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Resumen

El aumento de enfermedades por virus y bacterias presentes en diversas superficies han
aumentado en los ultimos afios. Un ejemplo de ello fue durante la pandemia del COVID-19.
Por esta razén existe una necesidad apremiante de crear recubrimientos antimicrobianos.
El objetivo de esta tesis fue estudiar la técnica de inactivacion fotodinamica en la produccion

de recubrimientos biopoliméricos antimicrobianos.

En este trabajo se combinaron las propiedades del quitosano (Q) con azul de metileno (AM),
éste ultimo es un fotosensibilizador (PS) que al ser expuesto a una luz de una longitud de
onda de 660 nm (luz roja) es capaz de activarse y junto con el oxigeno molecular formar

especies reactivas de oxigeno (ROS).

En conformidad con la JIS Z 2801:2000 y la ISO 22196:2007 se midi6 la actividad
antibacteriana sobre Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Staphylococcus aureus (S.
aureus). Para ello se conformaron 8 diferentes tratamientos que fueron inoculados con cada
cepa: i) blanco (B) que se trataba de papel filtro estéril, i) blanco irradiado con luz roja (B+IF)
para descartar algun efecto de la luz sobre la cepa, iii) un recubrimiento de quitosano al
0.05% (Q), iv) el mismo recubrimiento de quitosano pero irradiado (Q+IF), v) un tratamiento
con AM al 0.025 uM (AM) que se encontraba sobre papel filtro, vi) el mismo AM pero
irradiado (AM+IF), vii) un recubrimiento que estaba compuesto por Q al 0.05% y AM 0.025
UM (Q+AM) vy viii) por ultimo este mismo recubrimiento pero irradiado con luz roja
(Q+AM+IF).

Con el uso de 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) se determind la cantidad de oxigeno
singulete (*0,) generado en el recubrimiento a los 15 minutos de fotoactivacién y su tasa
de generacion. Por ultimo, se midi6 el potencial Z de cada componente del recubrimiento

en un equipo zeta sizer con la finalidad de establecer las interacciones ionicas.

Se observo un efecto sinérgico entre el Q, AM y la exposicion a la luz roja, lo cual fue

mostrado con el aumento en el porcentaje de inhibicion sobre S. aureus (68.6%) y K.

pneumoniae (97.4%). El recubrimiento gener6 0.0246 mmol de 'O/l con una tasa de

generacion de 0.0608 mmol*O./min. En cuanto al potencial Z, los tres componentes (Q, AM
y Q+AM) presentaron potenciales positivos elevados lo que demuestra una estabilidad en

los componentes y ademas explica como interactian con la pared de las bacterias.




Abstract

In recent years, the number of diseases caused by viruses and bacteria present on various
surfaces has increased. An example of this was during the COVID-19 pandemic. For this
reason, there is a pressing need to create antimicrobial coatings. This thesis aimed to study
the photodynamic inactivation technique in the production of antimicrobial biopolymeric

coatings.

In this work, the properties of chitosan (Q) were combined with methylene blue (AM). The
latter is a photosensitizer (PS) that, when exposed to light with a wavelength of 660 nm (red
light), can be activated and, together with molecular oxygen, forms reactive oxygen species
(ROS).

In accordance with JIS Z 2801:2000 and ISO 22196:2007, the antibacterial activity of
Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) and Staphylococcus aureus (S. aureus) was
measured. For this, 8 different treatments were inoculated with each strain: a blank (B) that
was sterile filter paper, a blank irradiated with red light (B+IF) to rule out any effect of light
on the strain, a 0.05% chitosan coating (Q), the same chitosan coating but irradiated (Q+IF),
a treatment with 0.025 uM AM (AM) that was on filter paper, the same AM but irradiated
(AM+IF), a coating that was composed of 0.05% Q and 0.025 uM AM (Q+AM) and finally
this same coating but irradiated with red light (Q+AM+IF).

Using 1,3-diphenylisobenzofuran (DPBF), the amount of singlet oxygen (*O2) generated in
the coating at 15 minutes and its generation rate were determined. Finally, each coating

component's Z potential was measured in a zeta sizer instrument.

A synergistic effect was observed between Q, AM, and red-light exposure, which was
demonstrated by the increase in the percentage of inhibition on S. aureus (68.6%) and K.

pneumoniae (97.4%). The coating generated 0.0246 mmol of 'O, /I with a generation rate

of 0.0608 mmol*O./min. Regarding the Z potential, the three components (Q, AM, and

Q+AM) presented high positive potentials, which demonstrated stability in the components

and explained how they interact with the wall of the bacteria.




1. Introduccién

Durante la pandemia de COVID-19 quedé en evidencia que los virus y las bacterias son
capaces de sobrevivir en diversas superficies durante dias, semanas o incluso meses
(Narvaez y Ortega, 2014). Ademas, se ha observado que los microorganismos son
capaces de adaptarse rapidamente y crean una resistencia a diversos farmacos como los

antibidticos, lo cual constituye un problema mundial de salud publica (Oromi, 2000).

Por esta razon, en los ultimos afios distintos estudios se han centrado en la busqueda de
nuevas técnicas y materiales que sean capaces de inhibir el crecimiento bacteriano. Una

técnica es la inactivacion fotodinamica (IF) y un material es el quitosano (Q).

El quitosano es el derivado N-desacetilado de la quitina obtenido mediante un proceso de
desacetilacion homogénea, heterogénea o enzimética (Dumitriu, 2005). Se considera
quitosano cuando la reaccion de desacetilacion de la quitina elimina al menos un 50% de
sus grupos acetilo (Larez, 2006). Algunas de las propiedades del quitosano son:
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxico, alta capacidad de unién a metales y un
amplio espectro en actividad antimicrobiana (Rodriguez et al., 2009).

Por su parte, la IF es una técnica que se basa en la activacion de un croméforo denominado
fotosensibilizador (PS), que al ser expuesto a una luz a cierta longitud de onda puede ser

activado. Esta exposicion provoca la produccion de radicales dafiinos, como las especies

reactivas de oxigeno (ROS), en particular el oxigeno singulete (*O), los cuales son capaces

de activar procesos de dafio celular y producir la muerte de la misma (Cieplik et al., 2018).

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la técnica de IF en la produccion de recubrimientos
biopoliméricos antimicrobianos. Como PS se utilizé6 azul de metileno (AM) un colorante
heterociclico aromético (Sahu et al., 2020) que posee caracteristicas antimicrobianas y
antifingicas naturales, cuyo potencial toxico se incrementa con la exposicion a luz, debido

a gue el pico de absorbancia para este tinte es de 600 a 660 nm (Baltazar et al., 2002).




2. Marco tedrico

2.1 Recubrimientos poliméricos

El término recubrimiento polimérico involucra la formacién de una estructura del polimero
directamente en la superficie del objeto que se pretende proteger o mejorar. De esta
manera, los recubrimientos llegan a ser parte del producto y permanecen en el mismo
durante su uso y consumo (Krochta y De Mulder-Johnson, 1997; Trejo, 2010).

Los recubrimientos tienen un amplio campo de aplicacién, como en la industria textil para
dar acabados antiarrugas o regular la temperatura de la ropa, en el area médica para
proporcionar superficies antimicrobianas a dispositivos biomédicos, en la industria
mecanica para proveer acabados que prolongan la durabilidad de superficies metéalicas de
naves aeroespaciales y vehiculos de transporte terrestre, asi como en muebles de madera

o plastico, paredes y pisos de concreto, entre otros (Navarro-Tovar et al., 2020).

2.2 Biopolimeros
Un polimero es una macromolécula constituida por la union repetida de muchas unidades
moleculares pequefias, denominadas unidades de repeticibn o mondémeros, que se
encuentran unidas entre si por enlaces covalentes. En los polimeros sintéticos, las unidades
son polimerizadas mediante procesos quimicos como la adicion o la condensacién
(Sperling, 2006), un ejemplo de ellos es el poliestireno, el cloruro de vinilo y el
politereftalato de etileno (PET). Los biopolimeros existen en la naturaleza y algunos son

procedentes de rutas metabdlicas, por ejemplo, la celulosa, el almidén y la quitina.

Una alternativa a los polimeros que se obtienen a partir del petréleo son los polimeros

biodegradables de origen bioldgico, tales como los derivados del almidén, polimeros
celulésicos, acido polilactico y polihidroxialcanoatos. Estos atienden a la problematica
ambiental que generan los plasticos ya que ademas de ser biodegradables tienen la ventaja
de que son producidos a partir de fuentes renovables (Demirbas, 2007; Nath et al., 2008).
Dentro de los biopolimeros que han adquirido un mayor interés en los Ultimos afios se

encuentra la quitina y el quitosano.

2.3 Quitina
La quitina (del griego chiton, tunica) es el segundo biopolimero mas abundante en la

naturaleza, después de la celulosa, encontrdndose principalmente en el exoesqueleto de
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artropodos (insectos, crustaceos, aracnidos y miridpodos), asi como en anélidos y
moluscos. Ademas, se ha reportado la presencia de este polisacarido en bajas
concentraciones en la pared celular de algunos hongos fitopatdgenos como es el caso
de Fusarium solani (Paz-Lago et al., 1999), Rhizopus oryzae (Yu y Hang, 1989; Wei et
al., 2008) y hongos del orden de los Mucorales. Asimismo, es un importante componente
en hongos filamentosos de la clase de los Zygomicetos (Bartnicki-Garcia et al., 1970;
Zamani et al., 2007).

La quitina es un polisacarido lineal constituido por residuos de N-acetil-D-glucosamina
(GIcNACc) o 2-acetamido-2 desoxi-beta-D-glucosa (Figura 1), enlazados entre si por enlaces
glicosidicos B-1-4. Es un polisacérido cristalino de tonalidad blanca-amarillenta, rigido y no
elastico (Shahidi et al., 1999). En la naturaleza se presenta en tres formas cristalinas, a-,
B- y y- con diferentes orientaciones de fibrillas, dentro de los cuales, la forma a-cristalina

es la mas abundante (Sajomsang y Gonil, 2010; Zhang et al., 2000).

