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RESUMEN

RESUMEN

Actualmente, una de las principales preocupaciones de las autoridades
sanitarias y de la industria alimentaria sigue siendo garantizar la inocuidad
microbioldgica en la cadena alimentaria ya que a pesar de los notables esfuerzos
realizados, el nimero de brotes y casos de enfermedades de transmision
alimentaria causadas por microorganismos sigue elevandose. Por otro lado, otro
de los problemas que debe afrontar la industria alimentaria es la
implementacion de nuevas alternativas de produccion mas sostenibles,
manteniendo altos estandares de seguridad y garantizando la disponibilidad de
alimentos. En este contexto se enmarca la presente tesis doctoral, cuyo
principal objetivo es la evaluacion in vivo e in vitro de la capacidad
antimicrobiana de distintas sustancias naturales procedentes de fuentes
alternativas, mas sostenibles (extracto de coliflor, espirulina y soluciones de
quitosano), frente a microorganismos patdgenos de importancia en la industria

de alimentos.

Los estudios demuestran la capacidad antimicrobiana in vitro del quitosano de
insecto y crustaceo frente a microorganismos patégenos como E. coli,
L. monocytogenes y S. Typhimurium siendo dependiente del pH del medio
estudiado. Ademas, cuando el quitosano se combina con un tratamiento suave
de altas presiones hidrostaticas, se pone de manifiesto una relacion sinérgica
entre ambas tecnologias llegando a inactivar completamente la carga

microbiana de S. Typhimurium.

Los estudios in vivo llevados a cabo con Caenorhabditis elegans muestran que
el nematodo aumenta su supervivencia en presencia de extractos de coliflor y

espirulina. En cuanto a la capacidad antimicrobiana, los extractos de espirulina
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y de coliflor reducen la colonizacion intestinal por S. Typhimurium en el

nematodo mostrando asi su capacidad antimicrobiana in vivo.

En la presente tesis doctoral, se hace un recorrido completo sobre la capacidad
antimicrobiana de ciertos extractos vegetales o componentes procedentes de
animales, fundamentalmente basados en estudios in vivo. Este es un paso
importante en la materializacion de estos compuestos como alternativas mas
naturales y sostenibles a otros compuestos sintéticos usados en conservacion de

alimentos.
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RESUM

Actualment, una de les principals preocupacions de les autoritats sanitaries i de
la industria alimentaria continua sent garantir la innocuitat microbiologica en la
cadena alimentaria ja que malgrat els notables esforcos realitzats, el nombre de
brots i casos de malalties de transmissié alimentaria causades per
microorganismes continua elevantse. D'altra banda, un altre dels problemes que
ha d'afrontar la inddstria alimentaria és la implementaci6 de noves alternatives
de produccié més sostenibles, mantenint alts estandards de seguretat i garantint
la disponibilitat daliments. En aquest context s'emmarca la present tesi
doctoral, el principal objectiu de la qual és l'avaluacié in vivo i in vitro de la
capacitat antimicrobiana de diferents substancies naturals procedents de fonts
alternatives, més sostenibles (extracte de coliflor, espirulina i solucions de
guitosano), enfront de microorganismes patdgens d'importancia en la inddstria

d'aliments.

Els estudis demostren la capacitat antimicrobiana in vitro del quitosano
d'insecte i crustaci enfront de microorganismes patogens com a E. coli,
L. monocytogenes i S. Typhimurium sent dependent del pH del mig estudiat. A
més, quan el quitosano es combina amb un tractament suau d'altes pressions
hidroestatiques, es posa de manifest una relacié sinérgica entre totes dues
tecnologies arribant a inactivar completament la carrega microbiana de

S. Typhimurium.

Els estudis in vivo duts a terme amb Caenorhabditis elegans mostren que el
nematode augmenta la seua supervivencia en presencia d'extractes de coliflor i
espirulina. Quant a la capacitat antimicrobiana, els extractes d'espirulina i de
coliflor redueixen la colonitzacio intestinal per S. Typhimurium en el nematode

mostrant aixi la seua capacitat antimicrobiana in vivo.
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En la present tesi doctoral, es fa un recorregut complet sobre la capacitat
antimicrobiana d'uns certs extractes vegetals o components procedents
d'animals, fonamentalment basats en estudis in vivo. Aquest és un pas important
en la materialitzacié d'aquests compostos com a alternatives meés naturals i

sostenibles a altres compostos sintétics usats en conservacid d'aliments.
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SUMMARY

Currently, one of the main concerns of the health authorities and the food
industry continues to be ensuring microbiological safety in the food chain, as
despite considerable efforts, the number of outbreaks and cases of foodborne
diseases caused by microorganisms continues to rise. On the other hand,
another challenge facing the food industry is the implementation of new, more
sustainable production alternatives while maintaining high safety standards and
ensuring food availability. It is in this context, the main objective of this PhD
thesis is the in vivo and in vitro evaluation of the antimicrobial capacity of
different natural substances from alternative, more sustainable sources
(cauliflower extract, spirulina and chitosan solutions) against pathogenic

microorganisms of importance in the food industry.

Studies demonstrate the in vitro antimicrobial capacity of insect and crustacean
chitosan against pathogenic microorganisms such as E. coli, L. monocytogenes
and S. Typhimurium, being dependent on the pH of the medium studied.
Moreover, when chitosan is combined with a mild treatment of high hydrostatic
pressures, a synergistic relationship between both technologies is evident,
reaching the point of completely inactivating the microbial load of

S. Typhimurium.

In vivo studies carried out with Caenorhabditis elegans show that the nematode
increases its survival in the presence of cauliflower and spirulina extracts. In
terms of antimicrobial capacity, spirulina and cauliflower extracts reduce
intestinal colonization by S. Typhimurium in the nematode, thus showing their

antimicrobial capacity in vivo.

In this doctoral thesis, a complete overview of the antimicrobial capacity of
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certain plant extracts or animal-derived compounds is presented, mainly
based on in vivo studies. This is an important step in the materialisation of these
compounds as more natural and sustainable alternatives to other synthetic

compounds used in food preservation.
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I. JUSTIFICACION DEL TEMA

Actualmente existe una gran preocupacion por el impacto que los procesos
industriales tienen sobre el medio ambiente. La industria agroalimentaria no
escapa de esta preocupacion, donde parte de los residuos generados se vierten
al medioambiente perjudicando tanto al ecosistema como a la economia de la
empresa desaprovechando su potencial valor residual (fuente de nutrientes y
compuestos bioactivos) como subproductos, ademas del coste que le supone
pagar las penalizaciones impuestas por las autoridades medioambientales.

De los residuos de la agricultura y procesado de algunas plantas como
coliflor, brécoli y citricos es posible obtener extractos naturales con una cierta
capacidad bioactiva, los cuales pueden resultar interesantes desde el punto de
vista de la seguridad alimentaria, pues algunos de ellos han demostrado que
tienen capacidad antimicrobiana y pueden ser muy efectivos frente a
patégenos alimentarios como Salmonella 6 E. coli tanto a nivel individual
como combinado con otras tecnologias de conservacion como el procesado
por altas presiones (HHP)o pulsos eléctricos de alto voltaje (PEF). Otra fuente
interesante de productos bioactivos son las sustancias extraidas de
subproductos del descarte pesquero (crustaceos) o de insectos, como la
quitina, de donde se extrae el quitosano, cuyas propiedades de no toxicidad a
bajas concentraciones, biodegradabilidad, baja alergenicidad y capacidad
antimicrobiana contribuyen a su interés dentro de la industria agroalimentaria
y farmacéutica. Por otro lado, los extractos de cianobacterias como Spirulina
spp. se han usado para el consumo humano desde hace algin tiempo por su
alto contenido en macro y micronutrientes y de ahi su uso como suplemento
nutricional o ingrediente en alimentacién (colorante, preparacion de alimentos
fermentados, entre otros). Ademas, Spirulina spp. poseen potencial para

producir sustancias antimicrobianas.
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La implementacion de nuevas alternativas de produccion mas sostenibles
manteniendo altos estandares de seguridad y garantizando la disponibilidad de
alimentos es uno de los principales retos de la industria alimentaria. En este
sentido, es interesante estudiar y caracterizar la potencial actividad
antimicrobiana que poseen matrices alimentarias de fuentes mas sostenibles.
Aunque la primera aproximacién para estudiar la capacidad antimicrobiana de
los agentes quimicos naturales o sintéticos son los estudios in vitro, es necesario
tener una aproximacién in vivo, ya que la efectividad de los antimicrobianos se
puede ver afectada por las caracteristicas particulares de un alimento o del tracto

digestivode los seres vivos.

En consecuencia, se plantea la siguiente tesis doctoral cuyo principal objetivo
es la evaluacion in vivo e in vitro de la capacidad antimicrobiana de distintas
sustancias naturales procedentes de fuentes alternativas, mas sostenibles
(extracto de coliflor, espirulina y soluciones de quitosano), frente a

microorganismos patdgenos de importancia en la industria de alimentos.

La perspectiva industrial de los resultados de esta tesis puede ser mas que
interesante redundando en beneficios econdmicos como consecuencia de la

mitigacion de pérdidas por problemas de inocuidad alimentaria.
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Il. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

I1.L1 Importancia de la inocuidad alimentaria. Patdgenos

alimentarios

Una de las principales preocupaciones de las autoridades sanitarias y de la
industria alimentaria es la inocuidad microbiolégica de los alimentos
producidos y que se encuentran actualmente en el mercado 0 que estan en
fasede desarrollo para su posterior venta y distribucién. A pesar de los notables
esfuerzos realizados para mitigar la incidencia de las enfermedades de origen
alimentario, el nimero de brotes y casos esporadicos de estas enfermedades
causadas por microorganismos sigue siendo elevado segun la European Food
Safety Authority (EFSA, 2017).

Segun informes de la EFSA y del European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) (2019), la salmonelosis es la enfermedad alimentaria mas
frecuente después de la campilobacteriosis (246.571), con un registro en los
estados miembros de la Union Europea (UE) de 91.857 casos y 8.730
detectados en Espafia. En los ultimos afios la incidencia se mantiene constante
dentro de la UE (periodo 2014-2018) (EFSA y ECDC, 2019).

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta
formado por dos especies, Salmonella enterica (S. enterica) y Salmonella
bongori (S. bongori). A su vez, la especie principal, S. enterica, esta
compuesta por seis subespecies y mas de 2.500 serovares (Grimont y Weill,
2007). Salmonella spp. son bacilos Gram negativos intracelulares anaerobios
facultativos, no esporulados y con flagelos peritricos (excepto
S. gallinarumy S. pullorum). Crece entre 7 y 48 °C, con una temperatura
Optima entre 35 y 37 °C, pH entre 4 y 8, y actividad de agua (aw) entre
0,94 y 0,99, aunque
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persiste a aw < 0,94, resistiendo ademas condiciones de deshidratacién, pero

incapaces de sobrevivir por encima de 70 °C.

Exceptuando S. typhi y S. paratyphi, cuyo reservorio Unico es el ser humano,
los reservorios de Salmonella spp. son los intestinos de animales (salvajes y
domésticos) como las aves de corral, ganado porcino y bovino, reptiles, perros
y gatos que, siendo incluso asintomaticos, pueden infectar al hombre. Menos
frecuentes pero posibles son los reservorios humanos infectados. Existen
reservorios inanimados (suelo, aguas de pozos, carcasas de animales vy
productos con elevadas cargas de proteina y grasas) donde puede sobrevivir
durante largos periodos de tiempo (Uribe y Suérez, 2006). Esta zoonosis se
transmite de animales a humanos, y viceversa, de forma directa o indirecta, es
decir, a través de la ingesta de Salmonella presente en agua y/o alimentos
derivados de animales infectados o contaminados con heces humanas o de
animales infectados, o bien por alimentos no contaminados inicialmente pero
qgue sufran contaminaciones cruzadas con productos de origen animal
contaminados. La manipulacion de alimentos sin la higiene personal adecuada,
la utilizacién de utensilios contaminados en industrias alimentarias y cocinas, y
la via fecal-oral persona-persona y animal-persona, son también vectores por
los que el microorganismo puede llegar al ser humano y desencadenar la
enfermedad. Cuando Salmonella se ingiere, fundamentalmente a través de los
alimentos, coloniza el intestino delgado e invade ganglios linfaticos
mesentéricos, dando lugar a la infeccion localizada. Al evadir las defensas
intracelulares de las células intestinales, se divide en su interior, pasando a la
sangre, y provocando una infeccion sistémica. Los sintomas asociados a la
infeccion normalmente aparecen entre las 6 y 72 h tras la infeccion y pueden
cursar con diarrea, nauseas, fiebre y calambres abdominales. Por el contrario, la
bacteria puede encontrarse en el intestino de animales sin manifestacion de

la enfermedad y comportarse éstos como portadores sanos eliminando la

10
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bacteria a través de las heces.

