de la conformacion de la microparticula compuesta con quitosano
y el extracto con saponinas de la planta de Yucca baccata.

En la Figura 15, se pueden observar la hipotesis de la conformacion de la Mp cuando contiene
inmovilizado el ExtSap, donde se tiene a las cadenas de Qs libres y al ser mezclados con la solucion
del extracto con saponinas y un agente gelificante (TPP) que ayudé a entrecruzar las cadenas de
quitosano, se forma una red, lo que provoca que la saponina quede dentro de esa red, integrandose
a la estructura interna de la Mp.

Para analizar si existia interaccion entre los componentes de la estructura, se realiz6 un analisis de
FTIR de la Mp compuesta. Se encontrd que el espectro del analisis (Fig. 16) corresponde a las
bandas caracteristicas de Qs, donde el grupo O-H muestra la vibracion a los 3358 cm™, el grupo
N-H cercano a los 3208cm’!, del grupo C-H a 2868cm™, del grupo amida a 1645 cm!, y del grupo
C-O-C alas 1070 cm™'; todas ellas caracteristicas del espectro de quitosano, lo que concuerda con
la literatura (Agulld et al., 2004). Ademas en el espectro de las Mp Qs/Extsap se observo la
aparicién de una banda a las 1200 cm™ y a los 900 cm™, que puede deberse a la presencia de
fosfatos del TPP que se utiliz6 para entrecruzar las Mp, como ya se ha reportado previamente

(Salazar y Negron, 2013).
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Figura 16. Espectro FTIR de Mp Qs/Extsap.

6.2 Ensayo Microbioldgico de las Mp Compuestas por Qs/Extsap

En la actualidad existe informacion limitada sobre la evaluacion antibacteriana de la mezcla de
extractos con saponinas de la planta de Yucca baccata y Qs, pero existe evidencia por separado de
cada uno de los componentes de las Mp. De acuerdo a la literatura el Qs al parecer tiene mayor
efecto antimicrobiano sobre bacterias Gram negativas, lo cual podria explicarse a la carga cationica
del biopolimero que se une a las cargas anionicas de la bacteria. Por otro lado, las saponinas tienen
mayor eficacia antimicrobiana contra las Gram positivas, explicado por la estructura ya que las
lipoproteinas de la membrana celular que permiten la union con la parte lipidica de las saponinas
(Reddy et al., 2015). En el Cuadro 4, se observan los resultados expresados en porcentajes de
inhibicion de crecimiento con las bacterias estudiadas.

El efecto antibacteriano de las Mp se esperaba que fue por el contacto de las bacterias suspendidas

en el medio de cultivo MH y las cantidades de Mp agregadas. Los resultados obtenidos demuestran
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que las cepas utilizadas fueron mayormente sensibles al estar en contacto con las Mp compuestas
por Qs/Extsap, en comparacion de las Mp de Qs solo. La bacteria mas sensible a las Mp Qs/Extsap,
fue la cepa de S. #yphi porque mostrd una inhibicion mayor de 50% en contacto con la cantidad
mas pequefia usada de Mp (0.1 g) y de 99.99% a partir de 1.5 g de Mp Qs/Extsap. La cepa de E.
coli, fue mas sensible a las Mp compuestas en comparacion a la observada con las Mp de Qs, pero
en ambas, la cantidad de 2.0 g de Mp inhibi6 su crecimiento en un 99.99%. Por otro lado, L.
monocytogenes demostro que al estar en contacto con 1.0 g de Mp de Qs/Extsap tuvo una eficacia
del 56%, en comparacion de las Mp de Qs que inhibid el crecimiento un 29%. Contrario a lo
esperado, esta cepa solo presento inhibicion de 10% cuando se adiciono la cantidad de Mp mas alta

(2.0 g) de Mp Qs/Extsap.

Cuadro 2. Resultados de la evaluacion antibacteriana de las Mp de Qs y Mp Qs/Extsap.

Cantidad de
. Mp Qs Mp Qs/Extsap -

Bacteria - Mp “1\54)1/{5 ML o de inhibicion % de inhibicion ~ anamicina
0.1 00.00+22.63a 00.00+0.07 a 99.99 + 0.00 b
Escherichia 0.5 00.00+2.12 a 00.00+1.41a 99.99 +£0.00 b
coli 1.0 00.00 +0.01 a 0741+141a 99.99 + 0.00 b
ATCC 25922 1.5 37.03+141a 19.12+£5.65a 99.99 £ 0.00 b
2.0 99.99 +0.01 a 99.99+2.82a 99.99 + 0.00 b
0.1 5423+ 141b 89.37+495b 99.99 £ 0.00 b
Salmonella 0.5 66.36 £2.12b 78.76 £0.70 b 99.99 +£0.00 b
Typhi 1.0 65.62+636b  9391+141Db 99.99 £ 0.00 b
ATCC 14028 1.5 9459+0.01b  99.99+0.01b 99.99 + 0.00 b
2.0 99.99+£0.01b  99.99+0.01b 99.99 + 0.00 b
0.1 00.00 +2.82 a 00.00+1.41 a 99.99 + 0.00 b
Listeria 0.5 00.00 +0.01 a 00.00 £4.95 a 99.99 £ 0.00 b
monocytogenes 1.0 29.03+141a 56.25+4.24a 99.99 £ 0.00 b
ATCC 76446 1.5 00.00+£2.12a 00.00+1131a 99.99+0.00b
2.0 00.00 +0.71 a 10.00£0.01 a 99.99 + 0.00 b

Media + DE. Diferente literal entre columnas significa diferencia entre grupos. ATCC:
American Type Culture Collection.