CHy |
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"E\_--' D\ HD".-’"'-JirEI.'H?""-
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Figura 1. Estructura de la quitina.
Se han establecido varios métodos para la produccién de quitina a partir de sus fuentes
naturales. Estos procesos involucran fundamentalmente el tratamiento con acidos para
lograr la desmineralizacion de los materiales y el tratamiento con alcali para separar las

proteinas (Hong y Samuel,1995).

Estas técnicas utilizan grandes cantidades de agua, energia, acidos y alcalis en altas
concentraciones lo que dificulta la recuperacion de productos de alto valor agregado como
proteinas y pigmentos. Para la extraccion de quitina, el uso de métodos biotecnoldgicos
como la fermentacion acido lactica (FAL) permite recuperar productos de alto valor
agregado (Gimeno et al., 2007). Después de realizar la FAL, la concentracion y la cantidad
de 4&cidos y alcalis empleados para la purificacion de la quitina disminuyen

significativamente (Shirai et al., 2001; Cira et al., 2002).




2.4 Quitosano
El quitosano (Q) es mucho menos abundante en la naturaleza que la quitina, pudiéndose
encontrar so6lo en la pared celular de ciertos hongos y algunas plantas (Shirai et al., 1996).
Es el derivado N-desacetilado de la quitina, compuesto principalmente de glucosamina (2-
amido-2-desoxi-beta-D-glucosa) (Shahidi et al., 1999), unidos mediante enlaces

glucosidicos B- 1-4 (Figura 2).

Figura 2. Estructura del quitosano.

Tiene tres grupos funcionales reactivos, un grupo amino y dos grupos hidroxilo en C-3y C-
6; la modificacion quimica de éstos incrementa la biofuncionalidad de los productos de la

molécula, ya sea la conformacion original o nuevas estructuras (Hirano, 1999).

La producciéon comercial de quitosano se lleva a cabo empleando como materia prima

quitina debido a la relaciébn quimica que guardan entre sus estructuras, mediante un

proceso de desacetilacion homogénea, heterogénea o enzimatica (Dumitriu, 2005).

En la reaccion homogénea se suspende la quitina en un medio alcali a una temperatura
inferior a los 4°C para poder solubilizar la quitina, posteriormente se deja a temperatura
ambiente por un largo periodo de tiempo, generando homogeneidad en la reaccion, sin
embargo, la distribucion de los grupos acetil a lo largo de la cadena es arbitraria (Nemtsev
et al., 2002).

La reaccion heterogénea se utiliza en la industria y en esta se dispersa la quitina en un
medio alcali caliente por periodos de tiempo cortos para evitar la despolimerizacion. El
guitosano que se obtiene generalmente presenta polidispersion en el grado de
desacetilacion (Giraldo, 2015).

Por su parte, en el método enzimatico se utiliza la enzima quitina-desacetilasa que cataliza
la reaccidn de conversién de los mondmeros 2-acetilamina-2-desoxi-B-D-(+)-Glucopiranosa

a 2-amino-2-desoxi-B-D-Glucopiranosa (Valenzuela, 2006). Se considera quitosano cuando




la reaccion de desacetilacion de la quitina elimina al menos un 50% de sus grupos acetilo
(Larez, 2006).

2.4.1 Propiedades generales
Biocompatible. Material capaz de interaccionar con los tejidos de un sistema vivo sin
causar dafios, efectos toxicos o reacciones biolégicas por parte del huésped que lo aloja
(Dash et al., 2011; Goycoolea et al., 2000).

Biodegradable. Material que no genera productos dafinos como resultado de su
degradacion. Los enlaces (1—4) de la quitina y el quitosano son degradados in vivo
por la enzima lisozima presente en el organismo humano (Sashiwa et al., 1990,
Shigemasa et al., 1994) y los subproductos de degradacion se incorporan facilmente a
distintas rutas metabolicas o son excretados (Dinesh y Alok, 2000).

No téxico o de baja toxicidad. Presenta una baja toxicidad lo que lo hace un
biomaterial ideal para una gran cantidad de usos y aplicaciones en medicina, industria,
etc. (Cheng et al., 2014; Mahoney et al., 2016; Mahdavi et al., 2016).

Accién antibacteriana de amplio espectro. La actividad antimicrobiana del quitosano
depende del microorganismo, pero lo mas ampliamente extendido es que tiene un
efecto inhibitorio (Bautista-Bafios, 2016; Oliveira et al., 2012; Pefia et al., 2013).

2.4.2 Propiedades fisicoquimicas
El quitosano es soluble en soluciones acuosas de acidos organicos e inorganicos al igual
que en soluciones alcohdlicas acidas, cuando el pH se encuentra por debajo de 6. Es
insoluble en agua, soluciones alcalinas y disolventes organicos puros. Es muy estable y
poco sensible a la humedad, se descompone a temperaturas mayores de 185 °C (Ravi et

al., 2004). Su pureza, grado de desacetilacion, peso molecular, viscosidad y estructura

polimorfica varian de acuerdo con su proceso de produccion (Goosen, 1997).

2.4.3 Propiedades antimicrobianas
La accion antimicrobiana del quitosano esta influenciada por diversos factores como:
método de obtencién peso molecular, pH del medio de cultivo, condiciones ambientales, el

hospedero, la composicién quimica y nutritiva del sustrato, grado de despolimerizacion y la
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presencia o ausencia de sustancias que interfieran como lipidos y proteinas (Rabea et al,
2003). Se ha observado que existe una relacion entre la capacidad antimicrobiana del
quitosano y el grado de desacetilacién que presenta, siendo a mayor grado, mayor actividad

antibacteriana, tanto contra Gram positivas como negativas (Hernandez-Téllez et al., 2016).

El mecanismo de accién antibacteriana que ejerce el quitosano ha sido ampliamente
estudiado, sin embargo, el mecanismo comUnmente aceptado es que la naturaleza
policatiénica del quitosano se debe a la presencia de los grupos amino (NHs") de la
glucosamina y podria ser una caracteristica clave de su capacidad para interactuar con los
componentes de la superficie cargados negativamente de muchos microorganismos,
causando amplias alteraciones en la superficie celular cargada negativamente, lo que lleva

a fuga de constituyentes intracelulares que resulta en la muerte celular (Ganan, 2009).

Por su parte Raafat et al. (2008) demostraron que la interaccion del quitosano con los
polimeros de la superficie celular, como los acidos lipoteicoicos anclados a la membrana,
interfiere con los procesos dinamicos que ocurren en la membrana citoplasmatica alterando
su funcionamiento 6ptimo; lo cual resulta en la fuga de pequefios componentes celulares

sin formacién de poros.

2.5 Inactivacion fotodinamica
La inactivacién fotodinamica (IF) antimicrobiana, es una técnica que se basa en la
activacion de un croméforo denominado fotosensibilizador (PS), que al ser expuesto a una
luz a cierta longitud de onda puede ser activado. Esta exposicién provoca la produccion de

radicales dafinos, tal como las especies reactivas de oxigeno (ROS) y en particular el

oxigeno singulete (*O.), los cuales son capaces de activar procesos de dafio celular, como
la muerte (Cieplik et al., 2018).

Para que ocurra una reaccion fotodinamica, se requieren tres elementos basicos (Issay
Manela-Azulay, 2010):

1. Un PS es una molécula fotosensible capaz de localizarse en una célula o en un
tejido diana;

2. Una fuente de luz con longitudes de onda especificas requeridas para activar el

agente fotosensibilizante;




3. Oxigeno molecular, esencial para la formacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS).
2.5.1 Mecanismo de accion

Cuando se dirige la luz hacia el PS, éste absorbe un fotdén, pasa a un estado triplete y
posteriormente por la presencia de oxigeno molecular se produce oxigeno singulete (*0,)
y otras especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales pueden dafiar todo tipo de
moléculas, como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y, por lo tanto, inducir muerte celular
(Broekgaarden et al., 2015). Se conocen dos mecanismos de produccién de ROS cuando

el PS se encuentra en estado triplete (Kashef et al., 2017), estos son:

Reaccion tipo I: implican reacciones de transferencia de electrones que forman iones

radicales y radicales libres, tales como el anidn superéxido, el peréxido de hidrégeno y los
radicales hidroxilo.
Reaccion tipo |l: se deriva de la transferencia de energia del PS al oxigeno molecular en

estado triplete (30.), lo que lleva a la produccién de O, que es altamente toxico (Figura 3).

Figura 3.Reacciones fotodinamicas (Tipo | y tipo Il) y vias de muerte celular en el proceso de inactivacion
fotodinamica (Sai et al., 2021).

Tanto el mecanismo tipo | como el Il se pueden desencadenar simultaneamente y la relacion
entre los procesos dependeran de las caracteristicas del PS, asi como las concentraciones

de sustrato y oxigeno (Tao et al., 2013).




2.5.2 Fotosensibilizador
Un fotosensibilizador (PS) se caracteriza por tener una alta solubilidad en agua, minima
toxicidad, un potencial mutagénico bajo o nulo, y una alta estabilidad quimica. Ademas,
debe ser capaz de acumularse en el objetivo especifico (tejido o célula) y eliminarse
facilmente después de ser administrado para evitar la fotosensibilizacién prolongada
(Cieplik et al., 2018).

Existe un gran nimero de PS aprobados por Organismos Internacionales de Salud y otros
mas en diferentes fases de investigacion clinica. Principalmente se trata de estructuras

organicas ciclicas de gran tamafo con enlaces conjugados.