Salmonella puede estar presente en la carne de vacuno, porcino, aves de corral y
productos cérnicos derivados, leche y productos lacteos, asi como huevos y
ovoproductos. Considerando el total de alimentos muestreados a los que se
atribuyeron los brotes de salmonelosis en 2018, el mayor porcentaje de los
brotes (45,6%) se debi6 al consumo de huevos y ovoproductos. De entre los
casos de personas infectadas por S. Typhimurium asociados al consumo de
carne animal, un 43,6% se debid al consumo de pollo, 27,3% de cerdo, 13,9%
de aves ponedoras, 13,1% de pavo y 2,3% de ganado. Se ha indicado que de
todas las etapas de muestreo, el matadero y las plantas procesadoras fueron los
principales lugares con mayor nimero de positivos encontrados en carne y
productos carnicos (EFSAy ECDC, 2019).

Salmonella no es el Unico patdgeno que preocupa a las autoridades sanitarias.
En los Gltimos afios estd tomando gran relevancia Listeria monocytogenes
(L .monocytogenes), no exactamente por el nimero de brotes, sino por su
virulencia y porcentaje de fallecimientos asociados a la infeccion y las secuelas,
afectando en gran medida a poblaciones de riesgo. L. monocytogenes es un
bacilo Gram positivo anaerobio intracelular facultativo no esporulado capaz de
fagocitar células del sistema fagocitico mononuclear y replicarse en su interior.
Su movilidad es posible a temperaturas iguales o menores de 30 °C (inmoévil a
37 °C) a traveés de flagelos peritricos y es capaz de multiplicarse entre 3 y 45 °C
(temperatura 6ptima entre 30 y 37 °C) en un rango de pH entre 4,4 y 9,6,
tolerando la congelacién (-18 °C), ambientes salinos y con posibilidad de
formar biofilms. No puede crecer a una actividad de agua (aw) inferior a 0,9,
pero si sobrevivir a niveles mas bajos (Acha y Szyfres, 2001; Bover i Cid y
Garriga i Turdn, 2014; Hudson, 1992).

11
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De entre los reservorios de L. monocytogenes destacan los mamiferos salvajes o
domésticos, aves de corral, agua, suelo, forraje y humanos infectados. Se puede
transmitir a través de alimentos contaminados, contaminaciones cruzadas, via
fecal-oral, via transplacentaria o a través del canal del parto, por contacto con
material contaminado, existiendo también casos nosocomiales y portadores
asintomaticos. La incubacion dura de 3 a 70 dias, y los sintomas que pueden
aparecer son meningoencefalitis, septicemia en neonatos y adultos, fiebre,
endocarditis, abscesos externos e internos, endoftalmitis y abortos en

embarazadas.

Los alimentos susceptibles de contaminacion por L. monocytogenes pueden ser
crudos o procesados (como ahumados, embutidos cocidos y crudos curados), de
origen animal (carne y productos carnicos listos para el consumo, pescado y
productos derivados listos para el consumo, quesos y productos lacteos sin
pasteurizar) o vegetal. En 2018, los vegetales, zumos y productos derivados
contribuyeron con el mayor porcentaje de casos positivos (28,6%) al total de
brotes en alimentos originados por Listeria. Respecto al estudio de la presencia
en animales (en 12 paises miembros y 2 externos a la UE), el 2% de los
animales fueron positivos para Listeria spp., y concretamente, el 61,7% de los

animales estaban infectados por L. monocytogenes (EFSA y ECDC, 2019).

Este patogeno alimentario provocd 2.549 casos confirmados de listeriosis en
humanos en los Estados Miembros de la UE durante 2018. A diferencia de
Salmonella, existe una tendencia creciente de casos por Listeria acumulando un
15,6% de letalidad en 2018, siendo responsable del mayor nimero de
hospitalizaciones de entre las zoonosis bajo vigilancia en la UE. Ademas, se
considera de especial vigilancia por su transmision via transplacentaria 0 a
través del canal del parto. Como dato reciente a destacar, Espafia registré el

mayor brote nacional de listeriosis por consumo de carne mechada afectando

12
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a mas de 200 personas en el afio 2019 (Servicio Andaluz de Salud. Consejeria
de Salud y Familias, 2019).

Otro patdgeno de origen alimentario, Escherichia coli (E. coli) productor de
toxina Shiga también esta generando problemas de enfermedad transmitida por
alimentos en todo el mundo. Es un bacilo Gram negativo anaerobio facultativo,
no esporulado, que puede crecer entre 7-50 °C (temperatura 6ptima entre 35-
40 °C, se inactiva a temperaturas superiores a 70 °C), con pH éptimo entre 6 y 7,
pero sensible a pH < 3,8 6 > 9,5, mostrando tolerancia a condiciones &cidas, y
con una aw minima de 0,95. Las distintas cepas patogénicas intestinales de
E. coli se clasifican en funcién del factor genético al que se le atribuye su
virulencia: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC),
E.coli de adherencia difusa (ADEC) y E. coli enterohemorrdgica o
verotoxigénica o productor de toxina Shiga (EHEC 6 VTEC 6 STEC), dentro
del cual se encuentra el serotipo Escherichia coli O157:H7. También existen

E coli comensales y otras patdgenas extraintestinales.

Respecto a E. coli productor de toxina Shiga, E. coli 0157:H7, los reservorios
principales son rumiantes, aunque se ha detectado también en otros mamiferos
(conejos, cerdos, caballos, perros y gatos) y aves. La transmisién es parecida
a la descrita por Salmonella, y el tiempo de incubacion varia entre 3 y 8 dias,
pudiendo dar lugar a sintomas como calambres abdominales, diarrea, en
ocasiones con sangre, fiebre, vémitos, sindrome hemolitico urémico, el cual es

potencialmente mortal, y a veces complicaciones neurolégicas.

E. coli productor de toxina Shiga se puede encontrar en productos animales u
horticolas, naturales o elaborados de manera inadecuada, semillas germinadas,

productos lacteos no pasteurizados, asi como en agua. En 2018, un 2,4% de

13
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los alimentos muestreados estaban contaminados. Por otro lado, los casos en
animales parecen estar disminuyendo respecto a periodos anteriores, mientras
gue en humanos, se registraron 8.161 infecciones humanas en Estados
Miembros de la UE incrementandose un 39% respecto a 2017, de las cuales
126 infecciones ocurrieron en Espafia (EFSA y ECDC, 2019).

En resumen, las infecciones alimentarias dan lugar a 600 millones de personas
enfermas y 420.000 muertes anuales en todos los rangos de edad, poniendo en
riesgo no sélo la salud poblacional y la confianza del consumidor en el
producto, sino afectando, ademas, el sector sanitario y el desarrollo econémico,
comercial y turistico segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2019).
Por consiguiente, se sigue trabajando a nivel internacional, tanto en los
organismos de salud publica como en la industria, en el desarrollo de
estrategias para prevencion, deteccion y reduccion de patégenos alimentarios
desde la granja con el objetivo de reducir los casos de infeccion a lo largo de la
cadena alimentaria y proporcionar un producto seguro a los consumidores
(OMS, 2019).

1.2 Agroindustria, impacto medioambiental y economia circular

Se ha reconocido que las précticas agroindustriales actuales sobre todo en los
paises desarrollados, producen un desaprovechamiento de alimentos a la vez
gue se genera una gran cantidad de residuos que impactan negativamente en el
medio ambiente, ademas de ser socialmente cuestionable. Esto lleva a que en
las sociedades industrializadas y con recursos, haya una corriente cada vez
mayor hacia el aprovechamiento de esos desperdicios dandole un segundo uso.
Se define como pérdida de alimento a “la disminucion de alimentos
comestibles a nivel de produccion, post-cosecha, procesamiento y

distribucion”, y desperdicio (residuo alimentario) a “aquellos alimentos

14
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desechados a pesar de ser aptos para el consumo” segin la Food and
Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2011). En 2010, la UE
informd de pérdidas y desperdicios anuales de unos 89 millones de toneladas
de alimentos de los cuales 7,7 millones de toneladas (175,9 kg/afio per cépita)
se generaron en Espafia, siendo el séptimo pais que produjo mayor cantidad de
desperdicio de alimentos (Comision Europea y Servicio de BIO Inteligencia,
2010). Por otra parte, las proyecciones sobre poblacion mundial apuntan a que
hacia el afio 2.050 haya una poblacion mundial de hasta 9.800 millones de
personas, lo cual supondria la necesidad de aumentar en un 70% los recursos
alimentarios (fundamentalmente proteinas provenientes de diferentes fuentes),
lo que podria implicar un posible agotamiento de recursos como agua,
intensificacion de la producciéon agricola, aumento de la deforestacion y
limitacién de espacio disponible para la explotacion ganadera (FAO, 2011;
Huis y Oonincx, 2017). En consecuencia, es urgente tomar medidas
preventivas y, en este sentido, los paises integrantes de la UE se plantearon
como objetivo para 2025 reducir en un 30% los residuos alimentarios y apostar
por la reutilizacion de subproductos de la agroindustria segun European
Comission (EC, 2014).

En lo que se refiere a la industria agricola, tras la cosecha y en los puntos de
transporte, almacenamiento y procesado de materia prima agricola se generan
una gran cantidad de residuos como hojas, semillas, piel, tallos y cascaras, que,
sin un tratamiento correcto, repercuten negativamente en el medioambiente con
un impacto econémico y social importante. Los residuos vertidos y no tratados
pueden descomponerse y generar lixiviados contribuyendo a la eutrofizacion de
mares, rios y océanos y, ademas, liberar gases de efecto invernadero como
metano y 6xido nitroso (Pardo et al., 2015). Esto va ligado al gasto econémico
que la gestion de residuos supone para la industria. La apuesta por una

valorizacion de los subproductos agricolas generados durante la actividad
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agroindustrial como fuentes potenciales de proteinas, lipidos, fibra y otros
compuestos bioactivos, puede contribuir a que se entre de forma efectiva en
una economia circular y residuo cero. Revertir la situacion actual hacia una
economia circular, beneficiaria no solo a la empresa generadora de residuos por
la reduccion de costes derivados del tratamiento de los mismos, sino a otras
industrias que los incorporen como materia prima, como por ejemplo, la
industria cosmética, farmacéutica o alimentaria entre otras. Otra industria que
podria beneficiarse de la reutilizacion de residuos es la de formulacion de
piensos para animales de granja o animales de compafiia, la cual puede usar los
subproductos como aditivo en los piensos dotandolos de determinadas
propiedades beneficiosas para los animales y que en cierto sentido, podrian
repercutir en un mayor nivel de inocuidad alimentaria. En este escenario
general, la gran cantidad de subproductos generados en paises con bajos
recursos podrian ser una fuente potencial para el enriquecimiento de alimentos

en la lucha contra la malnutricion (Torres-Leon et al., 2018).

Se ha visto que el consumo de vegetales del género Brassica aumenta cada afio,
y se estima que el consumo actual se duplicard con el aumento de poblacion.
Esta tendencia ha repercutido en que los ultimos afios se han financiado
proyectos nacionales e internacionales en los que se han incentivado estudios
sobre la valorizacion de los residuos agricolas después de la recoleccion de este
y otros vegetales. De entre los mayores productores de coliflor y brécoli
destacan China (10,7 millones de toneladas anuales) e India (8,8 millones de
toneladas anuales), representando alrededor del 73,7% de la produccion donde
Espafia ocupa el quinto lugar (725.261 toneladas) con un 2,7% de la produccion
mundial (FAO, 2018). Los residuos de la coliflor suponen un 45-60% del peso
total de la coliflor, siendo el 50% del mismo correspondiente a las hojas
(Pankar y Bornare, 2018). Estos residuos son ricos en compuestos bioactivos

aungue el contenido varia dependiendo del estado de crecimiento, del genotipo
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de cultivo, del tejido especifico de la planta y otros factores ambientales
(Neugart et al., 2018). Las hojas de coliflor son una fuente potencial de fibra,
micronutrientes como hierro, cobre, manganeso, zinc y [B-caroteno,
fitoquimicos como compuestos fendlicos e isotiocianatos con propiedades
antimicrobianas y anticancerigenas respectivamente, y péptidos bioactivos con
capacidad inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina que podria
usarse parael tratamiento de la hipertension (Caliceti et al., 2019). Los residuos
de coliflor se pueden emplear también para alimentacion animal y para la

creacion de alimentos funcionales (Aboulfadl, 2012; Caliceti et al., 2019).

