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Resumen
Se ha preparado peliculas de alcohol polivinilico (PVA), quitosano-PVA y quitosano-PVA
dopadas con TiO; y evaluado sus propiedades antimicrobianas frente a cepas bacterianas de
S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Se encontr6 que estas peliculas no tienen actividad frente
a estos microorganismos, pero si actlan como una barrera eficaz. Por estas propiedades
tienen una potencial aplicacién como peliculas protectoras de piel de quemados y como

material para envasado de alimentos.

Abstract
Films of Poly(vinyl alcohol), PVA, chitosan-PVA and chitosan-PVA doped with TiO, have
been prepared and their antimicrobial properties against S. aureus, E. coli and P. aeruginosa
have been evaluated. These films do not have activity to those microorganisms, but they are
an effective barrier. These properties make them attractive materials for wound-healing and

food packaging applications.

1 Introduccidén

El alto nimero de pacientes que sufren de
lesiones a la piel como quemaduras, Ulceras
de uta o diabetes, o cicatrices post-
operatorias, ha promovido el desarrollo de
peliculas absorbentes o hidrogeles de origen
natural, sintético o mezcla de ambos que
puedan ser aplicadas no solamente para
proteger dichas lesiones sino también para
acelerar la cicatrizacion [1].

Los hidrogeles son materiales poliméricos
entrecruzados en forma de red tridimensional
de origen natural o sintético, que tienen la
capacidad de absorber una gran cantidad de
agua formando materiales blandos y elasticos
[2]. En la preparacion de hidrogeles para
quemaduras se utilizan diferentes polimeros
de origen natural o sintético.

El quitosano es un polisacarido compuesto de
dos subunidades, D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina, unidos por un enlace
glucosidico de B-(1,4). Este polisacarido tiene
muchas aplicaciones por sus propiedades de
biocompatibilidad, biodegradacion, actividad
antimicrobiana y no toxicidad [3]. El caracter
antimicrobiano del quitosano se debe
principalmente a su grupo amino cargado
positivamente, el cual interacciona con la
membrana celular de la bacteria cargada
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negativamente provocando el deterioro de las
proteinas y de otros componentes de los
microorganismos [4]. Por dichas propiedades
ha sido muy estudiado en la formacion de
peliculas para el tratamiento de heridas.

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero
sintético obtenido por hidrolisis &acida o
bésica del acetato de polivinilo. A pesar de su
origen sintético es un polimero biodegradable
y biocompatible. Sus propiedades dependen
de su peso molecular y de su grado de
hidrolisis. EI PVA con grado de hidrdlisis del
90% es soluble en agua caliente. Se le utiliza
en la preparacion de materiales plasticos, en
la industria textil y en la industria
farmacéutica. En esta ultima se emplea como
excipiente, como adhesivo, como formador
de peliculas y como matriz [5]. Este polimero
forma facilmente hidrogeles por métodos
fisicos [6] y es muy utilizado en la
preparacion de biomateriales [7]. También se
ha preparado hidrogeles combinando
quitosano con PVA por métodos quimicos o
fisicos, obteniéndose hidrogeles con buen
grado de hinchamiento. Aquellos hidrogeles
obtenidos por radiacion gamma son los mas
estables y mas adecuados para aplicaciones
biomédicas pues no presenta trazas de
agentes de entrecruzamiento [8-10].

De otro lado, la mezcla de polimeros con
cargas inorganicas es una estrategia utilizada



para obtener materiales hibridos con mejores
propiedades que los polimeros precursores.
En el caso del PVA, se ha preparado
materiales compuestos combinandolo con
Cu(OH), intercalado con Oxido de grafito
[11] con Fe,O3 [12] Ag.S [13] y 6xido de
litio y manganeso [14]. De otro lado, también
se ha mezclado TiO, en suspension con PVA
con la intencion de obtener, después de
calcinacion, nanoparticulas de  TiO,
recubiertas de una capa de carbén [15,16].

En este trabajo se evalla la susceptibilidad
frente a  Pseudomonas  aeruginosa,
Escherichia coli (ambas bacterias gram
negativas) y Staphylococcus aureus (bacteria
gram positiva) de las peliculas de PVA,
quitosano-PVA vy quitosano-PVA dopadas
con TiO, Igualmente se evalla la
permeabilidad de estas peliculas frente a
estos  microorganismos, que son los
principales agentes causales de infecciones en
heridas provocadas por quemaduras o trauma.
La inclusién del TiO, en las peliculas de
quitosano-PVA se debe a su inocuidad,
ambientalmente limpio, fotoestable y de bajo
coste, capaz de producir la mineralizacion
completa de la inmensa mayoria de los
contaminantes organicos, incluso PCBs y
dioxinas, en condiciones ambientales de
temperatura y presién, permitiendo también
la eliminacién de elementos inorganicos,
como los cianuros [17].
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Esquema 1. Serie de  reacciones
fotocataliticas que se realizan sobre la
superficie de TiO, en presencia de luz
ultravioleta.