Segun su estructura quimica, los agentes fotosensibilizadores se clasifican en 3 familias:

porfirinas, clorinas y ftalocianinas. Por otra parte, se pueden clasificar por sus propiedades

de distribucion, selectividad y excrecion, siendo asi de primera, segunda y tercera

generacién (Taylor et al., 2011).

Azul de metileno

El azul de metileno (AM) es un colorante heterociclico aromatico (Sahu et al., 2020) que
tiene un peso molecular de 319.85 g/mol y una féormula molecular - Ci6H1sN3CIS. Su
nombre quimico, segun la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), es
[cloruro de 3,7-bis(dimetilamino) fenotiazina cloruro de tetrametiltionina]. La estructura de
la molécula se muestra en la Figura 4. El colorante AM tiene un pKa de 3.8 (Bayomie et al.,
2020; Sousa et al., 2019), es soluble en metanol, 2-propanol, agua, etanol, acetona y
acetato de etilo (Salimi y Roosta, 2019). Su solubilidad en agua es de 43,6 g/L a 25 °C
(Pham et al., 2020). El punto de fusion de AM esta en el rango de 100 a 110 °C (Nasrullah
et al., 2015).

Figura 4. Estructura quimica del AM.

El AM tiene un color azul intenso caracteristico en estado oxidado y es incoloro en su forma

reducida (Figura 5).
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Figura 5. Formas oxidadas y reducidas del AM.
Posee caracteristicas antimicrobianas y antifingicas naturales, cuyo potencial toxico se
incrementa con la exposicién a luz; su pico de absorbancia es de 600 a 660 nm (Baltazar
et al.,, 2002) por lo que es utilizado eficazmente como fotosensibilizador de la terapia
fotodinamica en estudios sobre Candida albicans y otros microorganismos patégenos de la
cavidad bucal (Peloi et al., 2002; Wainwright, 2010; Gordillo y Montero, 2002).

Mecanismo de accion antiséptica del AM
Las mitocondrias son los organulos que sirven como fuente de produccién de especies
reactivas de oxigeno, cualquier alteracion en el funcionamiento de éstas, se asocia con una
alteracion de la homeostasis redox de la célula (Thomas et al., 2013). Por tal motivo, en el

afio 2016 Ansari et al. realizaron experimentos sobre Candida albicans para probar la

disfuncion mitocondrial en presencia de AM mostrando que la actividad antifingica de éste

se encuentra relacionada con la alteracion en el estado redox de la membrana. Por otra
parte, se verificd el contenido de ergosterol, un componente importante de la estructura de

la membrana, observando una reduccion del 66% en las células tratadas con AM.

Finalmente se evalud el efecto del AM sobre la transicion de levadura a pseudomicelio, un
atributo de virulencia importante para establecer la infeccién, demostrando que el AM podria
inhibir eficientemente dicha formacién en comparacion con las células del control que fueron

capaces de expresar los filamentos en condiciones similares.

2.5.3 Fuente de luz
La IF requiere una fuente de luz que active el fotosensibilizador mediante la exposicion a
luz visible de baja potencia en una longitud de onda especifica. La mayoria de los
fotosensibilizadores se activan con luz roja entre 630 y 700 nm (Salva, 2020). Se han

probado tres tipos de fuentes de luz: luz coherente, como los laseres, no coherente como
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los diodos emisores de luz y las ldmparas de descarga de gas (Calin y Parasca, 2009;
Nyman y Hynninen, 2004). Los laseres suministran la luz en un solo tono y pueden ajustarse
con fibra éptica, sin embargo, tienen la desventaja de tener un costo alto. En contraste, los
LEDs son menos costosos Yy tienen un espectro de emision mas amplio (Wilson y Patterson,
2008).
2.5.4 Especies reactivas del oxigeno

Cuando se habla de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive oxygen
species”) se refiere tanto a radicales libres que contienen oxigeno como a derivados
gue sin ser radicales libres son muy reactivos como ellos. Tal es el caso de: anidn pe-
réxido (O7°), el peroxido de hidrégeno (H202) y el anién hidroxilo (OH") (Lozano y
Fernandez, 2020).

La produccion de pequefas cantidades de ROS forma parte del metabolismo celular
actuando como regulador intracelular cuando se generan de forma controlada en puntos
concretos de la célula. Un ejemplo de ello es en la cadena de transporte de electrones, la
cual es la principal fuente de adenosin trifosfato (ATP) en las células de los mamiferos.

Durante la transduccion de energia ocurre una pequefia fuga de electrones en el complejo

I'y el complejo lll, lo cual conduce a la reduccion parcial del oxigeno para formar superéxido

(O2) (Figura 6). Se ha estimado que del 0.2% a 2.0% de O, consumido por las mitocondrias
genera Oy (Madamanchi y Runge, 2007).

Hay tres eventos de fuga: el complejo | fuga O2 hacia la matriz mitocondrial, mientras que
el complejo Ill fuga Oz tanto hacia el espacio intermembrana como hacia la matriz
mitocondrial (Han et al., 2003; Madamanchi y Runge, 2007). Posteriormente, el O, se
dismuta rapidamente a peroxido de hidrogeno (H202) por dos enzimas dismutasas, incluida
la superdxido dismutasa 2 (SOD2) en la matriz mitocondrial y la superéxido dismutasa 1
(SOD1) en el espacio intermembrana mitocondrial. Posteriormente, el H,O; se reduce
completamente a agua mediante la enzima glutation peroxidasa (GPX) evitando asi el dafio
por ROS (Li et al., 2013).
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Figura 6. Especies reactivas de oxigeno formadas durante la cadena de transporte de electrones (Li et al.,
2013).

Sin embargo, la produccion incontrolada de ROS altera o destruye componentes
celulares y modifica la expresion de genes (Droge, 2002; Lushchak, 2014; Schieber y
Chandel, 2014). Los efectos producidos por las ROS dependen de la intensidad, la duracién
y el microentorno. Un pequefio aumento en un punto concreto de la célula sirve como
regulador intracelular para activar alguna funcién biolégica. Por el contrario, una elevacion
transitoria 0 crénica desencadena una respuesta oxidativa que es propia de estados
patolégicos (Winterbourn y Hampton, 2008; Lushchak, 2014). Por esta razén, las células
cuentan con mecanismos antioxidantes tanto enzimaticos, que actian directamente sobre
las ROS téxicas, como no enzimaticos que actlian para dar origen a moléculas mas estables
que se metabolizan o excretan para proteger a la célula de la potencial toxicidad de las
ROS.
Oxigeno singulete (*0,)

El oxigeno molecular singulete se descubri6 en el afio 1924, no obstante, el interés en esta
especie comenz6 en 1963 cuando Khan y Kasha concluyeron que la quimioluminiscencia
roja observada de la reaccion del hipoclorito-oxigeno correspondia a la generacion de
oxigeno molecular singulete.

El 'O, es oxigeno en estado electronico activado. Este se puede producir cuando el oxigeno
molecular se activa por radiacion (luz). EI mecanismo de activacion del oxigeno se genera
por la transmision de energia que proviene de una molécula colorante. Esta absorbe la luz
ultravioleta o visible y transfiere su energia al oxigeno fungiendo como sensibilizador y

desactivandose al mismo tiempo.




Deteccion del '*O,con DPBF
El 1,3-difenilisobenzofurano (DPBF) es una molécula fluorescente que posee una
reactividad muy especifica frente al oxigeno singulete (*O2), formando un endoperéxido que
se descompone para dar 1,2-dibenzoilbenceno (Figura 7). Este cambio provoca la
incapacidad del producto para absorber o emitir luz visible. Por lo tanto, la reduccion de la
absorbancia o la intensidad de la fluorescencia del DPBF reflejan la cantidad de
10, generado (Xian-Fuy Xiaoli, 2011).
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Figura 7. Reaccion del DPBF con el oxigeno singulete (Xian-Fu y Xiaoli, 2011).

El DPBF absorbe fuertemente la luz alrededor de 410 nm y emite una fluorescencia azulada
brillante, lo que permite su medicibn mediante espectroscopia UV-Vis. La medicién de la
absorbancia UV-Vis es simple, rapida y el método mas utilizado. La espectroscopia UV-Vis
es algo menos sensible que la espectroscopia de fluorescencia. Sin embargo, la
espectroscopia UV-Vis es menos propensa a los artefactos, ya que el espectro de absorcion
de un compuesto con un alto coeficiente de absorcion no puede estar dominado por

pequefas cantidades de contaminantes (Takajo y Anzai, 2020).

2.6 Sinergismo y antagonismo
El sinergismo es un indicativo de que la actividad conjunta de dos antimicrobianos es
superior a la suma de la actividad individual de cada antimicrobiano. El antagonismo, es
contrario al sinergismo, la actividad de dos antimicrobianos juntos es significativamente
menor a la suma de la actividad individual de estos antimicrobianos (De la Fuente-Salcido
et al., 2015). El propésito del estudio del sinergismo en las combinaciones antimicrobianas

es potenciar su aplicacion para disminuir el desarrollo de la resistencia en los

microorganismos (Angeby et al., 2012).

3. Generalidades y aplicaciones del quitosano y el AM
El Q ha sido ampliamente estudiado en su uso como recubrimiento sobre diversas
superficies. Renbutsu et al. (2008) utilizaron al Q para adsorber paladio y recubrir equipos

metalicos para reducir la interferencia electromagnética. Heuser y Céardenas (2014)
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formularon una pintura con Q, cobre y hierro que sirvi6 como reemplazo de pinturas

antiincrustantes tradicionales, las cuales contaminan las aguas marinas.

Tamayo (2014) consiguié depositar una pelicula de Q cargada de ciprofloxacino sobre un
catéter venoso central, aportando una doble proteccién contra Staphylococcus aureus. Por
su parte Shirai et al. (2022) combinaron el Q con un complejo aniénico proteina/polisacéarido

(B-lactoglobulina/ pectina) para la conservacion postcosecha de frutas y hortalizas.