Otro residuo sobre el que se ha centrado el interés en los Gltimos afios es el
quitosano. El quitosano se obtiene de la desacetilacion de la quitina presente en
el exoesqueleto de invertebrados y hongos. El quitosano resulta interesante para
la industria alimentaria, sobre todo en la faceta de productos bioactivos con
determinadas propiedades beneficiosas para la salud. La explotacion
marisquera (Xu et al., 2013), los hongos crecidos en residuos organicos
industriales (Cai et al., 2006; Chatterjee et al., 2008), asi como el uso de
insectos, generan cantidades importantes de residuos ricos en quitina. En este
contexto, los insectos estan recibiendo gran atencion dadas las perspectivas
mundiales de crecimiento de la poblacion y del agotamiento de fuentes
proteicas convencionales. Los insectos se consideran “nuevos alimentos”,
siendo una gran fuente proteica y generando un bajo impacto medioambiental
comparado con la explotacién ganadera (Vantomme y Halloran, 2013), por lo
que sus residuos podrian ser una buena alternativa para la obtencion de
quitosano. Actualmente, la principal fuente de quitina son los restos de
crustaceos procedentes de la explotacion marisquera, sin embargo, en un futuro
se estima que haya escasez de quitina procedente de esta fuente dada la
explotacion marina. Las aplicaciones del quitosano no se restringen al ambito

alimentario, sino que son también de gran utilidad en &mbitos de
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biomedicina y farmacia,cosmética, agricultura, tratamiento de aguas e industria
textil (Kumirska et al., 2011; No y Meyers, 1995; Rinaudo, 2006; Shirvan et al.,
2019).

Se ha estimado que aproximadamente se sintetizan alrededor de 100.000
millones de toneladas de quitina anualmente por crustaceos, moluscos, insectos
y hongos (Tharanathan y Kittur, 2003). La explotacion marisquera se encarga
normalmente de quemar los residuos de mariscos, arrojarlos al mar o tierra o
dejarlos hasta descomponerse con consecuencias medioambientales negativas y
repercusion en la salud humana (Xu et al., 2013). Para hacernos una idea de la
importancia del desaprovechamiento de los residuos generados, basta con
mencionar que, por ejemplo, los residuos de langostinos representan del 50-
70% del peso de la materia prima. La composicién de los caparazones de
crustaceos ofrece una fuente de componentes aun aprovechable con unos
porcentajes generales de aproximadamente un 30-40% de proteina, 30-50%
carbonato calcico y fosfato célcico y 20-30% quitina, aunque éstos puedan
variar dependiendo de factores como especies, estacién del afio y condiciones

de procesamiento (Gortari y Hours, 2013; Kumari y Rath, 2014).

Los insectos han sido tradicionalmente fuente de alimentacion humana en
paises de Asia, Africa y América latina. A partir del 1 de julio de 2017, entrd
en vigor el Reglamento (UE) 2017/893, por el que quedaba regulada la
incorporacién de insectos en piensos para acuicultura, permitiéndose las
siguientes especies: mosca soldado negra (Hermetia illucens), mosca comin
(Musca domestica), gusano de la harina (Tenebrio molitor), escarabajo de la
cama (Alphitobius diaperinus), grillo doméstico (Acheta domesticus), grillo
rayado (Gryllodes sigillatus) y grillo bicolor (Gryllus assimilis) (EC, 2017).
Algunas de las ventajas medioambientales que presentan en comparacion con

el ganado son: menor cantidad de recursos necesarios para realizar sus
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funciones vitales (menor necesidad de agua y tierra), elevada eficiencia en
la conversién de alimento a proteina (necesitan menos alimento para aumentar
su peso corporal) y producen menor emision de gases de efecto invernadero.
Ademas, aprovechan los restos biologicos (alimentos, humanos, estiércol)
como fuente de alimentacion que convierten en proteina de alta calidad
(Vantomme y Halloran, 2013). Desde el punto de vista de la nutricion humana,
aportan proteinas, lipidos, fibra, cobre, hierro, fésforo, manganeso, selenio y
zinc en cantidades variables dependiendo de la especie, habitat, alimentacion y
etapa de vida. La calidad de la proteina de especies como el grillo comln
(Acheta domesticus) ha demostrado ser similar a la de la carne de pollo y
pescado y mayor que la proteina del grano de soja (Bosch et al., 2014).
Ademas, el consumo de insectos disminuye el riesgo de transmision de
enfermedades zoonéticas (Vantomme y Halloran, 2013). No obstante, han sido
catalogados como ‘“nuevo alimento” seguin el reglamento (UE) 2015/2283 y
algunos de ellos comercializados transitoriamente dentro de la UE (Bélgica,
Austria, Finlandia, Dinamarca, Reino Unido y Holanda) a la espera de su
autorizacion segun la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y
Nutricion (AECOSAN, 2018). Se conoce como “nuevo alimento” a aquel que
no ha sido consumido de manera significativa antes de mayo de 1997. Asi, la
larva de Tenebrio molitor seca o en polvo ha sido el primer insecto autorizado
para comercializacion como “nuevo alimento” (EFSA Panel on Nutrition,
Novel Foods and Food Allergens (NDA) et al., 2021). Las restantes solicitudes
de autorizacién de insectos deberan ser evaluadas por EFSA en cuanto a su
inocuidad aunque los insectos correspondientes se seguirdn comercializando a

la espera del resultado de dicha evaluacion.

También se esta intentando reducir el impacto ambiental de la produccion y
elaboracion de alimentos, a través del cultivo y uso de materias primas

alternativas a los animales o plantas. En este sentido, se esta apostando
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actualmente por el cultivo y comercializacion de algas comestibles. La
espirulina es un complemento alimenticio extraido de las cianobacterias
Arthrospira platensis y Arthrospira maxima, utilizadas tradicionalmente como
alimento en tribus africanas. Respecto a la composicién de la espirulina en
polvo comercial, esta suele contener aproximadamente un 60% de proteina,
20% de hidratos de carbono, 5% de lipidos (de entre los cuales se incluyen
acidos grasos esenciales no saturados (1,3-1,5%)), 7% de vitaminas Yy
minerales, y pigmentos fotosintéticos. Se le atribuye un alto valor nutricional,
siendo capaz de superar la produccion de proteina por unidad de superficie
de la soja y el maiz, llegando incluso a una produccion de proteina 200 veces
mayor que la carne de vaca (Siva-Kiram et al., 2016).

Arthrospira puede emplearse en biorremediacion medioambiental por su
capacidad neutralizante o quelante al unirse a minerales téxicos (Genene et al.,
2016), para enriquecimiento del suelo (nitrégeno, fésforo y potasio), mejora del
contenido proteico de plantas (Layam et al., 2016) y del crecimiento de cultivos
(Osman et al., 2015). Algunas ventajas de la produccion de Spirulina respecto a
cultivos convencionales son su rapida tasa de crecimiento (20 dias), menores
requisitos de energia y agua por kilogramo y generacion de mayor cantidad de
oxigeno a partir de didxido de carbono que los arboles (Siva-Kiram et al.,
2016).

11.3 Sustancias naturales antimicrobianas

Muchos de los subproductos de la industria agroalimentaria tienen sustancias
con capacidad antimicrobiana y antioxidante, lo cual puede ser un incentivo
para su revalorizacion, ademas de que posean otras propiedades relacionadas
con productos farmacéuticos y aspectos nutricionales. La conservacion de

alimentos perecederos ha tenido especial importancia desde la antigiiedad, asi
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como la busqueda de sustancias o tecnologias para este fin. Los egipcios ya
usaban productos naturales como las especias para conservar alimentos y en
rituales fanebres. A lo largo de la historia, ademéas de usarse como aditivos
alimentarios (potenciadores del sabor, colorantes y conservantes), se han
empleado en medicina, cosmética y perfumeria (Gottardi et al., 2016; Oiye y
Muroki, 2002). A partir de la revolucién industrial a finales del siglo XIX, se
impuls6 una mayor y mas rapida produccion de alimentos, y en ese contexto los
conservantes sintéticos se comenzaron a desarrollar y a usar por su inmediatez
para ofrecer al consumidor un amplio abanico de alimentos con mayor vida Util
e inocuos bajo el punto de vista microbioldgico (Contento Salcedo, 1996). Asi,
la incorporacion de antimicrobianos en la industria alimentaria tuvo como
finalidad fundamental aumentar la durabilidad del alimento y ofrecer calidad y

seguridad alimentaria al consumidor.

Algunos conservantes antimicrobianos artificiales como benzoato, propionato,
sorbato sodico, nitratos, nitritos, y sulfitos se han relacionado con problemas de
salud tras su consumo continuado y actualmente se rechazan por parte de los
consumidores (Anand y Sati, 2013; Bondi et al., 2017; Sharma, 2015; Zhang et
al., 2016).

El consumidor actual busca fundamentalmente productos con menos
compuestos sintéticos, mas saludables, alimentos de alta calidad que
mantengan las caracteristicas organolépticas y, que sean a la vez, inocuos desde
el punto de vista microbiolégico y quimico, previniendo el crecimiento
bacteriano o retrasando su deterioro. Es aqui donde las sustancias
antimicrobianas naturales pueden jugar un papel importante y alternativo a los
conservantes sintéticos. También pueden ayudar a disminuir el uso reiterado de
antibidticos en ganaderia, reduciendo de esta manera, el problema de las

resistencias bacterianas, pues se ha demostrado su eficacia in vitro frente a
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bacterias resistentes, bien empleados junto a antibioticos o solos (Palaniappan y
Holley, 2010; Zanini et al., 2014a, 2014b).

En conclusion, el impacto negativo de conservantes sintéticos frente a los
beneficios de las sustancias naturales antimicrobianas ha potenciado el interés
por regular la inocuidad de estas sustancias naturales mediante estudios de

toxicidad y mecanismos de accion (N. K. Lee y Paik, 2016).

Los antimicrobianos naturales pueden tener un origen diverso; vegetal, animal,
bacteriano o como se ha visto recientemente, pueden proceder de algas y de
hongos. El conocimiento de la inocuidad, eficacia y especificidad de estas
sustancias por parte de la industria se convierte en objetivo principal para
satisfacer las crecientes necesidades de un consumidor méas consciente del

impacto en su salud del nivel de calidad de los alimentos consumidos.

Davidson et al. (2013) indicaron cuéles deberian ser las caracteristicas de un
antimicrobiano natural ideal: tener efectividad a bajas concentraciones en su
forma natural, no producir cambios en las cualidades sensoriales del producto,
inhibir gran parte de los microorganismos patégenos y los responsables del

deterioro de los alimentos, ser econdmico y no toxico.

11.3.1 Antimicrobianos naturales procedentes de vegetales

La industria alimentaria esta interesada en el uso de los extractos vegetales y
los aceites esenciales por su papel antioxidante y antimicrobiano, bien de forma
aislada o en combinacion con otros compuestos o tecnologias de procesado
(Chouhan et al., 2017).

Existen mas de 1.389 plantas con sustancias que presentan potencial
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antimicrobiano segun Wilkins y Board (1989), y por tanto su estudio cobra
especial interés en el &mbito alimentario. En el reino vegetal se generan
metabolitos primarios y secundarios. Mientras que los primeros son necesarios
para el desarrollo fisiologico esencial de las plantas y se producen en grandes
cantidades (como carbohidratos, lipidos, acidos grasos y proteinas), los
metabolitos secundarios se sintetizan en pequefias cantidades y ejercen una
funcion suplementaria en relacion con el medio externo (como por ejemplo la
defensa frente a depredadores). Ademds, la sintesis de determinados
metabolitos secundarios en ocasiones se restringe a un género, familia o

especie vegetal concreta.

Goldberg (2003) establecié una clasificacion de los metabolitos secundarios

vegetales:

*Terpenoides (carotenoides, esteroles, glicosidos cardiotonicos y volatiles)
*Compuestos fendlicos (lignanos, &cidos fendlicos, cumarinas, ligninas,
estilbenos y flavonoides)

«Compuestos nitrogenados (glucdsidos cianogénicos, alcaloides y
aminoacidos no proteicos)

«Compuestos sulfurados (glutation, glucosinolatos, fitoalexinas, tioninas,

defensinas y lectinas)

La capacidad antimicrobiana frente a patdgenos alimentarios viene determinada
por la estructura quimica de los componentes vegetales con dicha actividad y la
posicion de los grupos funcionales, de la concentracion de uso y del

microorganismo (Dorman y Deans, 2000; Sanz-Puig et al., 2015).