Una investigacion sobre la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la raiz de Rumex
criapus L. contra bacterias de S. aureus (ATCC25923) y Escherichia coli (ATCC 25992), concluy6

que ambas cepas mostraron tener tan alta sensibilidad al extracto aplicado a una concentraciéon del
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30%, que incluso fue similar al antibidtico utilizado como control. La actividad antibacteriana del
extracto etanolico ha sido atribuida a diferentes compuestos que se encuentran en la planta como
taninos, flavonoides y saponinas (Soto et al., 2015). En este estudio se observd que Escherichia
coli mostré sensibilidad a las Mp compuestas pero a una concentraciéon mayor al de Kanamicina.
Otra investigacion que evalud el afecto antimicrobiano de microesferas de quitosano contra
Escherichia coli, revel6 una inhibicion hasta de 97.5%. Al final se observo que en la medida de
cambiar el pH desde 5.0 a 7.0, el efecto contra Escherichia coli fue mayor (Kong et al., 2008). En
la presente investigacion, los resultados del ensayo antibacteriano con las Mp se obtuvieron en
condiciones neutras, ya que el medio de cultivo fue ajustado a un pH de 7.2 y las Mp tenian un pH
de 7.0 (ajustado por lavados). En otra investigacion donde se evalud el efecto antibacteriano de
micro y nano particulas contra S. Typhi y S. aureus, ademas del pH, el cambio en la temperatura y
el tamafo de la particula influian en la eficacia de actividad antibacteriana (Aridila et al., 2018).
Por lo anterior, es importante realizar mas pruebas para poder analizar el comportamiento de las
Mp en otras condiciones de pH, y con otras especies bacterianas.

En el presentes estudio observd un posible efecto sinérgico en las Mp compuestas por quitosano
con el extracto de saponinas, ya que la concentracion de 0.1 g inhibi6 el crecimiento de Salmonella
typhi un 30% mas que las Mp que solo contenian quitosano, ademés de presentar mayor efecto en
el crecimiento tanto de E. coli y L. monocytogenes. Durante el ensayo microbiologico, no se

observo dafio en la estructura de las Mp de Qs ni en las Mp de Qs/Extsap.
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7. CONCLUSION

El sistema de bafio recirculado y gelificacion i6nica permitieron obtener Mp compuestas
por Qs/Extsap del tallo de Yucca baccata con un rango de tamafio de diametro promedio de 408.88
+ 156.36 pm, con una estructura aparentemente esférica de coloracion café, y con un contenido
promedio de 14.94 mg/ml del extracto con saponinas.
Las Mp compuestas por Qs/Extsap tuvieron efecto antibacteriano en condiciones neutras (pH 7.0),
contra cepas de Salmonella tiphy, Escherichia coli y Listeria monocytgenes que ya han sido
reconocidas como contaminantes microbioldgicos en el agua potable. Los hallazgos de este estudio
permitieron concluir que las Mp compuestas representan una posible alternativa como un sistema

para aplicarse en la reduccién de la carga bacteriana del agua.
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8. RECOMENDACIONES

Debido al tiempo que conlleva la elaboracion de las Mp elaboradas en este trabajo, se
podrian explorar nuevas técnicas de elaboracion u optimizacion, para tener mayor cantidad de estas
en menos tiempo para andlisis adicionales. De igual forma, se recomienda realizar un analisis mas
detallado de estructura de la Mp el cual revele la forma en la cual se distribuyen el quitosano y el
extracto con saponinas.

Por otra parte, es recomendable modificar las condiciones de trabajo durante el ensayo
microbiolégico que proporcione mas informacion sobre los posibles cambios que puedan
observarse en la accion antibacteriana de las Mp compuestas por Qs y el Extsap de la planta de
Yucca baccata. De igual forma, el cambio de las condiciones de trabajo puede incluir el uso de un
mayor nimero de cepas bacterianas y la aplicacion de técnicas microbioldgicas que permitan
obtener mayor informacion, como por ejemplo, las concentraciones minimas inhibitorias, minimas
bactericidas y sobre la viabilidad de la célula bacteriana para poder estimar las concentraciones
Optimas para agregar de las Mp de Qs/Extsap que presenten el efecto antibacteriano deseado,

ademas de buscar un dispositivo para poder probar las Mp compuestas de manera in vivo.
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