En cuanto al uso de Q y AM en conjunto, Salehi y Farani (2017) demostraron que el AM
puede interactuar con los grupos funcionales del quitosano mediante interacciones

electrostaticas y puentes de hidrégeno.

Hablando sobre el AM en su uso como fotosensibilizador Lépez-Chicén et al. (2016)
demostraron una total de mortandad celular de Trichophyton mentagrophytes con 100 pM
e irradiando durante 90 min. Rios et al. (2022) evaluaron la efectividad antimicrobiana sobre
Candida albicans de la IF con AM, mostrando una reduccion de UFC superiores a la

aplicacion de sustancias antifungicas.

Por dltimo, con la pandemia de COVID-19 surgieron nuevas investigaciones demostrando
gue el tratamiento fotoquimico de superficies con AM es eficaz para matar patbgenos como
el SARS-CoV-2 (Lendvay et al., 2022).

4. Justificacion

Las diversas propiedades que se han descubierto en el quitosano y la inactivacién

fotodindmica lo convierten en un tema de gran potencial y relevancia.

Aunado a lo anterior y con el aumento en las enfermedades ocasionadas por virus y
bacterias, existe la necesidad apremiante de crear materiales capaces de eliminar
patégenos. Por estas razones se ha planteado la elaboracion y estudio de recubrimientos

antimicrobianos aplicado a diversas superficies.

5. Hipotesis
El efecto sinérgico entre las ROS producidas durante la activacion fotodinamica y el

quitosano inhibiran el desarrollo de bacterias.




6. Objetivo general
Estudiar la técnica de activacién fotodinamica en la produccién de recubrimientos

biopoliméricos antimicrobianos

6.1 Objetivos particulares
o Disefiar y caracterizar recubrimientos biopoliméricos que presenten actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas
Determinar la formacion de ROS por el proceso fotodinamico
Postular un posible mecanismo de accién antimicrobiana con base en la carga neta

superficial de los recubrimientos y la produccién de ROS

7. Materiales y métodos

7.1 Obtencién del quitosano
Se utilizé como materia prima una quitina pura proveniente de una fermentacién acido-
lactica de camardn (Litopenaeus vannamei) con Lactobacillus plantarum. El quitosano se
obtuvo mediante el método termoquimico heterogéneo en donde se desacetild la quitina
con una solucién de NaOH al 50% (p/v) en una relacién de 1g quitina por cada 15 ml de
NaOH en un reactor agitado enchaquetado a 100°C durante 2 horas (Pacheco, 2010).
Transcurrido el tiempo, el quitosano fue lavado con agua corriente hasta su neutralidad y

posteriormente secado a 40 °C durante 24 horas (Rocha-Pino et al., 2008).

7.2 Caracterizacién del quitosano

7.2.1Porcentaje de humedad, cenizas y proteina residual

El contenido de humedad se determiné de acuerdo con el método de la Asociacion Oficial

de Quimicos Analiticos (A.O.A.C., 1990 por sus siglas en inglés) para lo cual se pesaron 2g

de muestra en un crisol de porcelana, previamente sometido a peso constante.
Posteriormente la muestra se coloc6 dentro de una estufa convencional (Lab-line, U.S.A) a
100 °C por 12 h. Después las muestras fueron calcinadas y colocadas en una mufla
(ISBLinderberg, México) a 550 °C durante 12 h para la cuantificacion de cenizas. El
porcentaje de humedad y cenizas fue calculado por diferencia de peso de la muestra al

inicio y al final de cada proceso.




La proteina residual se calculé determinando el nitrogeno total. Las muestras fueron
digeridas en tubos de digestion tipo Kjeldahl de 300 ml, empleando una unidad de digestién
Buchi B-426 que fue conectada a un lavador de gases Blichi B-412 para atrapar los vapores
de tribxido de azufre (SO3). La destilacion de las muestras digeridas se realiz6 en una
unidad Buchi B-323 (Espindola, 2017).

7.2.2 Peso molecular
El peso molecular (PM) promedio se determiné indirectamente por medio de su viscosidad
intrinseca (n). El quitosano fue disuelto a diferentes concentraciones en acido acético 2% y
acetato de sodio 0.2M. La n fue determinada mediante un viscosimetro tipo Oswald
sumergido en agua a temperatura ambiente (25°C), el PM se calculé mediante la ecuacién
de Mark—Houwink-Sakurada (ecuacion 1) donde K = 1.38 x 10-5 L/g y a= 0.85 (Kjoniksen
et al., 1997; Pacheco, 2010).

7.2.3 Grado de acetilacion
El grado de acetilacion (GA), se determiné mediante Resonancia Magnética Nuclear de

protén (RMNH) en un espectrometro (Bruker Advance 11l 500, Alemania) a 500 MHz para

H!. Con los espectros de RMN, se obtuvieron las areas correspondientes al grupo metilo y

los masivos A y B, integrando las curvas con el programa “Spinworks” (V2.5.5) (Pacheco,
2010). Consecutivamente, los valores de las areas obtenidos se sustituyeron en la ecuacion
2:

7.3 Preparacion de unidades experimentales

7.3.1 Recubrimientos de quitosano
Se prepar6 una solucién madre de quitosano al 1.5% (p/v) en solucion de acido acético 0.1
M en agitacién magnética constante durante 5 dias. Transcurrido el tiempo, se filtr6 en un
tamiz No. 100 para eliminar el quitosano insoluble (Corona-Suarez, 2011). Utilizando la
ecuacion 3, en matraces aforados de 100 ml se agrego la cantidad respectiva de la solucion
madre de quitosano para obtener 3 diferentes concentraciones (0.05, 0.25 y 1.15 %)

utilizando acido acético 0.1 M como diluyente.




Las soluciones fueron esterilizadas en un autoclave a 121 °C durante 10 min. Los
recubrimientos fueron obtenidos mediante “casting” en placas de cultivo celular, las cuales
contenian 12 portaobjetos que sirvieron como soporte para obtener peliculas planas. A cada
placa se le adicionaron 100 ml de cada concentracién y fueron secadas durante 24 horas a
45 °C.

Para cada concentracion de quitosano (0.05%, 0.25% y 1.15%) se obtuvieron 12

portaobjetos recubiertos con una medida de 7.5 cm x 2.5 cm (Figura 8).

Figura 8. Recubrimiento en soporte de vidrio después del secado.

7.3.2 Soluciones de azul de metileno

Se prepard una solucién madre de azul de metileno en una concentracién de 1.5 mM y

utilizando la ecuacién 3, se determiné el volumen necesario para cada nivel de AM (0.025,
0.05, 0.1, 1, 50, 75 y 100uM). Las soluciones fueron esterilizadas en autoclave a 121°C
durante 10 min y almacenadas en obscuridad hasta su uso. Se obtuvieron 25 ml de cada
concentracion de AM (0.025, 0.05, 0.1, 1, 50, 75y 100 uM) en matraces aforados (Figura
9).

Figura 9. Preparacion de soluciones de AM.




Las soluciones de 50, 75y 100 uM presentaban una coloraciéon azul intensa, mientras que
para el resto de las soluciones el color parecia imperceptible, tal como se muestra en la

Figura 10.

Figura 10. Soluciones de AM, de izquierda a derecha se encuentran las soluciones de 50, 75
100, 1y 0.1 pM.

7.3.3 Recubrimientos de quitosano y azul de metileno
Mediante el uso de la ecuacidn 3, se calculé la cantidad necesaria de Q y AM para preparar
un recubrimiento al 0.05% de Q y 0.025 uM de AM, posteriormente fueron transferidas a un
matraz aforado de 100 ml el cual fue aforado con acido acético 0.1M. Las soluciones fueron
esterilizadas a 121°C durante 10 min. Los recubrimientos fueron obtenidos mediante
“casting” en placas de cultivo celular, como fue descrito anteriormente. Por cada placa se

obtuvieron 12 portaobjetos recubiertos.

7.4 Pruebas microbiolégicas

7.4.1 Activacién y mantenimiento de cepas
Las cepas utilizadas fueron S. aureus ATCC 6538 y K. pneumoniae ATCC 4352. Para

corroborar el tipo de bacterias se realizaron tinciones Gram a ambas cepas.

Los microorganismos fueron preservados en glicerol al 30% en una proporcién 1:1 de caldo

nutritivo a -85°C hasta su uso. Cuando fue necesaria su activacion, éstas fueron sembradas

en Agar Letheen modificado.

7.4.2 Medicién de la actividad antibacteriana
Cada recubrimiento fue sometido a pruebas microbioldgicas conforme a la JIS Z 2801:2000
“Productos antimicrobianos: prueba de actividad y eficacia antimicrobiana” y la ISO
22196:2007 “Medicion de la actividad antibacteriana en superficies plasticas”, con algunas

modificaciones. A continuacion, se describe brevemente el procedimiento.




Procedimiento

Precultivo de bacterias

Con un asa de inoculacion estéril, se transfirieron las bacterias a un medio de cultivo
inclinado y se incubaron a 35 + 1°C durante 16 a 24 horas.

Preparacion de las muestras de ensayo

La inoculacion se realizé en seis especimenes de cada material de prueba tratado;
3 fueron utilizados para la recuperaciéon inmediata de bacterias y las otras 3 fueron
incubadas.

Preparacion del inéculo de prueba

Se transfirieron con un asa de inoculacion estéril unas asadas del precultivo a un
matraz con 100 ml de caldo nutritivo 1:500, hasta obtener la escala de McFarland
(MF) deseada.

Inoculacién de muestras de ensayo

Se coloc6 cada muestra del paso 1.2 en una caja Petri estéril y se inocularon con
0.3 ml del in6culo de prueba. Posteriormente se cubrid el in6culo con un trozo de
Parafilm para esparcirlo sobre la superficie de la muestra.