Los principales compuestos vegetales con capacidad antimicrobiana son fenoles
(flavonoides y no flavonoides), terpenos, alcoholes alifaticos, y acidos

organicos. Estas sustancias se encuentran en diversas partes de
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la planta como por ejemplo raices, flores, hojas y semillas (Arshad y Batool,
2017; Pisoschi et al., 2018). ElI mecanismo de accién antimicrobiano de los
compuestos fenolicos no se conoce totalmente, pero se ha relacionado con la
modificacion en la permeabilidad de la membrana celular y rotura de la
membrana citoplasmatica asi como con cambios en funciones intracelulares por

unién del compuesto fendlico con enzimas a través del grupo hidroxilo.

La capacidad antimicrobiana de los fenoles depende en general de su
concentracién (concentraciones altas producen desnaturalizacion proteica y
concentraciones bajas actdan inhibiendo enzimas), caracter lipofilico (a mayor
lipofilia, mayor penetracién a través de la membrana celular, pérdida de
moléculas intracelulares y mayor capacidad antimicrobiana), el nimero de
dobles enlaces (a mayor numero de dobles enlaces, mayor capacidad
antimicrobiana) (Bouarab-Chibane et al., 2018; Farag et al., 1989; Pisoschi et
al., 2018) y del nimero y posicion de grupos hidroxilo en el anillo
aromatico. En algunos casos igual nimero de dobles enlaces pero distinta
posicién de los grupos —OH no parece afectar la capacidad antimicrobiana
(Gochev et al., 2010; Griffin et al., 1999). Ademas, también influyen en la
capacidad antimicrobiana el tipo y tamafio de grupos alquilo sustituyendo en el
nicleo fenol (Dorman y Deans, 2000), asi como grupos acetato (Dorman vy
Deans, 2000) y aldehido (Moleyar y Narasimham, 1986). En la mayoria de los
casos, la capacidad antimicrobiana de los fenoles también estd asociada a un
efecto antioxidante, conferido por el grupo —OH libre del 4cido fendlico o
derivados, siendo el atrapamiento de radicales libres el principal mecanismo
antioxidante de éstos compuestos organicos (Pisoschi et al., 2015; Stojkovic et

al., 2013).

Los aceites esenciales son componentes aromaticos liposolubles de las plantas

que pueden ejercer funciones antibacteriana, antifungica, antiviral, insecticida y
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de proteccién frente a animales (Bakkali et al., 2008), asi como antioxidante y
antiséptica (R. Singh et al., 2015). La eficiencia antimicrobiana de dichos
aceites como bacteriostaticos o bactericidas, depende del tipo de
microorganismo, de la concentracion e interacciones entre los principales
componentes activos del aceite esencial. Aunque no se conocen con certeza los
mecanismos de accion de los aceites esenciales, se sabe que son capaces de
degradar la pared celular y dafiar la membrana citoplasméatica mediante una
permeabilizacion que conlleva pérdida de iones, reduccién del potencial de
membrana, colapso de la bomba de protones, disminucién de ATP y muerte
celular. Los componentes del aceite esencial también pueden inactivar enzimas
integradas en la membrana, interrumpiendo funciones celulares vitales, asi
como penetrar la membrana celular y afectar la sintesis de lipidos de membrana
(Dreger y Wielgus, 2013; Nazzaro et al., 2019) (Figura 11.1).

No obstante, existen limitaciones en el uso de los aceites esenciales para
conservacion alimentaria pues las concentraciones con efecto antimicrobiano
generan habitualmente colores y/o sabores intensos rechazados por el
consumidor (Bagamboula et al., 2004). No obstante, muchos aceites
esenciales y sus componentes se usan como aditivos alimentarios pues han sido
aprobados por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) como

“generalmente reconocidos como seguros” (GRAS) (Pandey et al., 2017).
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GRAM-NEGATIVE] GRAM-POSITIVE]

QLIPOPOLYSACCHARIDES x PORIN \/ PROTEN

Figura I1.1. Pared celular bacteriana: Gram negativa (imagen a la izquierda) y Gram positiva
(imagen a la derecha) (Chaudhuri y Chaudhuri, 2018).

11.3.1.1 Potencial antimicrobiano de Brassica oleracea var.
botrytis (coliflor)

Muchos vegetales de la familia Cruciferae tienen propiedades antimicrobianas
frente a varios microorganismos de importancia clinica o transmisores de
enfermedades de origen alimentario. Brandi et al. (2006) estudiaron el efecto
del jugo de hojas frescas de Brassica oleracea var. botrytis sobre patdgenos
alimentarios, demostrando inhibicion in vitro del crecimiento de Salmonella
Enteritidis, E. coli O157:H7 verotoxigénica, E. coli HB productora de la toxina
termoldabil, E. coli no toxigénica y Listeria monocytogenes. La poblacion de
Salmonella disminuy6 en mas del 95% al exponer la bacteria durante 5 horas a
una concentracién de 20% de jugo, consiguiendo una duracién del efecto
bactericida hasta 24 horas en el caso de una concentracion de inoculo inicial de
10* UFC/mL. La exposicion al jugo de Brassica oleracea al 20% durante

5 horas consiguié ademas una reduccion de hasta 3 ciclos logaritmicos en
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cepas patogenas de E. coli, y mas de 2 ciclos logaritmicos en el caso de
L. monocytogenes. Se observd por tanto un efecto bactericida frente a todos los
patégenos mencionados con una reduccion de mas de 1 ciclo logaritmico
respecto a la concentracion inicial, excepto en el caso de Enterococcus faecalis
(E. faecalis) donde se detectd un crecimiento de la poblacion microbiana. Sin
embargo, el jugo no resultd tener ningin efecto en la produccion de
verocitotoxinas de E. coli enterohemorragico, posiblemente por las
concentraciones de jugo usadas. Se hipotetiz6 que uno de los posibles
mecanismos de accion antimicrobianos del jugo podria estar relacionado con el
blogqueo de grupos sulfidrilo de enzimas celulares. Sanz-Puig et al. (2017)
Ilevaron a cabo estudios in vitro de la inhibicién producida por una infusion de
subproductos de coliflor al 10% (p/v) frente a un inéculo de 10° UFC/mL de
Salmonella enterica serovar Typhimurium a 37 y 10 °C. Después de 10h de
exposicion a la infusion a 37 °C y de 110 h a 10 °C, la poblacion de Salmonella
se redujo 5 ciclos logaritmicos. Ademas, se observd un efecto antimicrobiano
sinérgico al combinar el antimicrobiano natural con técnicas no térmicas de
conservacion como las altas presiones hidrostaticas (200 MPa — 2 min),
resultando en una reduccién de 5 ciclos logaritmicos después de una incubacion
de5ha37°Cyde80hal0°C.

Se han realizado otros estudios sobre el efecto antimicrobiano de una infusion
de hojas de coliflor a distintas concentraciones (0 al 15% (p/v)) frente a Listeria
monocytogenes a 5, 10 y 22 °C. ElI maximo efecto bactericida frente a dicha
bacteria se observo con el tratamiento de concentracion al 15% (p/v) de infusién
de coliflor a 5 °C, resultando en una reduccién de 2,25 ciclos logaritmicos

después de una exposicion de 20 dias (Sanz-Puig et al., 2015).
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11.3.2 Antimicrobianos naturales procedentes de animales

La mayoria de antimicrobianos de origen animal son sustancias de defensa
animal como ocurre con los compuestos procedentes de las plantas (Pisoschi et
al., 2018). Entre las sustancias antimicrobianas de origen animal estan los
péptidos, los polisacaridos y los lipidos.

Quiz&d dentro de los polisacéridos, el quitosano esta alcanzando gran
popularidad por diferentes razones. Es un subproducto de la industria pesquera
(derivado de la quitina) por lo que su aprovechamiento tiene interés ecolégico y
ha mostrado cierta capacidad antimicrobiana, ademéas de poseer propiedades
bioactivas. El quitosano procede de la quitina que es un homopolisacarido
lineal formado por unidades de N-acetil D-glucosamina unidas por enlaces -
1,4. La quitina se encuentra formando parte del exoesqueleto de artrépodos
como crustaceos e insectos, aunque también esta presente en la estructura
interna de invertebrados y en la pared celular de algunos hongos (como
Aspergillus y Mucor) (van den Broek y Boeriu, 2019) (Tabla Il.1). Se estima
una biosintesis de 10'°-10! toneladas anuales, de las cuales 150.000 toneladas
son destinadas a uso comercial. Se considera el segundo biopolimero mas
abundante en la naturaleza después de la celulosa. Al igual que esta, su funcion
es estructural (Ifuku y Saimoto, 2012; Sagoo et al., 2002). Este compuesto
nitrogenado presenta 3 formas poliméricas (a, B y y), de las cuales la a-quitina

es la més frecuente (van den Broek y Boeriu, 2019).
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Tabla I1.1. Fuentes de quitina y quitosano (Zargar et al., 2015).

Animales marinos

Insectos

Microorganismos

Crustaceos
Celentéreos
Anélidos
Moluscos
Langosta
Langostinos
Gamba
Camardén antartico
Cangrejo

Escorpiones
Braquiopodos
Cucarachas

Arafias
Escarabajos
Hormigas

Algas verdes
Hongo (paredes celulares)
Micelio de Penicillium

Algas marrones
Esporas

El quitosano es un polisacérido lineal formado por cadenas de D- glucosamina

y N-acetil D-glucosamina unidas por enlaces B-(1-4)-glucosidicos que se

obtiene por desacetilacion parcial de la quitina, dejando libre el grupo amino

del carbono-2 (Figura 11.2).
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Figura 11.2. Estructura de quitina (imagen superior) y quitosano (imagen inferior).
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La quitina se caracteriza por ser blanca, rigida, practicamente insoluble en agua
y en la mayoria de disolventes organicos por sus fuertes enlaces inter e
intramoleculares por puentes de hidrdgeno, existiendo Unicamente disolventes
toxicos, corrosivos e incluso cancerigenos para su disolucién. Esta baja
solubilidad es una limitacion en su aplicabilidad. Para superar este
inconveniente, se han obtenido derivados por desacetilacién como el quitosano,
el cual es soluble en disolucion acuosa diluida de &cidos organicos (&cido
acético, formico, acrilico) e inorganicos (&cido clorhidrico) a pH menor que su
pKa (~ 6.3-6.5), pero insoluble en agua a pH neutro, pH alcalino y en algunos
disolventes organicos. Ademas de depender del pH, la solubilizacion del
quitosano depende de su grado de desacetilacion y del peso molecular (Roy et
al., 2017; Shirvan et al., 2019).

El grado de desacetilacion es “el nimero promedio de unidades de D-
glucosamina por cada 100 mondmeros expresado en porcentaje” (Shirvan et al.,
2019) y aumenta conforme la quitina se transforma en quitosano. La fuente de
quitina, la concentracién de NaOH, la temperatura, el tiempo y el método de
extraccion empleados para la obtencion de quitosano son factores que
determinan el grado de desacetilacion de la quitina, cuyo intervalo se encuentra
entre un 56 a un 99%. Existen distintas opiniones sobre el porcentaje de
desacetilacion de la quitina a partir del cual se denomina quitosano. Unos
autores consideran quitosano a partir de un grado de desacetilacion del 75%
(No y Meyers, 1995) mientras que otros lo consideran a partir del 50%
(Rinaudo, 2006). Es necesario un grado de desacetilacion de al menos un 85%
para una buena solubilidad del quitosano pues conseguir una desacetilacion del
100% es muy dificil (No y Meyers, 1995; Roy et al., 2017; van den Broek y
Boeriu, 2019).
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Respecto al peso molecular, la quitina alcanza valores mayores a 1 millén de
Dalton y el quitosano comercial oscila entre 100.000 y 1.000.000 Dalton, todo
dependiendo de la fuente y el método de extraccion de quitosano (M. N. V. R.
Kumar, 2000; Shirvan et al., 2019).

El grado de desacetilacion, peso molecular, pH y temperatura van a determinar
otra de las propiedades del quitosano, la viscosidad, la cual parece relacionarse
con la capacidad antimicrobiana (Cho et al., 1998; Shirvan et al., 2019).