Esto se realiza mediante reacciones
fotocataliticas, en las que se generan radicales
hidroxilo que atacan y degradan rapidamente

224

la materia orgénica. Por la misma razon
también presentan actividad antimicrobiana
[18]. Las reacciones involucradas en estos
procesos se muestran en el esquema 1.

Otra razén por la que decidimos incluir
nanoparticulas de TiO, en las peliculas de
quitosano-PVA es para darle mayor
resistencia al esfuerzo, pues hemos observado
recientemente que el modulo de Young de
peliculas de PVA dopadas con TiO, se
incrementd en funcion de la concentracion
del semiconductor [19].

2 Parte Experimental

2.1  Materiales

El quitosano utilizado en este estudio
proviene de Fluka (viscosidad >400mPa.s,
1% en &cidos acético al 1%), mientras que el
acido acético glacial, agar EMB, agar
Pseudomonas P, agar Baird Parker, agar
Casoy, caldo Casoy y agar Muller Hinton,
provienen de Merck. El Dioxido de titanio
(P25) proviene de Degusa. Las cepas
bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
fueron adquiridas en el Instituto Nacional de
Salud, Lima, Perd.

2.2 Preparacion del hidrogel quitosano-
PVA

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

2.3. Preparacion del hidrogel quitosano-
PVA-TIO;

Se prepar6 una suspension de TiO, en PVA,
las que fueron estabilizadas por tratamiento
con ultrasonido, y se mezcld con una
solucion de quitosano en AcOH al 1% en
acido acético. Luego, se dispersaron en
placas Petri y se secaron a temperatura
ambiente.

2.4 Preparacion del indculo

La preparacion del inéculo se realizd
tomando una cantidad de colonias de la cepa
bacteriana pura y sembrando sobre un tubo



conteniendo agar Casoy en plano inclinado.
Se incub6 a 37°C por 18 horas. Trascurrido
este tiempo se cosechd en un recipiente con
caldo Casoy y se ajustd a una turbidez
equivalente a 0,5 de MacFarland.

2.5 Susceptibilidad antimicrobiana

a) En placa

Se realizé por el método de difusion en agar
de Bauer-Kirby siguiendo las recomen-
daciones del Comité Nacional de Control de
Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS)
[20]. Se incubd las placas con agar Muller
Hinton a 37°C antes de su uso, se aplico el
indculo en la placa con la ayuda de una
torunda estéril, cubriendo totalmente Ia
superficie de la placa sin dejar una zona libre.
Se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de
depositar las peliculas cortadas en discos de
8mm de didmetro. Se incub6 a 37°C por 18-
24 h. La presencia de halos alrededor de las
peliculas nos indicara que los
microorganismos son susceptibles a dicho
material. Dependiendo del tamafio del mismo
se podra hacer una evaluacion cualitativa.

b) En tubo

Se realiz6 mediante el método de siembra en
caldo [20]. En tubos conteniendo caldo Casoy
fueron depositadas las peliculas preparadas
en base a PVA, PVA-quitosano y PVA-
quitosano-TiO, en concentraciones de Oxido
de titanio de 1, 5, 10, 50 y 100 ppm. Se
inocularon la serie de tubos con cultivo
bacteriano, salvo al control negativo. Se
incubo a 37°C por 18-24 horas. La presencia
de turbidez en los tubos nos indicara que no
hay actividad antimicrobiana frente a las
peliculas.

2.6 Permeabilidad microbiana

Se contaron con tres medios de -cultivo
diferenciales, agar EMB para E. coli, agar
Baird Parker para S. aureus Yy agar
Pseudomonas P para P. aeruginosa. Sobre la
superficie de los respectivos agares se
depositaron las peliculas de PVA, PVA-
quitosano y PVA-quitosano-TiO,
previamente embebidas en agua estéril para
evitar que las peliculas se arruguen. Se
inoculd el cultivo sobre las peliculas. Se
incubd a 37°C. Los chequeos periodicos se
realizaron durante 5 dias.
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3 Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacién de las peliculas de
quitosano-quitosano-PVA-TiO,

Estas peliculas fueron caracterizadas por FT-
IR, Figura 1. Los espectros de peliculas de
quitosano-PVA dopadas con TiO, no mues-
tran ninguna diferencia con respecto a las
peliculas sin dopaje. Algo similar ya se habia
observado en el caso de las peliculas de PVA
dopadas con TiO, [19]. Esto sugiere que las
nanoparticulas de TiO, se encuentran
simplemente dispersadas en la matriz
polimérica sin interaccion entre los diferentes
grupos funcionales de los polimeros. Las
particulas  del semiconductor  estarian
interactuando con las zonas hidrofobicas del
PVA, de la misma manera como se explica la
solubilidad del hidréxido de cobre(ll) en
PVA a pH>6 [21]. En cambio, cuando se
prepara las nanoparticulas de TiO; in situ se
ha obtenido evidencias de enlace covalente
entre los atomos de Ti, de la superficie de las
nanoparticulas, con los oxigenos del PVA
[22].
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Figura 1. Espectro IR de la pelicula de

quitosano-PVA dopada con 1ppm de TiO,.