Recuperacion inmediata de bacterias

En un frasco copro estéril con 50 ml de caldo digerido de caseina de soya con

lecitina y monooleato de sorbitan polioxietilenado (caldo SCDLP), se deposité cada

muestra y se lavé completamente hasta desprender el Parafilm.

Determinacién de bacterias viables de la recuperacion inmediata

Se realizaron 8 diluciones seriadas y se sembré 0.5 ml de cada dilucién en cajas
Petri con agar de soya tripticaseina por triplicado. Posteriormente se incubaron a
35+1 °C de 40-48 horas. Por ultimo, se conté el numero de colonias que se
encontraban dentro el intervalo de 30-300 colonias

Incubacion de las muestras de ensayo inoculadas

Las cajas Petri inoculadas se incubaron a una temperatura de 37+1 °C y una
humedad relativa superior al 90% durante 24+1 horas.

Recuperacion de bacterias

En un frasco copro estéril con 50 ml de caldo SCDLP, se deposité cada muestra y
se lavé completamente hasta desprender el Parafilm.

Determinacion de bacterias viables después de la incubacién

Se realizaron 8 diluciones seriadas y se sembré 0.5 ml de cada dilucién en cajas

Petri con agar de soya tripticaseina por triplicado. Posteriormente se incubaron a
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35+1 °C de 40-48 horas. Finalmente, se conté el nimero de colonias que se

encontraban dentro el intervalo de 30-300 colonias

7.4.3 Expresioén de resultados

1.1 Determinacion del nUmero de bacterias viables

Para cada muestra, se determind el nimero de bacterias viables recuperadas, de acuerdo
con la ecuacion 4:

N =(100«C*D*V)/A (4)
En donde N es el nimero de bacterias viables recuperadas por cm? por muestra, C es el
recuento promedio de placas para las placas duplicadas, D es el factor de dilucién de las
placas contadas, V es el volumen, en ml, de SCDLP afadido a la muestray A es el area
superficial, en mm?, de la pelicula de cubierta.

1.2 Porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicién (1(%)) se determiné de acuerdo con la ecuacion 5:

(%) = ((% control — % tratamiento) /UFC /mL control) » 100 (5)

7.4.4 Recubrimientos

Evaluacion del tamafio de in6culo sobre el crecimiento bacteriano en recubrimientos
de Q

Debido a los multiples reportes que sefialan al Q y al AM como antibacterianos, primero se
buscé el tamafio de in6culo en donde se obtuviera un conteo de bacterias en la
recuperacion inmediata, conforme a lo sefialado por JIS y la ISO. Para ello, se probaron 3
diferentes escalas de MF, las cuales son presentadas en la Tabla 1 junto con las UFC/ml a

las que corresponden.

Tabla 1. Escalas de MF y su equivalente en UFC/ml.

Escala de MF UFC/ml

0.5 1.5x10°

1 3x10°

3 ox10°




Efecto antimicrobiano del &cido acético

Se tienen reportes que el acido acético en concentraciones de 2.5% y 0.1% es capaz de
restringir el crecimiento de S. aureus y E. coli respectivamente (Yagnik et al., 2018). Por
esta razoén, para descartar que el efecto antimicrobiano sea debido a la adicién de acido
acético (AA) a los diferentes recubrimientos se realizé un experimento en donde se
inocularon 12 cajas Petri, cada una con 0.5 ml del in6culo de prueba: 6 cajas sélo contenian
el agar de soya y tripticaseina y las otras 6 se le adicion6 AA al medio. Se incubaron a 35°C

durante 48 horas y transcurrido el tiempo se contd el nUmero de colonias en cada caja.

Cuenta de viables en recubrimientos de Q y Q+AM
Las pruebas antimicrobianas fueron realizadas conforme a lo sefialado por la JIS y la ISO,
de igual manera que fue descrito en las pruebas microbiol6gicas la Unica diferencia fue la

cantidad de inéculo vertido sobre la muestra, ya que fue ajustado al area del portaobjetos

(18.75 cm?), tal como lo marcan las normas.

Cuenta de viables en soluciones de AM

Para poder realizar una comparacion con un recubrimiento, sobre un portaobjetos se coloco
papel filtro adaptado a 7.5 cm x 2.5 cm y se vertié 400 uL de la solucién de AM, cuidando
de esparcir de manera uniforme el liquido. Este se traté bajo las mismas condiciones que

los recubrimientos de Q y Q+AM.

7.4.5 Inactivacion fotodinamica
Se realiz6 un experimento completo sobre K. pneumoniae y S. aureus con la adicion de luz
roja, utilizando una lampara con luz infrarroja marca YUYTE, ésta fue fijada con ayuda de
un soporte universal a una distancia de 30 cm de la base y se adapt6é una caja de carton
para dirigir la luz hacia las muestras. La irradiacion se realizé después de la inoculacion de
las muestras exponiendo las muestras a la luz durante 10 minutos, después de esto fue

incubada conforme a lo marcado por la JIS y la ISO.

Para este experimento se probaron bajo las mismas condiciones 8 diferentes muestras,
cada una con su triplicado, inoculadas con cada cepa; un blanco (B) que se trataba de papel
filtro estéril, un blanco irradiado con luz roja (B+IF) para descartar algun efecto de la luz
sobre la cepa, un recubrimiento de Q al 0.05% (Q), el mismo recubrimiento de Q pero
irradiado (Q+IF), un tratamiento con AM al 0.025 uM (AM) que se encontraba sobre papel

fitro como se explic6 con anterioridad, el mismo AM pero irradiado (AM+IF), un




recubrimiento que estaba compuesto por Q (0.05%) y AM (0.025 puM) (Q+AM) y por ultimo
este mismo recubrimiento pero irradiado (Q+AM+IF).

7.5 Determinacion del efecto sinérgico

El modelo de aditividad de respuesta o también conocido como efecto de interaccion lineal
(Slinker, 1998) supone que se produce sinergismo cuando la combinacion de dos
antimicrobianos provoca un efecto mayor que la suma de los efectos de los antimicrobianos
individuales. De manera contraria, se produce antagonismo cuando el efecto de la

combinacién es menor que la suma de los individuales.

Para determinar si existe sinergismo o antagonismo, se realizé un ANOVA factorial tomando
2 factores para la luz (sin exposicion y 10 min de exposicion a la luz roja) y 3 factores para
los tratamientos (Q, AM y QAM).

7.6 Medicién de la generacion de 'Oz en solucién
Se preparé una solucion de 1 mg/ml de DPBF en etanol, agitdndola hasta disolver el
reactivo. La solucion resultante presentaba una coloracién verde fosforescente. Por otra

parte, se prepar6 una solucién de K la cual es la mezcla de Q al 0.05% y AM 0.025 M.

En vasos de precipitados de 5 ml se agregé en cada uno 990 uL de Ky 10 pL de la solucién
de DPBF, éstos fueron expuestos a la luz roja durante 2, 4, 6, 8 y 10 min. Transcurrido el
tiempo, utilizando una cubeta de cuarzo se realizé un barrido de 200 a 600 nm en un

espectrofotébmetro marca JASCO modelo V-730.

7.7 Medicién de la generacion de 'Oz en pelicula

Como primer paso, de igual manera, se preparé una solucién de DPBF de 1mg/ml. Con
mucha precaucion se extendio sobre la pelicula 10 pL de etanol y sobre éste 10 pL de la
solucién de DPBF. Si el experimento se realizaba sin irradiacion se realizaba un lavado con
980 pL de etanol y al lavado resultante se le realizaba un barrido de 200 a 600 nm en el

espectrofotometro.

Para los experimentos con luz, de igual forma se agreg6 a las peliculas 10 uL de etanol y
10 pL de DPBF y posteriormente fueron expuestas a la luz roja; bajo estas condiciones el
etanol se evaporaba, pero el reactivo continuaba sobre la pelicula, una vez transcurrido el
tiempo de exposicion se realizaba un lavado a la pelicula con 1 ml de etanol y a éste se le

realizo el barrido de 200 a 600 nm en el espectrofotémetro.




7.8 Determinacion del potencial Z

Se prepararon 5 diferentes soluciones de Q, AM y la combinacién de ellos (K), a diferentes
concentraciones de pH, de 3, 4, 5, 6 y 7. Cada solucién se coloc6 en una celda capilar
plegada y fue analizada en un equipo Zetasizer (Malvern modelo ZS90, Worcestershire,
Reino Unido).

8. Resultados y discusion

8.1 Caracterizacion del quitosano
El Q obtenido fue caracterizado cuantitativamente mediante humedad, proteina, cenizas,
grado de acetilacion, solubilidad y peso molecular, los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 2.
Tabla 2. Caracterizacion del quitosano
Cenizas (%) Humedad (%) Proteina (%) GA (%) PM (kDa)
0.25+0.03 4.84+0.5 0.3+£0.04 18.56 £ 0.39 121.42 £ 26.74

En los ultimos afios el quitosano ha sido investigado en diferentes aplicaciones como
portador de farmacos, bioadsorbente de metales, como sistema para liberacion de
proteinas y como agente antimicrobiano (Rodriguez et al., 2010; Liu et al., 2009; Grenha et
al., 2005; Wei et al., 2009). Las propiedades que le dan la capacidad de accién al quitosano
dependen principalmente de su grado de acetilacién y su peso molecular por lo que resulta

de fundamental importancia el conocimiento de estos parametros para cualquier estudio.