11.3.2.1 Accion antimicrobiana del quitosano

En diversos trabajos se ha puesto de manifiesto la capacidad antimicrobiana del
quitosano (Erdem et al., 2016; Jadhav y Diwan, 2018; Jovanovi¢ et al., 2016).
Sin embargo, los mecanismos bactericida y bacteriostatico del quitosano estan
aun por determinar, pero si se sabe que el quitosano debe estar en forma
policationica para que desarrolle su efecto antimicrobiano. Se han propuesto 3

mecanismos de accion (Bretado Aragén et al., 2018):

1. Interaccion de las cargas positivas del quitosano (grupos amino de
moléculas de glucosamina) con los aniones de componentes de la pared
bacteriana provocando una modificacién de la funcionalidad e integridad de la
pared celular. La accién del quitosano en bacterias Gram negativas tiene lugar
por la interaccion de los grupos amino protonados con el lipopolisacérido (LPS)
(carga negativa) ubicado en la membrana externa de la pared celular, alterando
la permeabilidad celular (membrana externa e interna) y posibilitando el flujo
de sustancias, como la entrada de sustancias hidrofobicas y toxicos entre otros,
y la salida de componentes celulares, para finalmente producir la muerte
celular. ElI mecanismo de accion en bacterias Gram positivas consiste en la

interaccion de las cargas cationicas del quitosano con las cargas negativas de
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los &cidos teicoicos situados en la pared celular y posterior modificacion de la
interaccién membrana-pared celular, desequilibrio osmético (incluso cuando la
pared y membrana celulares permanecen intactas) y salida de moléculas e iones

esenciales.

2. Interaccion entre quitosano con moléculas intracelulares cargadas
negativamente. El quitosano altera la permeabilidad celular y atraviesa la pared
y membranas celulares, y una vez en el citoplasma se puede unir a moléculas de

ADN (carga negativa) inhibiendo la sintesis de ARNmy de proteinas.

3. Quelacién de metales. Los grupos amino del quitosano capturan metales
esenciales para el crecimiento bacteriano como niquel, zinc, cobre, cobalto,
hierro, magnesio, contribuyendo a la muerte celular. Ademas, si el quitosano se
une a los cationes de calcio y magnesio de la membrana celular, se producira la
lisis de ésta. La quelacion depende del nimero limitado de sitios disponibles
para la interaccion y la saturacion del complejo a determinadas concentraciones
del metal (Goy et al., 2009).

Se han descrito una serie de factores que influyen en la eficacia antimicrobiana
del quitosano. Dichos factores estan relacionados con los microorganismos
(especie microbiana y fase de crecimiento celular), otros son factores
intrinsecos del quitosano (peso molecular, nimero de cargas positivas, caracter
hidrofilico/hidrofébico, capacidad quelante), factores fisicos (estado sélido o
soluble) y factores ambientales (fuerza idnica en el medio, pH, temperatura y

tiempo de reaccion).
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> Factores microbianos:

. Relacionados con diferencias estructurales entre microorganismos:
existen diversas opiniones sobre el tipo de bacteria, Gram positiva 0 Gram
negativa, mas sensible al quitosano (Ganan et al., 2009; No et al., 2002) e
incluso estudios donde no se han demostrado dichas diferencias (X. Wang et al.
2004). Sin embargo, se ha descrito que la accidén antimicrobiana del guitosano

parece ser mayor en hongos que en bacterias (Savard et al., 2002).

. Relacionados con la fase de crecimiento: parece ser que segun la fase de
crecimiento variara el nimero de cargas negativas, pudiendo generar diferencias
en cuanto a su sensibilidad hacia el quitosano. Por ejemplo, se ha demostrado
gue las cargas negativas de la superficie celular de E. coli aumentan
progresivamente desde el principio de la fase exponencial hasta el final de dicha
fase, pero, sin embargo, la electronegatividad celular decrece después del
principio de la fase estacionaria (Gilbert et al., 1991). Esto podria estar
relacionado con una mayor sensibilidad de las células bacterianas de E. coli
en la fase exponencial final, seguido de las células en la fase estacionaria y en la

fase exponencial intermedia (Tsai y Su, 1999).

> Factores intrinsecos:

. Densidad de carga positiva: estd vinculada con el grado de
desacetilacion del quitosano por lo que la interaccion del quitosano serd mayor
a mayor nimero de cargas positivas disponibles para unirse a componentes

celulares con carga opuesta.

. Peso molecular: son necesarios mas estudios para demostrar la

influencia en el efecto antimicrobiano del quitosano.
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. Caracter hidrofilico/hidrofébico: la proporcién de grupos acetilados y
desacetilados en el quitosano determina que las interacciones sean de tipo
hidrofilicas o hidrofobicas, actuando asi como una molécula anfifilica
(Kumirska et al., 2011).

. Capacidad quelante: los iones metélicos que se encuentran unidos a la
pared celular bacteriana proporcionan estabilidad a la pared. Asi, es posible
que parte del efecto antimicrobiano se deba a la union del quitosano con metales
como niquel, zinc, cobalto, hierro, magnesio y cobre, tanto en condiciones

acidas como neutras (Kong, Chen, Liu, et al., 2008).

> Estado fisico:

. En disolucion: el quitosano y derivados estan ionizados en disoluciones
acidas lo gque permite una mayor inhibicién bacteriana teniendo en cuenta la
influencia de factores ambientales, como el pH (mayor solubilidad vy
protonacién del quitosano cuando el pH es menor que el pKa del quitosano), e

intrinsecos, como el peso molecular y grado de desacetilacion.

. En estado solido (como por ejemplo fibras, hidrogeles, membranas,
microesferas y nanoparticulas): influyen el tamafio de particula, grosor de
membrana y fibra, el caracter hidrofébico/hidrofilico y el grado de

desacetilacion.

> Factores medioambientales:

. pH: la capacidad antimicrobiana del quitosano es mayor a pH bajo, pero
éstava reduciéndose conforme aumenta el valor de pH, probablemente debido a
una mayoria de grupos amino sin protonar y baja solubilidad del quitosano a

pH neutro (Kong, Chen, Xue, et al, 2008). Sin embargo, hay
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estudios que muestran un efecto antimicrobiano a pH alrededor de 8,0,
valores mayores que el pKa del quitosano (6,3-6,5), posiblemente por el efecto
de otros factores en la actividad antimicrobiana como la especie microbiana
(Cheny Chung, 2012).

. Fuerza idnica: un aumento de iones con carga positiva en el medio,
provocara una competicion del quitosano cargado positivamente por los
componentes negativos de la pared celular bacteriana, disminuyendo su
capacidad antimicrobiana. Un aumento de aniones también parece disminuir la

capacidad antimicrobiana.

. Temperatura y tiempo: Estos factores pueden alterar la capacidad
antimicrobiana en cuanto que pueden afectar al peso molecular, viscosidad o

caracteristicas especificas del quitosano.

11.3.3 Antimicrobianos naturales procedentes de cianobacterias

En los altimos afios, se viene prestando una atencidn especial a las algas
comestibles, entre otras cosas por su posible capacidad antimicrobiana, lo que
las convierte en un recurso muy interesante a explotar. Aunque las algas
comestibles no forman un residuo alimentario a revalorizar, si impactan
positivamente en el medio ambiente debido a que su uso como fuente
alternativa de proteina produce menor desgaste de recursos naturales, y por
consiguiente, su huella en el medio ambiente es menor que la producida por los

animales de granja.

Las algas han surgido como una alternativa natural y fuente potencial de
compuestos bioactivos de aplicacion en la industria alimentaria, nutracéutica,
cosmética, quimica (tinciones y colorantes), agricola (fertilizantes y

bioestimulantes del crecimiento), en acuicultura y como fuente energética
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(biofuel) (Michalak y Chojnacka, 2018). Los extractos de algas pueden
contener sustancias con actividad antimicrobiana como terpenoides, fenoles,
alcaloides, polisacaridos, acidos grasos, proteinas, aminoacidos e inclusive
toxinas peptidicas como las microcistinas generadas por cianobacterias
(Alghazeer etal., 2013; Al-Saif et al., 2014; Bajpai, 2016; Guzman et al., 2019;
Pina-Pérez et al., 2017; Ramos et al., 2015). Desde el punto de vista
biotecnoldgico, las algas se pueden clasificar en microalgas y macroalgas. Las
microalgas son capaces de realizar fotosintesis oxigénica y pueden ser

procariotas (cianobacterias) o eucariotas (restantes microalgas).

Algunas de las algas mas populares bajo el punto de vista de su aplicacion en la
industria agroalimentaria y otras industrias dentro del grupo de cianobacterias
son Arthrospira platensis y Arthrospira maxima (conocidas como Spirulina
platensis y Spirulina maxima). Las cianobacterias, o también Ilamadas algas
verde-azuladas, fueron los primeros organismos vivos fotosintéticos hace 3600
millones de afios que usaron la luz como fuente de energia, el CO, como fuente
de carbono asi como los 4&tomos de hidrégeno del agua para reducir el COz,
sintetizando Oz e hidratos de carbono. Incluidas en el dominio Bacteria, poseen
una estructura procariota, es decir, sin nicleo celular definido, considerandose
los Gnicos procariotas que realizan fotosintesis oxigénica. Se pueden encontrar
en diversos habitats terrestres (suelo, desiertos, cortezas de arboles) y acuaticos
(agua dulce y salada) e incluso en condiciones extremas (Chu y Phang, 2019;
Mateo et al., 2015). Las cianobacterias estan formadas por células individuales,
gue forman colonias o filamentos, siendo mas frecuentes las formas
filamentosas. Su tamarfio es variable abarcando desde pocos milimetros hasta
formaciones macroscopicas de 30 cm (Mobhr et al., 2011; Raven, 1998) (Figura
11.3).

36



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Figura 11.3. Tricomas de Arthrospira platensis (Borowitzka, 2018; Karali, F., 2011).

A
e
>

Y, &
Y/f - 3 "3

11.3.3.1 Accién antimicrobiana de Arthrospira spp.
(Spirulina spp.)

Se ha puesto de manifiesto en diferentes trabajos que los extractos obtenidos de
Arthrospira maxima y Arthrospira platensis presentan cierta actividad
antimicrobiana frente a determinados patégenos bacterianos (E. coli,
Pseudomonas spp., Shigella shigae, Salmonella typhi; Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) (Kulandaivel et al.,
2007; Mala et al., 2009; Medina-Jaritz et al., 2012; F. Ramadan et al., 2008),
hongos (Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Candida albicans) y levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) (Medina-Jaritz et al., 2012; F. Ramadan et al.,
2008). Esta capacidad antimicrobiana se ha relacionado con la presencia de
algunos componentes lipidicos como acido y-linolénico (Demule et al., 1996),
laurico, palmitoleico (Mendiola et al., 2007; Ouattara et al., 1997), polisacaridos
extracelulares (Rafika et al., 2011) y ficobiliproteinas como la C- ficocianina
(Safari et al., 2019). No obstante, el efecto antimicrobiano depende del
microorganismo, del tipo de alga, el disolvente empleado para su extracciony la

concentracion del extracto (Pina-Pérez et al., 2017).

Diversos estudios han constatado una reduccion bacteriana tras la exposicién a
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espirulina (EI-Sheekh et al., 2014; Hamouda y Doumandji, 2017; Mala et al.,
2009; Pratita et al., 2019). Extractos de espirulina en acetona, etanol,
metanol, éter de petréleo y dietil éter han mostrado eficacia bacteriana
dependiendo de la especie bacteriana y el disolvente empleado (Mala et al.,
2009). Hamouda y Doumandji (2017) demostraron que en general, los
extractos de Spirulina platensis resultaron mas eficaces frente a las bacterias
Gram negativas que Gram positivas. Los extractos obtenidos con hexano-
etandlico y acetonico fueron los mas efectivos frente E. coli y el extracto
metandlico fue el mas efectivo frente S. Typhimurium, aunque no hubo signos
de inhibicion cuando esta Ultima bacteria se expuso a extractos de
diclorometano y acetona. A su vez, El-Baz et al. (2013) tampoco hallaron
signos de inhibicion de E. coli ni de Salmonella typhi tras la exposicion a un
extracto etanolico de espirulina. EI- Sheekh et al. (2014) observaron una
actividad antimicrobiana de los extractos de Spirulina platensis con dietiléter y
etilacetato frente a Gram positiva y negativa; aunque con extractos como el de
éter de petréleo solo fue efectivo frente a Gram negativa y con el extracto de n-
hexano no tuvo efecto antimicrobiano. Respecto a E. coli, los mayores halos de
inhibicién se consiguieron con el extracto de acetato de etilo. EI-Sheekh et al.
(2014) también mencionaron que en su estudio y en el de Sastry y Rao (1994),
el extracto de espirulina podria contener compuestos inhibitorios de la accién
antimicrobiana frente a algunas especies bacterianas, lo que explicaria una
reduccion de la actividad antimicrobiana en el extracto de espirulina a
diferencia del efecto antimicrobiano de las fracciones puras. Entre las
ficobiliproteinas presentes en Spirulina platensis, la C-ficocianina (25 ppm)
produjo siempre el mayor efecto inhibitorio en E. coli y Listeria
monocytogenes a tiempo inicial y tras 60 dias deexposicién. A la C-ficocianina
se le atribuye también actividad estimulante del sistema inmune (Eriksen,
2008) entre otras.
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Estudios in vivo apoyan el efecto de la espirulina como estimulante del sistema
inmune (Qureshi et al., 1995) y reduccién de la concentracion de bacterias
coliformes en el contenido intestinal de pollos y codornices
(Shanmugapriya, Saravana Babu, Hariharan, Sivaneswaran, Anusha, et al.,
2015; Sugiharto et al., 2018; Yusuf et al., 2016)

1.4 Meétodos para determinar la capacidad antimicrobiana

11.4.1 In vitro

Existen distintos métodos in vitro para determinar la susceptibilidad microbiana
a un antimicrobiano (sensibilidad). Entre los mas comunes encontramos los
métodos fenotipicos (técnicas de difusion y de dilucién), aunque existen
también métodos bioquimicos y métodos genéticos con los que se determinan
respectivamente mecanismos bioguimicos de resistencia o genes de resistencia

(Cercenado y Saavedra, 2009).

a) Métodos de difusion.