3.2 Actividad antimicrobiana

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

F: quitosano-PVA

G: quitosano-PVA 1 ppm TiO,

H: quitosano-PVA 5 ppm TiO,

En placa

El crecimiento de S. aureus en el agar Baird
Parker se observo como colonias negras con
halo blanquecino. E. coli desarroll6 colonias
negras con brillo metalico en el agar EMB,
mientras que P. aeruginosa mostré colonias
transldcidas con pigmentacion verde.

Todas las peliculas utilizadas en este estudio,



aparentemente solo presentan actividad en el
area de la pelicula propiamente dicha, ya que
se observa que en esa zona nho hay
crecimiento (zona transparente), o hay
crecimiento de colonias aisladas, lo que no se
observa en las peliculas de PVA donde el
area de la pelicula presenta crecimiento para
las 3 cepas bacterianas. En ningun caso se
observa un halo alrededor de la pelicula,
figura 2.

Se realizaron controles para ver que la técnica
funciona colocando en los medios de cultivo
antibidticos especificos para cada cepa,
observandose que los tamafios de los halos
estan dentro del intervalo recomendado por la
NCCLS De igual modo se prob6 un
desinfectante y se obtuvieron halos.

a)

N A
Figura 2. Peliculas de quitosano-PVA vy
quitosano-PVA-TiO, enfrentadas a: a) S. aureus,
b) E. coli y c) P. aeruginosa.
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En tubo

Luego de la incubacion, se observd presencia
de turbidez en todos los tubos, lo que nos
indica que las peliculas no inhiben el
crecimiento de los microorganismos, figura 3.
En los tubos que presentan una turbidez tenue
se tomd una muestra y se sembro sobre agar
Casoy para hacer un cultivo observando
crecimiento microbiano.

Figura 3. Peliculas en tubos conteniendo
caldos con: a) S. aureus, b) E. coli y ¢) P.
aeruginosa.

3.3 Permeabilidad microbiana

tit peliculas estudiadas fueron: A: quitosano-
PVA; B: PVA; C: quitosano-PVA-
10ppmTiO,; D: quitosano-PVA-50ppmTiO;
y E: quitosano-PVA-100ppmTiO,. La
evaluacion de las peliculas se realizé durante
5 dias. Al quinto dia se procedi6 a sacar las
peliculas y se observo que la zona por debajo



de las mismas estaba limpia, no habia
crecimiento de colonias caracteristicas ni de
ninguna otra. Sin embargo, si hubo
crecimiento de las bacterias utilizadas sobre
la pelicula. Incluso, en el caso de la cepa de
P. aeruginosa, la bacteria es capaz de
continuar su metabolismo normal
produciendo una sustancia verde clara que si
llega a atravesar la pelicula, Figura 4. Esto
contrasta con lo reportado en la literatura para
el caso de una membrana de PVA en la que
se observé gque no hubo crecimiento sobre las
peliculas sembradas [18].

Estos resultados indican que tit peliculas de
quitosano-PVA y aquellas dopadas tit TiO,
no poseen propiedades antimicrobianas pero
si logran impedir el paso de tit titanio
estudiadas.

a)

b)

Figura 4. Cepas de E. coli sembrado sobre
Peliculas en agar EMB: a) Tiempo 0 dias, b)
Placas después de 5 dias de incubacidn, y c)
Peliculas removidas.
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La presencia de PVA en tit peliculas ti
confiere a estas una buena impermeabilidad
frente al titdnio [23], la cual puede ser
incrementada por la presencia de oxido de
titanio [24].

4 Conclusiones

Las peliculas preparadas en base a quitosano-
PVA-TIO, incubadas en condiciones
normales no  presentan  propiedades
antibacterianas, sin embargo inhiben el
crecimiento de los  microorganismos
evaluados en las zonas de contacto y son
impermeables a los mismos. Por estas
caracteristicas, estas peliculas pueden
utilizarse como protector de heridas y otras
lesiones a la piel, para evitar su infeccion. La
presencia de PVA 'y TiO, hacen que se espere
de este material una buena impermeabilidad
contra el oxigeno y pueda ser potencialmente
utilizado como material de empaque de
alimentos.
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