El contenido de cenizas que se obtuvo en este trabajo fue de 0.25+ 0.03% el cual fue similar

con los quitosanos comerciales: Sigma Aldrich 0.2 %, Dupont 0.2 % (Cho et al., 2008). El

grado de acetilacion (GA) se refiere a el porcentaje de los grupos acetilo que se encuentran

en la cadena del polimero, es uno de los factores mas importantes que influyen en las
propiedades de este biopolimero debido al rol que juega en la solubilidad (Pacheco, 2010).
Se ha observado que los quitosanos disponibles comercialmente poseen un GA del 10-
20% (Gacén y Gacén, 1996); el quitosano de este trabajo se encuentra dentro de los
pardmetros comerciales.

En cuanto al peso molecular del quitosano en este trabajo fue de 121.42 kDa, similar a lo
reportado por Cabanillas (2016) en cuyo trabajo fue de 107.5 kDa; asi como lo reportado
por Zhang et al. (2014) de 125.63+£3.74 kDa. La actividad antimicrobiana del Q aumenta al




incrementar el peso molecular, ya que disminuye la permeabilidad de la membrana celular,

segun lo reportado por Zheng et al. (2003).

8.2 Pruebas microbioldgicas

8.2.1 Activacién y mantenimiento de cepas

Al realizar la tincion Gram de ambas cepas se pudo observar que S. aureus es una bacteria
Gram positiva que presenta una formacion de coco y se agrupa en racimos (Figura 11).
Este microorganismo se encuentra normalmente en la piel, en la zona nasofaringea, en los
pliegues inguinales y axilas. Sin embargo, este patdgeno se caracteriza por provocar
infecciones en la piel y tejidos blandos, asi como la invasion a dispositivos médicos y ha
sido importante en las enfermedades que son transmitidas por alimentos (Pasachova et al.,
2019).

Figura 11. Tincion Gram de S. aureus ATCC 6538 (40x).

Por su parte K. pneumoniae se trata de un bacilo Gram negativo aerobio (Figura 12). Se
considera un patégeno oportunista que puede causar neumonias, infecciones del tracto

urinario y bacteriemias, asi como una alta morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis

quistica, debido a las infecciones crénicas que eventualmente conducen a un dafio a nivel

pulmonar e insuficiencia respiratoria (Echeverri et al., 2010).

Figura 12. Tincién Gram de K. pneumoniae ATCC 4352 (40x).




8.2.2 Recubrimientos Q+AM
Evaluaciéon del tamafio de indculo sobre el crecimiento bacteriano en

recubrimientos con quitosano al 1.15%
Al inocular las peliculas de quitosano con 0.5 de MF no se obtuvo recuperacion de ninguna
cepa. Por el contrario, al inocular con tamafio de indculo de 1y 3 de MF para S. aureus se
pudieron recuperar 9.6x10* UFC/ml en MF 1y 1.55x10° UFC/ml para MF 3. En cuanto a K.
pneumoniae se recuperaron 1.56 x10® UFC/ml para MF1y 1.67x10° UFC/ml en MF 3. Como
se puede observar en la Figura 13, s6lo existié diferencia significativa en el tamafio de

in6culo para S. aureus.

S. aureus K. pneumoniae

v Ml arone Cacia de Moi prim

Figura 13. UFC/ml recuperadas para cada escala de MF. Letras distintas indican diferencia significativa
entre los tratamientos mediante comparacion multiple de medias Tukey Kramer (p<0.05).

Aungue el cambio del tamafio de inéculo fue significativo para una cepa, se opt6 continuar
las pruebas microbiolégicas con escalas de MF de 1, esto debido a que, bajo estas
condiciones, se pudo recuperar bacterias y éstas se encontraban dentro de los parametros
marcados por la JIS y la NOM, ademas de que ambas cepas, al ser patégenas, se prefiere

trabajarlas en una escala menor por ser mas segura su manipulacion y minima exposicion.

La accidén antibacteriana del quitosano contra bacterias Gram negativas se debe a la
atraccion electrostética con los lipopolisacaridos de la membrana externa lo cual
desestabiliza y altera su permeabilidad permitiendo la entrada y salida de componentes
esenciales. (Liu et al., 2004; Ganan et al., 2009) En bacterias Gram positivas el polimero
interacciona con los acidos teicoicos Yy lipoteicoicos de la pared celular lo que induce la
salida de componentes esenciales y el desequilibrio osmético de la célula (Raafat et al.,
2008; Kong et al., 2010; Verlee et al., 2017) (Figura 14).
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Figura 14. Interaccién del quitosano con la pared de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Fuente:
elaboracion propia).

Efecto antimicrobiano del AA
Se comparo la cuenta de viables en los grupos controles para descartar la accion
antimicrobiana del 4cido acético (AA). En los siguientes histogramas se puede observar que
tanto para S. aureus y para K. pneumoniae la adicion de AA al medio de cultivo no inhibié
su crecimiento, por lo cual se descarta que la posible actividad antimicrobiana sea por el

uso de AA en la preparacion de los recubrimientos.

K. pneumoniae S. aureus

a

Comtare AL

Figura 15. Comparacion de las UFC/ml recuperadas en el grupo control sin AA (Control) y con la adicion
de AA al medio de cultivo (Control+AA).

Durante el afio 2018, Yagnik et al. investigaron la capacidad antimicrobiana del &cido

acético contra E. coli, S. aureus y C. albicans. La dilucion minima de AA requerida para la

inhibicion del crecimiento vari6 para cada especie microbiana. Para C. albicans, una
dilucion de AA de 1/2 tuvo el efecto més fuerte, S. aureus requirié una dilucion de 1/25,

mientras que para cultivos de E. coli, se requirio una dilucion de 1/50. La concentracion de




AA utilizada en este trabajo para disolver el quitosano es de 0.1 M, para realizar una mejor
comparacion, la dilucién de esta concentracion es de 1/200, es decir, 8 veces mas diluida
que la requerida en el trabajo de Yagnik et al. (2018) para inhibir el crecimiento de S. aureus.

Por esta razoén, la adicion de AA a los medios no fue significativa para ninguna cepa.

Determinacion del (%) de la cuenta de viables en recubrimientos de Q
En una primera prueba se utilizé un recubrimiento de Q al 1.15%, sin embargo, al recuperar

las bacterias después de la incubacién no hubo crecimiento de las colonias. Por esta razon,

se probaron otras dos concentraciones de quitosano (0.25% y 0.05%). Para ambas cepas
en la Unica concentracién donde hubo recuperacion de bacterias es en la concentracion
mas baja de 0.05%, como se muestra en la Figura 16. Por esta razon se establecio la

concentracion de quitosano en 0.05%.

K. pneumoniae S. aureus
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Figura 16. Comparacion del porcentaje de inhibicion en recubrimientos con diferentes concentraciones de Q.
Letras distintas indican diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacion multiple de
medias Tukey Kramer (p<0.05).

En el afio 2017 Campo et al. aislaron 15 cepas bacterianas de muestras de agua residuales.
Las especies de mayor porcentaje de aislamiento fueron E. coli, seguida de E. faecalis, S.
aureus y de K. pneumoniae. Sobre estas cepas se realizaron experimentos para probar el
efecto antimicrobiano del quitosano y la cascara de naranja. Para ello, probaron
concentraciones de Q de 1, 1.5 y 2% obteniendo un porcentaje de inhibicién entre el 17 al
25% en las bacterias estudiadas. Sin embargo, el Q que Campo et al. (2017) utilizaron fue
de bajo peso molecular y un GA de 81.4%. En contraste con el grado de acetilacion de este
trabajo que fue de 18.56%, esto podria ser el factor que causa la diferencia en el porcentaje

de inhibicién obtenidos.




Herndndez-Ochoa et al. (2011) elaboraron peliculas de Q con una concentracion de 2%
demostrando una actividad antimicrobiana contra Escherichia coli (ATCC
43888), Salmonella  enterica serovar  Typhimurium (ATCC  14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) y Listeria monocytogenes. Lo que
demuestra que un porcentaje de Q alto aumenta el 1(%) sobre distintas cepas.

Determinacion del | (%) mediante cuenta de viables con diferentes
concentraciones de AM
Realizando un experimento previo en peliculas de Q y AM, se observé que el aumento de
la concentracion de AM es directamente proporcional al porcentaje de inhibicion, por tal
motivo se decidié probar el AM por si solo y a diferentes concentraciones hasta encontrar

la minima concentracién que permita el crecimiento de las bacterias.

Como se puede observar en la Figura 17, para K. pneumoniae, las concentraciones de AM
a partir de 0.1 hasta 100 uM no presentan diferencias significativas entre ellos en cuanto al
% de I. Por su parte, las concentraciones de 0.025 uM y 0.05 uM son diferentes al grupo
antes mencionado, pero entre ellas no presentan diferencias significativas, segun las

pruebas de Tukey-Kramer. En contraste, para S. aureus se pueden observar 3 diferentes

grupos, los que presentan mayor porcentaje de inhibicion son las concentraciones de 50,

75y 100 uM que no presentan diferencias entre si, seguidas de las concentraciones de 1y
0.1 uMy por ultimo las concentraciones mas pequefias de 0.05 uM y 0.025 uM que de igual

manera son estadisticamente iguales.

K. pneumoniae S. aureus

Figura 17. Comparacion del porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones de AM. Letras distintas
indican diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacion multiple de medias Tukey Kramer
(p<0.05).

Para ambas cepas se puede observar que el PS aun sin ser activado es antimicrobiano ya
gue presenta un | (%) elevado a partir de las concentraciones de 0.1 uM. Ansari et al. (2016)

demostraron que el AM presenta una actividad antifingica no fotodinamica sobre Candida
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albicans en una concentracion de 312.64 uM. Posteriormente Pal et al. (2018) realizaron
estudios sobre Mycobacterium smegmatis en donde observaron una concentracion minima
inhibitoria de 48.85 uM, ademas encontraron que el AM provocaba cambios en la superficie
celular, dafios en el ADN e impide la formacion de biopeliculas. Por esta razén el aumento
en la concentracion de AM se ve reflejado en el aumento en el | (%), de tal manera que se
selecciond trabajar con la concentracibn mas baja (0.025 uM) para probar si existe un

cambio significativo al momento de exponer el recubrimiento a la luz.