El método de difusion en agar con discos 0 en pozos es un método cualitativo
gue consiste en evaluar el efecto de determinadas sustancias sobre
microorganismos basandose en la relacion concentracién de la sustancia
empleada y halo de inhibicion de crecimiento producido. Segln las normas de
interpretacién establecidas por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), los resultados obtenidos clasifican a los microorganismos en categorias
clinicas: sensible, si existe una alta probabilidad de éxito terapéutico a la dosis
habitual; intermedia, si el éxito terapéutico es incierto, pudiendo conseguir
efecto terapéutico en ciertas condiciones (fuertes concentraciones locales o

aumento de dosis); y resistente, si la probabilidad de éxito terapéutico es nula o
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muy reducida (no se espera efecto terapéutico).

Para el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) se procede a la siembra del
microorganismo de interés en placa de agar con un medio de cultivo adecuado.
Sobre dicha placa se depositan discos de papel de filtro (6 mm de didmetro)
impregnados en 10-25 pL de la sustancia que queremos estudiar, ademéas de
preparar discos estandares y blancos. Tras la incubacién de la placa durante el
tiempo requerido, se realiza la medicion de los halos de inhibicién abarcando

también el diametro de los discos (Sdnchez-Garcia et al., 2016).

El método modificado de pozos de agar consiste en realizar una siembra
bacteriana sobre la superficie de una placa de agar selectivo, y a continuacion
formar pozos sobre la superficie del agar (6 mm de didmetro) mediante un
sacabocados estéril, dentro de los cuales se afiadiran 10-25 pL de la sustancia
de interés, estandares (control positivo y negativo) y blanco. Tras 30 minutos
de reposo para permitir la evaporacion del liquido, la placa se incuba el tiempo
necesario y se procede a medir los halos de inhibicion de crecimiento
incluyendo el diametro de los discos (Sanchez-Garcia et al., 2016).

Existe una correlacion entre los métodos de difusion y los de dilucion, en
concreto, entre el didmetro del halo de inhibicion (método de difusion) y la
concentracién minima inhibitoria (CMI) (método de dilucion), de manera que,
los halos pequefios se vinculan a valores altos de CMI (bacterias resistentes) y

los halos grandes estan relacionados con CMI bajas (bacterias sensibles).

Otra técnica de difusion es el E-test (prueba de epsilometria), técnica
cuantitativa que se basa en el método de difusion en agar haciendo crecer la
bacteria en un medio en placa sobre el cual se colocaran tiras de plastico

impregnadas con la sustancia a estudiar en concentraciones decrecientes. El
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antimicrobiano difundird al contacto de la tira con el agar, generando un
gradiente, y tras la incubacién de la placa se observard un halo de inhibicién
eliptico cuyo punto de interseccién con la tira marcara el valor de CMI impreso
en la superficie de la tira. Por tanto, es un método cuantitativo. Los resultados
de esta técnica deben confirmarse mediante pruebas de sensibilidad
estandarizadas con bacterias en cultivo puro (Cercenado y Saavedra, 2009).

b) Métodos de dilucion.

Estos métodos permiten cuantificar la actividad antimicrobiana mediante la
mezcla de una determinada cantidad de una sustancia junto al medio de cultivo

(sélido o liquido).

Se define la concentracion minima inhibitoria (CMI) como la concentracién
mas baja de sustancia (en pg/mL) que puede inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo en condiciones estandarizadas, y la concentracion minima
bactericida (CMB) como la minima concentracién de antimicrobiano que
elimina in vitro a mas del 99,9% de los microorganismos viables en

condiciones estandares.

Si el valor de CMI es igual a CMB de un antimicrobiano, la sustancia es
bactericida. Si el valor de CMB es mucho mayor que CMI, la sustancia es
bacteriostatica. Por otro lado, la tolerancia del microorganismo a la sustancia a
estudiar viene determinada por una CMB de al menos 16-32 veces mayor que la
CML.

Entre los métodos de dilucion distinguimos el método de dilucion en agar y el

método de dilucion en medio liquido.
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El método de dilucién en agar consiste en mezclar agar con una cantidad
conocida de sustancia de interés hasta conseguir una concentracion final.
Posteriormente se procede a la siembra bacteriana por extension en la

superficie de agar, incubacion y recuento de colonias bacterianas.

El método de dilucién en medio liquido es idéntico al método de dilucién en
agar, aunque los resultados de crecimiento o viabilidad microbiana se pueden
interpretar a parte de por recuento microbiano, por turbidimetria e indicadores
de oxidacién-reduccion (indicadores REDOX). Se realizan mediciones
espectrofotométricas a una densidad optica (DO) de 600 nm para determinar

crecimiento microbiano y a 540-570 nm para determinacién REDOX.

Las ventajas de los métodos por dilucion en medio liquido frente a los métodos
de difusion son una mayor sensibilidad y reproducibilidad. Ademas, los
métodos por dilucion en medio liquido permiten evaluar y cuantificar, en
funcion de la concentracion de antimicrobiano y del tiempo de exposicion, su
capacidad bactericida mediante el ajuste a modelos matematicos predictivos de

inactivacién/supervivencia microbiana.

11.4.2 In vivo

Aunque la primera aproximacién para estudiar la capacidad antimicrobiana de
los agentes quimicos, naturales o sintéticos son los estudios in vitro, es
importante saber cémo es la respuesta del microorganismo in vivo, ya que la
efectividad de los antimicrobianos se puede ver afectada por las caracteristicas
particulares de un alimento o del tracto digestivo de los seres vivos. Para los
estudios in vivo, se han utilizado diferentes aproximaciones mas o menos
complejas, por ejemplo, lineas celulares como modelo biolégico, utilizadas

sobre todo para evaluar el potencial antimicrobiano de algunos antibiéticos.
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Suchland et al. (2003) llevaron a cabo estudios sobre metodologias y lineas
celulares utilizadas para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de
Chlamydia spp. Otros modelos para estudios in vivo se han basado en el uso de
mamiferos como ratones o ratas de laboratorio, cobayas y conejos, entre otros.
B.-C. Lee et al. (2009) realizaron un estudio para evaluar el efecto
antimicrobiano del quitosano sobre Vibrio vulnificus en ratones. Choi et al.
(2011) llevaron a cabo estudios in vivo para determinar la capacidad
antibacteriana de un extracto etandlico de piel de Punica granatum frente a
Salmonella utilizando ratones como organismos modelo. M. Ramadan et al.
(2015) estudiaron la capacidad antimicrobiana in vitro e in vivo de
nanocompuestos de quitosano injertado con poliacrilonitrilo/plata contra
bacterias patégenas. En estos estudios se usaron ratas Wistar como modelo
animal para probar la capacidad antimicrobiana. David et al. (2016)
estudiaron la actividad antimicrobiana in vitro e in vivo de enterocina
parcialmente purificada producida por Enterococcus faecalis. El estudio in vivo

se llevo a cabo también con ratas Wistar sanas.

Actualmente, se estd viendo el potencial de modelos in vivo alternativos, mas
sencillos y econémicos y con resultados mas a corto plazo. Este es el caso del
C. elegans que ha surgido como opcidn en los estudios in vivo de exposicion a
patdgenos y sustancias con potencial antimicrobiano. Este nematodo permite,
ademas, realizar una pre-evaluacion de la toxicidad de las sustancias, mostrando
una clara ventaja frente a modelos in vivo mas complejos (C. Konget al.,
2016). En algunos trabajos se ha visto incluso que la dosis de antimicrobiano
antibidtica efectiva para C. elegans ha sido similar a la concentracion

terapéutica sanguinea en humanos (Moy et al., 2006).

Los estudios in vivo tienen sus ventajas y desventajas. Por un lado, permiten

determinar los efectos finales y totales de una experimentacién y los resultados
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estaran mas cercanos a lo que puede ocurrir en el ser humano. Sin embargo, el
estudio de antimicrobianos in vivo puede presentar algunas desventajas frente
a los estudios in vitro, siendo mas complejos y consumiendo mas tiempo en su
gjecucion, costes econdmicos importantes, y pueden estar sujetos a
restricciones éticas al tratar con animales vivos (De la Fuente-Salcido et al.,
2015).

11.5 Uso de Caenorhabditis elegans (C. elegans) como organismo

modelo.

Caenorhabditis elegans es un nematodo colonizador de habitats ricos en
microorganismos, particularmente, en materia vegetal en descomposicion
presente en la naturaleza. Desde 1960 se ha utilizado en estudios como
organismo modelo para la biologia eucariota ya que fue el primer organismo
multicelular del que se conocio6 su secuencia gendmica completa (Altun y Hall,
2009; Félix y Braendle, 2010).

De entre las ventajas del empleo de C. elegans como modelo destacan su
sencillez, pequefio tamafio (el nematodo adulto mide 1 mm), transparencia, con
un 60-80% de genes homologos con el genoma humano (de los cuales el
40% se relacionan con enfermedades humanas), ndmero de células invariable
(959 células somaticas), facil manipulacion, tiempo corto de generacion, tasa
de reproduccidn alta, ciclo de vida corto (2-3 semanas), con posibilidad de
congelar poblaciones durante afios y revivirlas cuando se necesite (-80 °C)
(Stiernagle, 1999), y crecimiento tanto en medio sélido como liquido. Ademas,
este nematodo es inocuo para el humano pues no crece a temperatura corporal
humana, y permite realizar estudios més econémicos que con animales
superiores. Su transparencia hace posible el estudio de procesos bioldgicos

incluso a nivel celular (Corsi et al., 2015).
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11.5.1 Fisiologia y ciclo de vida de Caenorhabditis elegans

C. elegans posee un cuerpo cilindrico estrechado en los extremos y formado
pordos tubos concéntricos separados por una cavidad llena de fluido llamada
pseudoceloma. Los drganos y tejidos estdn organizados en pared corporal
(cuticula, sistema epitelial, nervioso, muscular y excretor), 6rganos de la
cavidad del pseudoceloma (el pseudoceloma esta formado por 6 coelomocitos,
células que endocitan y acumulan macromolécuas de los fluidos corporales y
cuya funcion se relaciona con el sistema inmunitario del nematodo), y 6rganos

internos (sistema digestivo y reproductor).

La figura I1.4 muestra la anatomia de C. elegans adulto hermafrodita obtenida
por microscopia de contraste de interferencia diferencial (Altun y Hall, 2009).
En ella se puede apreciar la situacion y distribucién de los principales érganos

del nematodo.

Gonada distal

Faringe

Intestino Ano

Gonada proximal

Figura 11.4. Anatomia de C. elegans adulto hermafrodita obtenida por microscopia de contraste

de interferencia diferencial (Altun y Hall, 2009). Imagenes modificadas.

En cuanto a su reproduccion, los adultos hermafroditas tienen capacidad de
autofecundacion interna. Su sistema reproductor consta de dos ovarios en
forma de “U” capaces de producir esperma (estadio L4) y ovocitos (fase

adulta), una vulva y un atero. Cada ovario posee un oviducto, y una
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espermateca donde se almacena el esperma y ocurre la fertilizacion (Corsi et
al., 2015) (Figura I1.5).

XX hermaphrodite

/
= intestiné

eggs in uterus

sperm in spermalhecé

s
vulva

XO male

|
i in ! /
nmestine  testis  sperm”

e [ \\
seminal vesicle | cloaca rays
vas deferens

Figura 11.5. Sexos de C. elegans: hermafrodita (XX) y macho (XO) (Zarkower, 2006).