8.3 Inactivacion fotodinamicay sinergismo

Como un primer paso se asegurd que la exposicion a la luz roja no afecte las UFC/ml
recuperadas del B y el B+IF en ambas cepas. Como se puede observar en la Figura 18 no
hay cambios estadisticos entre los grupos. De tal manera que se descarta el efecto de la

luz sobre K. pneumoniae y S. aureus.

K. pneumoniae S. aureus

Tratameania

Figura 18. UFC/ml recuperadas del blanco (B) y el blanco expuesto a la luz roja (B+IF).

Al determinar el 1(%) sobre K. pneumoniae para cada tratamiento (Q, Q+IF, AM, AM+IF,
Q+AM Y Q+AM+IF) se observé que el que presentaba mayor | (%) (97.43+1.06%) y ademas
fue significativamente diferente a los otros fue el tratamiento de Q+AM+IF, tal como se

muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de los diferentes tratamientos sobre K. pneumoniae. Letras distintas
indican diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacion mdltiple de medias Tukey
Kramer (p<0.05).

Para comprobar si el efecto es sinérgico se realiz6 un ANOVA factorial, utilizando dos
niveles para la exposicion a la luz (0 y 10 min) y 3 niveles para los diferentes tratamientos

(Q, AM y QAM). La interaccion entre el tratamiento y la exposicion resultd ser significativa,

lo cual demuestra que existe sinergismo.

En cuanto al porcentaje de inhibicidn sobre S. aureus de los diferentes tratamientos (Q,
Q+IF, AM, AM+IF, Q+AM Y Q+AM+IF), se observé que el tratamiento de Q+AM+IF present6
el mayor | (%) (68.56+8.72) y es significativamente diferente a los demas grupos.

S. aureus

b
T b b
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QeIF QeAM  Q+AMSIF
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Tratamiento
Figura 20. Porcentaje de inhibicidn de los diferentes tratamientos sobre S. aureus. Letras distintas indican

diferencia significativa entre los tratamientos mediante comparacion multiple de medias Tukey Kramer
(p<0.05).




De igual forma se realiz6 un ANOVA factorial como se describié anteriormente, el cual
demostré6 que la interaccion entre el tratamiento y la exposicion es significativa, lo que

denota que de igual forma existe un sinergismo de los tratamientos y la luz sobre S. aureus.

Como se puede observar el % de inhibicion sobre S. aureus (68.56%) es significativamente
menor que sobre K. pneumoniae (97.43%). Lo cual es explicado por los carotenoides
bacterianos, en especial la estafiloxantina (STX), un pigmento presente en la pared celular
de S. aureus y la cual le da el color caracteristico (L6pez, 2022). La STX tiene una estructura
quimica con multiples dobles enlaces conjugados los cuales le da la capacidad de eliminar
radicales libres, oxigeno singulete, peroxido de hidrégeno y &acido hipocloroso,
amortiguando el estrés oxidativo y actuando como un agente antioxidante al proteger a S.

aureus contra las ROS generadas en el ambiente (Munera et al., 2024).

En cuanto al efecto sinérgico en este trabajo concuerda con lo reportado por Cotrina (2022)
el cual demostré sinergismo entre la IF y el Q en biopeliculas de S. aureus adheridas a
Titanio. Sin embargo, Cotrina (2022) utilizé un kit comercial de IF que es comercializado en
Alemania y contiene 3 fotosensibilizadores: azul de metileno, cloruro de fenotiazina y cloruro
de 3,7-bis(dimetilamino)-fenotiazina-5-ium y como fuente de luz utilizaron un laser que de
igual forma era parte del kit. En este trabajo se utilizé s6lo azul de metileno y una lampara

gue puede conseguirse facilmente.

Para explicar la diferencia de los efectos con o sin luz, es necesario recordar como actua el
guitosano y el azul de metileno sobre las bacterias. El primero interactla con los polimeros
polianidnicos que se encuentran en la pared celular de las bacterias lo cual conlleva a
diferentes alteraciones en la superficie celular, lo que finaliza con la fuga de constituyentes
intracelulares (Raafat y Sahl, 2009). Por su parte en el afio 2017, Pal et al. realizaron
estudios sobre Mycobacterium y observaron que el AM provocaba cambios en la superficie

celular.

En resumen, ambos factores actlian sobre cambios en la membrana; ahora bien, cuando

se dirige la luz hacia el PS, éste absorbe un fotén, pasa a un estado triplete y posteriormente

por la presencia de oxigeno molecular se produce *O; y otras ROS, los cuales pueden dafiar

todo tipo de moléculas, como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y por lo tanto, inducir

muerte celular (Broekgaarden et al., 2015).

Nuestra hipoétesis es que al tener los tres factores (Q, AM e IF) son capaces de atacar a las

bacterias en dos diferentes tipos de niveles, el Q y el AM por si solos actian sobre la
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membrana, mientras que el AM activado produce ROS aumentando significativamente el
I(%). Para demostrarlo se procedié a la cuantificacion de la produccién de O, y medicion

del potencial Z, lo cual afirmaria nuestra hipétesis.

8.4 Generacién de 'Oz en solucién
El espectro obtenido para cada tiempo se muestra en la Figura 21. Como se puede observar

la absorbancia disminuyé conforme el tiempo de irradiacion aumentaba.

T
400

Longitud de onda (nm)

Figura 21. Absorbancia del DPBF a diferentes tiempos en la solucion.

Utilizando la ley de Lambert-Beer (Ecuacion 6), en donde A es la absorbancia, € es el
coeficiente de absortividad molar, b es la longitud de paso de la cubeta y c es la
concentracion, se calculé la concentracion de DPBF a cada tiempo despejando la

concentracion (Ecuacion 7).

A=¢-b-c...(6)

[DPBF], = =...(7)

Posteriormente con la ecuacion 8, descrita por Franzolin et al. (2022) se obtuvo la

concentracion de oxigeno singulete.

[ '0,] = [DPBF], — [DPBF];...(8)




En donde la concentracion de oxigeno singulete es igual a la concentracion de DPBF al

tiempo cero menos la concentracion de DPBF a cualquier tiempo. De esta manera se obtuvo

la Figura 22, en donde se muestra la ecuacién y la R,

0.006
0.005
0.004

0.003

0.002 y = 0.0003x + 0.0024
R?=0.6624

[*0,] (mmol/L)

0.001

0
4 6

Tiempo de irradiacién (min)
Figura 22. Generacion de 0 a diferentes tiempos de irradiacion.

8.5 Generacién de 'Oz en peliculade Q y AM

Para la medicion sobre las peliculas de Q (0.05%) y AM (0.025 uM) los espectros obtenidos
se muestran en la Figura 23. De igual manera, la absorbancia se vio disminuida conforme
pasaba el tiempo de exposicion.

400

Longitud de onda

Figura 23. Absorbancia del DPBF a diferentes tiempos de irradiacion en la pelicula.




Utilizando la ecuacion 7 se calculd la concentracién de DPBF a cada tiempo de irradiacion

y posteriormente con la ecuacion 8 se obtuvo la Figura 24. Como se puede observar la R?

aumento a 0.7802, por lo cual se decidi6 trabajar sélo en las peliculas.
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0.014
0.012

0.01
0.008
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Figura 24. Generacion de 102 en las peliculas a diferentes tiempos de irradiacion.

En la Figura 24 se puede observar que a los 10 min aldn no se alcanza un punto maximo
de produccién de 'O, por lo cual se deciden agregar otros dos puntos, 15 y 20 min,
obteniendo los espectros que se muestran en la Figura 25, en donde se puede apreciar que
a los 15 min (linea morada con rombos) es en donde la absorbancia del DPBF disminuy6
mas que 20 min (linea vino con rombos). Esto nos indica que a los 15 min seria el punto
maximo de degradacion de la absorbancia y por lo tanto en donde se produce mayor
cantidad de 'O,

Longitud de onda (nm)

Figura 25. Absorbancia del DPBF a diferentes tiempos de irradiacion en la pelicula.




Utilizando la ecuacién 9 descrita por Wei et al. (2005), en donde k es la tasa de generacion

de oxigeno singulete, se obtuvo la Figura 26 en donde efectivamente se observa que a los

15 min es el punto maximo.

In([DPBF],/[DPBF],) = —kt...(9)

y = 0.0458x + 0.2564
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Figura 26. Tiempo de irradiacion contra la absorbancia del DPBF.

Para obtener la tasa de generacion de 'O, se tomd solo la parte de 2 a 15 min y de esta
manera se graficé tal como se muestra en la Figura 27. La R? aument6 significativamente
a 0.91, lo que denota que el 91% de los datos son explicados por el modelo, ademas se
observa que la k es igual a 0.0608, que es cercano a lo que Wang et al. (2015) encontraron
(0.05), la diferencia se debe a que en su trabajo ellos utilizaron la clorina como agente

fotodinamico.
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Figura 27. Tiempo de irradiacion contra la absorbancia del DPBF.




8.6 Generacion de 'Oz en los diferentes componentes

Como siguiente paso se probd cada componente de la pelicula por separado, es decir, el
quitosano (Q), azul de metileno (AM), un blanco (B) y la mezcla de Q y AM (K), tanto sin
exposicion a la luz, como después de 15 min de exposicion (Denotado por 15) (Figura 28).
Como se puede observar los componentes que degradan el DPBF y por lo tanto producen
mayor cantidad de oxigeno singulete es el K (linea vino y rombos) y AM (linea verde y

triangulos) después de ser irradiados con luz roja durante 15 min.