Los hermafroditas adultos se reproducen durante 2 a 3 dias dando lugar a una
progenie de aproximadamente 300 huevos/gusano, tiempo tras el cual se ha

agotado todo el esperma producido (Altun y Hall, 2009; Hodgkin, 1988).

El ciclo de vida de C. elegans comprende una fase embrionaria, una fase
larvaria (estadios L1-L4) y wuna fase adulta con una duracion de
aproximadamente 3,5 dias a 20 °C. Tras la fertilizacion, un cascarén
impermeable envuelve al embrion para el desarrollo completo, el cual se
mantiene en el interior del Gtero de la madre aproximadamente 3h, momento en
el que el huevo es expulsado a través de la vulva, y aproximadamente 11 horas
después, la larva L1 sale del cascardn. Se producen periodos de letargo al final
de cada estadio larvario, momento en el que se formara una nueva cuticula de
colageno, se mudara la cuticula vieja y terminara el periodo de letargo.

Transcurridos los estadios larvarios L2-L4, el nematodo adulto joven
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se desarrollard hasta adulto con capacidad reproductiva, y después del
periodo reproductivo, los hermafroditas viven varias semanas hasta morir. El
ciclo de vida suele ser de 2-3 semanas (Altun y Hall, 2009; Hodgkin, 1988)
(Figura 11.6).

Adult hermaphrodite

> Nt
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./ D@~
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Embryogenesis d
\ (18h) 2-fold
Dauer O
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L2larva
(9h)

Crevating (15 h)
/\/-—q-.\/
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Figura 11.6. Ciclo de vida de C. elegans a 20 °C (modificado de Altun y Hall, 2009; Byerly et al.,
1976).

C. elegans se ha utilizado como organismo modelo en los mecanismos de
interaccion patégeno-hospedador y en la respuesta ante la exposicion a
sustancias naturales. Tanto las bacterias Gram positivas y Gram negativas
(Pseudomonas, Salmonella, Yersinia, Enterococcus), asi como algunos hongos
pueden infectar al nematodo (Ewbank y Zugasti, 2011). La exposicién al
patdgeno puede producir colonizacién intestinal y adherencia a la cuticula del

nematodo. La exposicién a Salmonella Typhimurium coloniza el intestino
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del nematodo y también puede provocar un excesivo estrés oxidativo
influyendo ambos hechos negativamente en su esperanza de vida (Aballay et
al., 2000; Labrousse et al., 2000; Sem y Rhen, 2012). No obstante, el nematodo
puede generar mecanismos de defensa como respuesta a la invasion
microbiana, fundamentalmente peptidos antimicrobianos y proteinas (Ewbanky
Zugasti, 2011).

Se han publicado trabajos en los que se ha demostrado la utilidad de este
nematodo para analizar sustancias naturales antimicrobianas. Estudios con
extractos acuosos, como un extracto de arandano eficaz frente a V. cholerae
(Dinh et al., 2014), y en alcaloides como harmano, compuesto presente en
coliflor que actia frente a S. Typhimurium, P. aeruginosa, E. faecalis y
Escherichia coli O157:H7 han demostrado que refuerzan la respuesta inmune
innata vinculado a un aumento de la esperanza de vida del nematodo (Jakobsen
et al., 2013). Pigmentos de cianobacterias como la ficoeritrina y ficocianina son
capaces de alargar la vida del nematodo a la vez que confieren resistencia
frente al estrés oxidativo (N. Singh et al., 2015; Sonani, Singh, Kumar, et al.,
2014).

11.6 Aplicacion de la Alta Presion Hidrostatica (HHP) en el

campo alimentario: tecnologia de barreras

Como se ha comentado anteriormente, una de las principales preocupaciones de
las autoridades sanitarias sigue siendo garantizar la inocuidad microbiolégica
de los alimentos. Para ello, la principal herramienta es el establecimiento
adecuado y posterior control de las diferentes estrategias de conservacion de
alimentos. En las ultimas 3 décadas han surgido una serie de tecnologias no
térmicas como alternativa a tratamientos térmicos ya que éstos suelen penalizar

la calidad tanto sensorial como nutritiva de los alimentos esterilizados o

48



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

pasteurizados. Entre estas tecnologias, por su estado de desarrollo y su
implantacion a nivel industrial, cabe destacar las altas presiones hidrostaticas
(HHP). La tecnologia consiste en aplicar a los alimentos presiones entre 100 y
600 MPa durante, de forma general, unos pocos minutos (4-10 min) para la
eliminacion de microorganismos alterantes y patdgenos (Pradas Baena y
Moreno Rojas, 2016). Uno de los inconvenientes de muchas de estas
tecnologias alternativas al tratamiento térmico, incluidas las altas presiones
hidrostaticas, estd relacionado con su eficacia para eliminar a todos los
microorganismos presentes en los alimentos, y, fundamentalmente esporas
bacterianas (Huang et al., 2020). Sin embargo, desde hace algunos afios se
viene prestando especial atencion a los procesos combinados 0 “tecnologia de
barreras”. En estos procesos se aplican de manera conjunta diferentes métodos
de control de los microorganismos a niveles mas bajos que si se aplican solos,
consiguiendo la estabilizacion microbiana con un menor impacto sobre las
caracteristicas nutricionales y sensoriales de los alimentos (Fouladkhah et al.,
2019; Huang et al., 2020). En el caso del tratamiento HHP, implica reducir la
intensidad o el tiempo de tratamiento, gracias al uso de otras tecnologias o

métodos de conservacidon como antimicrobianos naturales.

Existen estudios que demuestran que, por lo general, los tratamientos
combinados son mas efectivos que un Unico tratamiento frente a los
microorganismos. La combinacion de las HHP junto a antimicrobianos como
bacteriocinas (péptidos antimicrobianos producidos por algunas bacterias
lacticas) o alguna otra sustancia natural antimicrobiana como por ejemplo
carvacrol, acido caprilico (Fouladkhah et al., 2019), vanilina, anis, canela
(Pina- Pérez et al., 2009) o quitosano (Hu y Génzle, 2019; S. Kumar et al.,
2009; Malinowska-Panczyk et al., 2009), potencian el efecto de las HHP de

forma aditiva o sinérgica en el alimento.
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I11. OBJETIVOS

El objetivo general de la presente tesis doctoral es evaluar la capacidad
antimicrobiana de sustancias naturales (coliflor, quitosano y espirulina) en
algunos casos combinadas, ademas, con altas presiones hidrostaticas, frente a
microorganismos patdgenos alimentarios in vitro e in vivo usando

Caenorhabditis elegans (C. elegans) como organismo modelo.

El objetivo general, se divide en los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto de sustancias naturales (coliflor,

quitosano y espirulina) sobre C. elegans.

2. Determinar la capacidad antimicrobiana in vitro de

sustancias naturales frente a patdgenos alimentarios.

3. Determinar la capacidad antimicrobiana in vitro de
sustancias naturales combinadas con altas presiones

hidrostaticas.

4, Determinar la capacidad antimicrobiana in vivo de

sustancias naturales en el tracto digestivo de C. elegans.
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I\VV. PLAN DE TRABAJO

Para la consecucion de los objetivos descritos se propone el siguiente plan de

trabajo:

1. Evaluar el efecto de sustancias naturales (extracto de coliflor,
quitosano y extracto de espirulina) sobre la supervivencia y
pauta de puesta de huevos de Caenorhabditis elegans

(C .elegans).

Como paso previo al empleo de C. elegans como modelo in vivo para evaluar la
capacidad antimicrobiana de determinadas sustancias naturales sobre patdégenos
alimentarios que han infectado a C. elegans, es necesario determinar el efecto
gue tienen dichas sustancias sobre el nematodo no infectado, ya que es posible
que, en las condiciones estudiadas (por ej. concentracion), resulten nocivas para
C. elegans. En ese caso el nematodo no seria un buen modelo. Por lo tanto, en
primer lugar se estudiara la supervivencia, se analizara la esperanza de vida y la
pauta de puesta de huevos de C. elegans expuesto a un extracto de coliflor
(Brassica oleracea var. botrytis), a un extracto de espirulina comercial y a una
disolucién de quitosano como subproducto procedente de insectos y crustaceos.
Los datos de supervivencia recogidos se analizaran con la finalidad de
representarlos como funciones estimadas de supervivencia (método de Kaplan
Meier) y funciones de riesgo acumulado. A su vez, se determinara el efecto de

cada sustancia en la pauta de puesta de huevos de los nematodos.
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2. Determinar la capacidad antimicrobiana in vitro frente a
patégenos  alimentarios (Escherichia  caoli, Listeria
monocytogenes y Salmonella Typhimurium) de sustancias
naturales para las que C. elegans no sea un buen modelo in

vivo.

Para aquellas sustancias naturales testadas en el apartado 1 que presenten
incompatibilidades para llevar a cabo la determinacién de la capacidad
antimicrobiana con el modelo in vivo, se determinara la capacidad
antimicrobiana in vitro por el método de incubacion, diluciéon en medio liquido

y recuento de viables en placa.

3. Determinar la capacidad antimicrobiana in vitro del quitosano
de insecto y de crustaceo combinadas con altas presiones
hidrostaticas frente a S. Typhimurium: estudio del dafio

subletal.

Después de evaluar la capacidad antimicrobiana in vitro para aquellas sustancias
naturales para las que C. elegans no es un buen modelo, y teniendo en cuenta la
capacidad antimicrobiana limitada de dichas sustancias, se aplicara el concepto
de tecnologia de barreras para estudiar el posible efecto combinado del
antimicrobiano y la tecnologia de altas presiones hidrostaticas (HHP) sobre la
inactivacién de Salmonella Typhimurium. Para ello, por un lado, se determinara
el efecto de las HHP sobre el microorganismo patdgeno y, por otro, el efecto
combinado de las HHP con la exposicion al antimicrobiano sobre dicho
microorganismo. Ademas, se evaluard el dafio subletal producido como

consecuencia de los tratamientos y su evolucidn durante el almacenamiento.
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4. Determinar la capacidad antimicrobiana in vivo de extractos

de coliflor y de espirulina sobre S. Typhimurium

La evaluacion de la capacidad antimicrobiana in vivo de sustancias naturales
frente a S. Typhimurium con el modelo de C. elegans se llevara a cabo en dos
etapas. En un primer lugar se estudiara la supervivencia y esperanza de vida
de C. elegans infectado con S. Typhimurium y expuesto a las sustancias
naturales en estudio y se compararan con los valores obtenidos para una
poblacién control, infectada, pero alimentada con un sustrato de referencia. En
segundo lugar, mediante estudios de lisis, se cuantificard la concentracion de
S. Typhimurium en el lumen del nematodo infectado y alimentado con las
sustancias antimicrobianas y se comparara con los valores obtenidos para una

poblacion control, infectaday alimentada en un medio de referencia.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Preparacion de las sustancias naturales del estudio

Los estudios llevados a cabo en esta tesis se realizaron con distintas sustancias
naturales: Brassica oleracea var. botrytis (coliflor), quitosano procedente de
insecto y crustéceo, y espirulina.

El extracto acuoso de coliflor al 3 % (p/v) se prepard a partir de hojas secas de
Brassica oleracea var. botrytis suministradas por TRASA S.L. (Espafia), para
lo cual se llevaron a ebullicion 1000 mL de agua de peptona al 0,1 % (p/v) y a
los que posteriormente se adicionaron 30 g de hojas secas de coliflor,
dejandolas en el agua durante 30 minutos para facilitar la extraccion de
componentes. La infusion se centrifugd a 6.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C
(Beckman Avanti J-25, Beckman Coulter, Palo Alto, CA, USA) y se filtro al
vacio con papel Whatman® (90 mm didmetro). El extracto de coliflor se
esteriliz6 por filtracion (poro de filtro 0,45um) antes de utilizarlo en los

correspondientes estudios.

El quitosano de crustaceo se obtuvo de Sigma Aldrich® (>75% grado de
desacetilacion, peso molecular = 190-375 kDa) y el quitosano de insecto
(Tenebrio molitor) se obtuvo de MealFoodEurope S.L. (Dofiinos de Salamanca,
Salamanca). A partir de las muestras de quitosano comercial descritas
anteriormente, se preparé una solucion stock de quitosano al 1% (p/v) en &cido
acético al 1% (v/v). El acido acético al 1% (v/v) se prepar6 a partir de acido
acético glacial pureza > 99,0 % (Scharlau Chemie, Barcelona, Espafia). La
solucion stock al 1 % (p/v) de quitosano se esterilizé por filtracion (poro de

filtro 0,45 pm) antes de utilizarlo en los correspondientes estudios.
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La espirulina comercial empleada para los estudios fue Spirulina Plus Tabl 150
Stk (Phytopharma S.A., Grandvillard, Suiza). Para la preparacién del extracto
acuoso de espirulina (10 mg/mL y 100 mg/mL), el preparado en forma de polvo
se expuso durante 5 horas a luz UV con el fin de higienizar la muestra. Para
favorecer la extraccion, el polvo se suspendié en agua destilada estéril a
temperatura ambiente a la que se adicionaron perlas de vidrio, sometiendo la
mezcla a la accion de un vdrtex durante 2 minutos. A continuacion se dejo en
agitacion (150 rpm, 4 °C) durante 12 horas. Posteriormente, el extracto
obtenido se centrifugd a 20000 rpm (rotor JA 25.50) (Beckman Avanti J-25,
Beckman Coulter, Palo Alto, CA, USA) durante 20 minutos a 4 °C vy el
sobrenadante se congel6 en tubos Falcon a - 40 °C.