400

Longitud de onda (nm)

B (0 min)

B (15 min)

AM (0 min)

AM (15 min)
© Q (0 min)

Q (15 min)

K (0 min)
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Figura 28. Absorbancia del DPBF para cada elemento de la pelicula.

Realizando un histograma de la cantidad de 'O, generado por cada elemento (Figura 29)

se muestra que K15 produce 0.0246 mmol/L y el AM15 0.0235 mmol/L, esto nos indica que
lo que le confiere a la pelicula la capacidad de producir oxigeno singulete es justamente el

azul de metileno.
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Figura 29. 'Oz producido por cada elemento de la pelicula.

8.7 Potencial V4

En cuanto al potencial Z se pudo observar que tanto el quitosano, el azul de metileno y la
combinacién de ambos presentan unos potenciales positivos muy elevados (Figura 30), es
decir que la carga superficial neta es positiva. En contraste, las células bacterianas
generalmente tienen una carga negativa neta en su pared celular a pH 7 (Rijnaarts et al.,
1999). Esta diferencia de cargas permite la interaccion entre el recubrimiento y los

lipopolisacaridos en Gram negativas y los acidos teicoicos y lipoteicoicos en Gram positivas

alterando la permeabilidad de la membrana y causando un desequilibrio osmético de las

células (Liu et al., 2004; Raafat et al., 2008; Ganan et al., 2009).

—e— Quitosano (0.05%)
K (Q+AM)
AM(0.025 pM)

Figura 30. Potencial Z del quitosano (Q), el azul de metileno (AM) y K (Q+AM).

El potencial Z de cualquier dispersion esta influenciado por la quimica de la superficie, la

cual se puede modificar mediante diferentes métodos, como la variacion del pH (Nurdin et
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al., 2016). Por esta razon en la Figura 30 se puede observar un cambio del potencial Z con
respecto al pH, también se puede apreciar que en pH 7 se acerca al punto isoeléctrico, que
se encuentra entre 6.8 y 7.4, segun lo reportado por Velasco-Rodriguez et al. (2012), en

donde las particulas tienden a ser inestables y precipitan.

8.8 Mecanismo de accion del recubrimiento

Con la determinacion del potencial Z se pudo determinar que el recubrimiento sin activacion
presenta una carga superficial neta positiva, por el contrario, la carga neta de las bacterias
es negativa; al inocular el recubrimiento esta diferencia de cargas ocasiona una interaccion
con los componentes que se encuentran en la membrana de bacterias Gram positivas y
negativas (Figura 31), lo cual altera la permeabilidad de la membrana (Liu et al., 2004,
Raafat et al., 2008; Ganan et al., 2009). Es por esta razén, que el recubrimiento adn sin

activacion es capaz de inhibir a ambas cepas.
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Figura 31. Mecanismo de union del recubrimiento y la pared celular de las bacterias (Fuente: elaboracién
propia).

Ahora bien, cuando el recubrimiento es expuesto a la luz, se produce la reaccién tipo Il de
la IF, en la cual se lleva a cabo la produccién de 1O, (Figura 32) lo que fue demostrado con
el uso de DPBF. Este 'O, desencadena diferentes tipos de dafio celular y se ve reflejado en
el aumento del (%) cuando el recubrimiento es expuesto a la luz, ademas que nos indica
un efecto sinérgico entre el Q, AM e IF.
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Figura 32. Generacion de 1O2 por el recubrimiento, después de ser expuesto a la luz (Fuente: elaboracion
propia).

9. Conclusiones

El Q y el AM por si solos presentan una alta actividad antimicrobiana, por esta razén en
este trabajo se busco la concentracion minima de cada uno para estudiar la técnica de
inactivacion fotodinamica. De tal manera que se logro fijar la [Q] en 0.05% y la [AM] en
0.025 pM.

Realizando un experimento completo con IF, se observé un efecto sinérgico entre el Q
(0.05%), AM (0.025 uM) y la IF (10 min) sobre el porcentaje de inhibicién de K. pneumoniae

y S. aureus.

Por otra parte, se monté la técnica del uso de DPBF tanto en solucién como pelicula, lo que
ayudo a la medicién y obtenciéon de una tasa de generacion de 'O, de 0.06, demostrando
que el recubrimiento es capaz de generar 0.0246 mmol/L de esta especie reactiva de

oxigeno cuando el recubrimiento es expuesto a una luz roja durante 15 min.

En cuanto al potencial Z, los resultados mostraron que el recubrimiento y sus componentes
presentan una carga superficial positiva Io que permite la interaccién con la pared celular

de las bacterias.

Debido a estos resultados podemos concluir que el aumento en el porcentaje de inhibicion

al unir los tres factores (Q+AM+IF) es debido a que el recubrimiento es capaz de atacar a
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las bacterias en dos diferentes niveles, el primero sobre la interaccion con la membrana

que altera la envoltura celular y el segundo es con la produccién de 'O, que es altamente

téxico para las células y dafian casi todo tipo de moléculas, como proteinas, lipidos y acidos

nucleicos, y, en consecuencia, induce la muerte celular.

10. Perspectivas

En este trabajo no fue posible el estudio del recubrimiento sobre una superficie especifica,
por lo cual se propone la busqueda de una superficie en la cual pueda ser aplicado y

estudiado sobre ésta.

Ademas, seria importante realizar varios ciclos de luz roja para determinar la vida util del

recubrimiento o hasta qué punto deja de producir O,

Por otro lado, seria interesante planear un estudio de citotoxicidad en células humanas para

corroborar su seguridad.
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12. Anexos

Suma de
cuadrados

Media
cuadratica

F

Entre grupos
Dentro de grupos
Total

3481000000
50000000,00
3531000000

3481000000
25000000,00

139.240

K. pneumoniae

Suma de
cuadrados

Media
cuadratica

Entre grupos
Dentra de grupos
Total

1,323E+10
2,389E+11
2531E+11

1,323E+10
1,199E+11

Comparacion de los grupos control

S. aureus

Suma de
cuadrados

Media
cuadratica

Entre grupos
Dentro de grupos
Total

6,250E+10
B 450E+11
8,075E+11

6,250E+10
4 225E+11

K. pneumoniae




Suma de Media
cuadrados cuadratica

Entre grupos 2,600E+11 2,500E+11
Dentro de grupos 1,482E+13 7 460E+12
Total 1,817E+13

Porcentaje de inhibicion de las diferentes concentraciones de AM

K. pneumoniae

inhibicion

Suma de Media
cuadrados ¢ cuadratica F

Entre grupos 16009 241 b 2668 207 333 643
Dentro de grupos 55880 7 7 847

Total 16085221

Tukey B*

Subconjunto para alfa= 0.05
AM \ 1 2

1.00 15.4347
2.00 20.5298
6.00
3.00
4.00

89.0397
92.3842
927484
5.00 93.1788

7.00 95,9603

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogeneos.

(S TN 06 R 5 B S I S I S I S

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 2.000.

S. aureus

Inhibicién

Suma d& Madia
tuadrados cuadratica

Entre grupos 19510724 5 3251 787
Deantro de grupos 60,766 7 B &8

Total 19571.490




Inhibicion

Tukey B?

Subconjunto para alfa= 0.05
AM 1 2 3

2.00 42980
1.00 61177
400
3.00
7.00

56.1605
60.7450
92.5501
5.00 94 5558
6.00 98.5674

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media
armonica = 2.000.

|5 T O B S B S N S R O B )

Porcentaje de inhibicidn sobre K. pneumoniae de los diferentes tratamientos

nnibieion

Suma de Madia
cuadrados cuadratica F Sig

Entre grupos 15381 212 5 7078 242 154 0568 0oo
Dentro de grupos LTI 10 19930
Total 154746 279 L3

nhibicion

HSD Tukay*

Subconjunto para alfa= 005
Tratamiento | 2 3 4
200 6 162773
100 6 206434
100
400
500 G 866718
600
Sig 546 114 1.000
Se visualizan las madias para 10s Qrupos &n los subconjuntos
homogénaos

a Uniza el tamafio de 1a muestra de la madia armdnica = 6.000

Porcentaje de inhibicion sobre S. aureus de los diferentes tratamientos




Inhibicion

Suma de Media
cuadrados cuadratica

Entre grupos 16149139 3229828
Dentro de grupos 2214 500 73817
Total 18363630

Inhibicion
HSD Tukey”

Subconjunto para alfa= 005

Tratamiento 1 2 3
10 5 7.0000
200 6 10 0000
300 168333
400 ] 39,5000
500 AT1667
6.00 3
Sig 990 323

S@ visuaiizan las medias para los grupos &n los
subconjuntos homogenecs

a Miiza 2l tamafio de ja muastra de la madia armoénica =
6.000

¢ ANOVA factorial del % de | sobre K. pneumoniae para la determinacién del
sinergismo

Analysis of Variance

Sum of Mean
Source Squares Square F-Ratio P-Value
Model 35307 33 7061 467 330131 0.0000
TRATAMIENTO 3476517 17382 58 834 809 0.0000
EXPOSICION 169 169 8116 0.0079
TRATAMIENTOEXPOSICION
y 3731667 186 5833 8.961 0.0009

2
Error 30 624 6667 2082222
35

Total{Adyusted) 35932 1026 629

ANOVA factorial del % de | sobre S. aureus para la determinacion del sinergismo

Analysis of Variance

Sum of Mean Significant
Source Squares Square F-Ratio P-Value at 5%?
Model 1614914 3229828 43755  0.0000 Yes
TRATAMIENTO 1475672 7378.361 96 955 0.0000 Yes
EXPOSICION 7200278 7200278 9754 00038 Yes
TRATAMIENTO*EXPOSICION
? 672 3880 336 1945 4554 00187 Yes
Error 22145 73 81667
Total(Adjusted) 18362 64 524 6754
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