V.2 Protocolos de reactivacion y crecimiento de cepas

microbianas

Los cultivos puros liofilizados de Listeria monocytogenes serovar 4b (CECT
4032) (L. monocytogenes), Escherichia coli 0157:H7 (CECT 5947) (E. coli) y
Salmonella enterica serovar Typhimurium (CECT 443) (S. Typhimurium) se

obtuvieron de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

Los cultivos liofilizados se rehidrataron en 15 mL de caldo de triptona de soja
(TSB) (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia), en el caso de
L .monocytogenes y S. Typhimurium, 6 15 mL de caldo Luria Bertani (LB)
(Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia), en el caso de E. coli.
Seguidamente se incubaron en estufa (Memmert®, Schwabach, Alemania)
durante 30 minutos a 37 °C, transfiriéndose a 500 mL del medio
correspondiente para incubacion a 37 °C en bafio agitador (Unitronic Orbital C
6001173, J.P. SELECTA S.A, Barcelona, Espafia) a 200 rpm durante toda la
noche (aproximadamente 14 horas) para permitir el crecimiento de

L. monocytogenes, S. Typhimuriumy E. coli.
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El cultivo obtenido se repartié en tubos de centrifuga y se procedid a su
centrifugacién a 5000 rpm (Beckman Avanti J-25, Beckman Coulter, Palo Alto,
CA, USA) durante 15 minutos a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y cada pellet
se resuspendié con 50 mL de su medio correspondiente. Tras una segunda
centrifugacién en las mismas condiciones, se elimind el sobrenadante y el
precipitado se suspendié en 50 mL de medio TSB ¢ LB estéril. El contenido se
repartié en 50 crioviales de 2 mL que contenian 1 mL de TSB 6 LB con
glicerol al 20 % (viales madre) y se congelaron a -80 °C. La concentracion final
en cada vial fue de 10% a 10° UFC/mL. De esta forma se consigui6 un stock de

los microorganismos de interés para los siguientes estudios.

Para los estudios de capacidad antimicrobiana in vivo llevados a cabo con
C. elegans, el nematodo se aliment6 con un cultivo de E. coli OP50. La cepa
fue proporcionada por el College of Biological Sciences, Minnesota University,
USA. Para su mantenimiento y cultivo se procedi6 como se ha descrito

anteriormente para E. coli O157:H7.

V.3 Técnicas generales de manipulacion de C. elegans

V.3.1 Cultivo y mantenimiento de C. elegans en medio
Nematode Growth Media (NGM)

La cepa salvaje Bristol N2 de C. elegans la suministré el College of Biological
Sciences, Minnesota University, USA, manteniéndose en el laboratorio en el
medio de crecimiento de nematodos (NGM) con un césped de E. coli OP50 a
una temperatura de 20 °C (Stiernagle, 2006). La manipulacion de C. elegans se
llevé a cabo utilizando un asa de siembra flameada en mechero Bunsen creando
un ambiente estéril adecuado para dicha manipulacién y observacion a través

de un microscopio estereoscopico binocular (XTX - 3C, Comecta S.A,
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Abrera, Barcelona). Para un correcto mantenimiento de los nematodos estos se
transfirieron cada 48 horas a placas nuevas con medio NGM vy césped de
E coli OP50 que se sellaron con Parafilm® y se incubaron a 20 °C

manteniendo asi el stock de C. elegans sano.

El medio NGM se prepar6 afiadiendo 3 g de NaCl (Scharlab Chemie S.A.,
Barcelona, Espafia), 2,5 g de peptona (Peptona bacteriolégica, Conda, Espafia)
y17 g de agar bacterioldgico (Scharlab Chemie S.A., Barcelona, Espafia) a 975

mL de agua destilada para posterior esterilizacidon por autoclave.

Al medio estéril atemperado se afiadieron 1 mL de una disolucién de colesterol
al 0,5 % (p/v) (Colesterol 95% estabilizado, Acros Organics, Bélgica)
preparado en etanol al 96 % a partir de etanol absoluto (Etanol absoluto,
Scharlau, Barcelona, Espafia) y esterilizado por filtracion, 1 mL de CaCl, (1
M), 1 mL de MgSO4 (1 M) (Magnesium Sulfate, 99% extra puro, Acros
Organics, Bélgica) y 25 mL de solucion tampén de fosfato potésico (1M)
ajustada a un pH 6. Finalmente, el medio se homogeneiz6 y se distribuy6 en
placas Petri de 90 mm x 14,6 mm, empleadas para el mantenimiento de

nematodos, y de 60 mm x 15 mm, empleadas para los tratamientos.

V.3.2 Preparacion de cultivo bacteriano como alimento de

C elegans en placa

Para el mantenimiento del nematodo y como control en los estudios se utiliz6
un césped de E. coli OP50. En los estudios in vivo, la capacidad antimicrobiana
se determind6 frente a S. Typhimurium como alimento. Ambos

microorganismos se prepararon segun lo descrito en el apartado V.2.

A partir de los cultivos glicerinados y en las placas preparadas con medio de
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mantenimiento se realizd una siembra en superficie de E. coli OP50 0 de
S. Typhimurium (segun el tipo de estudio) y se incubaron a 37 °C en estufa
(Memmert®, Schwabach, Alemania) durante toda la noche con el objetivo de
obtener un césped de E. coli 6 de S. Typhimurium que permitiera la
alimentacion ad libitum de los nematodos. Posteriormente, las placas se

almacenaron a 4 °C hasta uso.

V.3.3 Sincronizacion de C. elegans

Todos los estudios que involucraron el uso de C. elegans se llevaron a cabo con
nematodos sincronizados, es decir, en el mismo estado de desarrollo (gusanos

adultos jévenes).

Para ello, 20 gusanos C. elegans en estado larvario L4 procedentes de placas de
NGM con medio de alimentacion E. coli OP50 (90 mm x 14.6 mm) se
incubaron en placas nuevas con el mismo medio durante toda la noche a 20 °C
con el fin de obtener una puesta de huevos. Al dia siguiente, los 20 gusanos
iniciales se extrajeron de las placas incubadas, las cuales se volvieron a incubar
a 20 °C aproximadamente 48-72 horas. Pasado este tiempo se obtuvieron

gusanos adultos jovenes sincronizados para iniciar los estudios.

V.3.4 Estudios de supervivenciay esperanza de vida

Estos estudios se realizaron con una poblacién de 250 gusanos por tratamiento.
Se colocaron 10 gusanos sincronizados por placa segin el correspondiente
grupo de estudio, incubandose a 20 °C. Cada 48 6 72 horas se contabilizaron los
gusanos vivos, muertos y censurados hasta la muerte de la totalidad de los
gusanos de cada placa, traspasando a placas con alimento renovado

Unicamente aquellos que continuaron vivos. Se consideraron como censurados
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aquellos gusanos que murieron durante la manipulacion, y muertos aquellos sin

movimiento o sin respuesta ante la estimulacion.

V.3.5 Estudios de puesta de huevos

Los estudios se llevaron a cabo con 25 gusanos por tratamiento. Para dichos
estudios de puesta de huevos se asignd un gusano sincronizado por placa de
tratamiento y se incubd a 20 °C durante 48 6 72 horas. Pasado este tiempo, se
contabilizé la progenie (huevos y larvas) de cada gusano sincronizado y
posteriormente este se traspas6 a placas nuevas del tratamiento
correspondiente, repitiendo el conteo cada 48 6 72 horas hasta la muerte del
nematodo. En el caso de que el gusano estuviera muerto, inicamente se realizo
el conteo de progenie y concluyd su seguimiento. Se consideraron como

censurados aquellos gusanos que murieron durante la manipulacion.

V.4 Materiales y métodos para determinar la capacidad

antimicrobiana in vivo

Los estudios in vivo para determinar el efecto de extractos de coliflor,
espirulina o0 quitosano se han llevado a cabo mediante C. elegans, como
organismo modelo. En primer lugar, se pretende determinar si dichas
sustancias, administradas en las concentraciones con efecto antimicrobiano in
vitro, son toxicas para C. elegans. Posteriormente, si las sustancias no son
toxicas, se procede al estudio del efecto antimicrobiano en C. elegans infectado

por Salmonella Typhimurium.
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V.4.1 Evaluacion del efecto de sustancias naturales sobre C.

elegans

El estudio del efecto de las sustancias naturales, en las concentraciones que
tienen actividad antimicrobiana, sobre C. elegans, se basé en evaluar la
supervivencia, esperanza de vida y la pauta de puesta de huevos de una
poblacion sana, expuesta a dichas sustancias naturales, frente a una poblacion
control. Los estudios se llevaron a cabo segun los protocolos descritos en los
apartados V.3.4 y V.3.5. La poblacion control se alimenté con NGM mientras
que la muestra se alimenté con NGM al que se le adicion6 cada una de las
sustancias naturales preparadas segun se describe en el apartado V.4.1.1.

V.4.1.1 Preparacion de medio NGM con las diferentes

sustancias naturales

El medio NGM con extracto de coliflor al 3% (Sanz-Puig, 2017) se prepar6 con
los mismos componentes usados para la elaboracion del medio NGM pero
sustituyendo 975 mL de volumen de agua destilada que se afiadian al preparar el
medio NGM, por el extracto al 3% filtrado. EI medio atemperado se distribuyé

en placas 60 mm x 15 mm.

Para la preparacion del medio NGM con quitosano de crusticeo o insecto al
0,15% (p/v) cada placa de NGM con césped de E. coli OP50 (60 mm x 15 mm)
destinada a los tratamientos con quitosano de crustaceo 6 insecto se recubrieron
con el correspondiente volumen de una disolucion stock al 1 % (p/v) de
quitosano en 1 % (v/v) de &cido acético para alcanzar una concentracion final
de 0,15 % (p/v) de quitosano. La extensién de cada disolucion de quitosano

(insecto y crustaceo) por toda la superficie de la placa se realizé con asa de

75



MATERIALES Y METODOS

Digralsky, y una vez se absorbio la capa formada, las placas se almacenaron a

4 °C hasta su uso.

Ademas, para comprobar si los efectos producidos en los parametros
fisioldgicos estudiados en C. elegans fueron debidos Unicamente al quitosano y
no al &cido acético, se incluyeron placas de NGM con césped de E. coli OP50 y
acido acético como controles acidos. El volumen de &cido acético afiadido fue el
mismo que el afiadido a las placas de NGM con césped de E. coli OP50 (60 mm
X 15 mm) tal como se ha descrito en el parrafo anterior (Preparacién de medio
NGM con quitosano al 0,15 % (p/v)). La extension de la disolucién por toda la
superficie de la placa se realizé con asa de Digralsky, y una vez se absorbid la

capa formada, las placas se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

Para conseguir la concentracion final deseada de espirulina en el medio NGM
(Img/mL), de la solucion stock de 10 mg/mL se utilizaron 100 mL de extracto
de espirulina por cada litro de medio NGM a preparar para los tratamientos. El
medio NGM con extracto de espirulina al 0,1% (p/v) se preparé incorporando
el extracto de espirulina preparado segun lo descrito en el apartado V.1. El
extracto se descongel6 y se incorporé al medio NGM. Seguidamente se
distribuyd en placas Petri (60 mm x 15 mm) que una vez solidificadas se

almacenaron a 4 °C hasta su uso.

V.4.1.2 Grupos de estudio

En la tabla V.1. se describen los grupos de poblacion de C.elegans
empleados en el estudio del efecto de las sustancias naturales sobre el
nematodo. En este estudio todos los grupos se alimentaron con E. coli OP50
(EC).
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Tabla V.1. Grupos de estudio empleados en la evaluacion del efecto de sustancias naturales sobre

C. elegans en funcion del tipo de medio con el que fueron alimentados.

ESTUDIO CONTROL MUESTRA
Brassica _ EC-CL: NGM + extracto coliflor
(CL) EC:NGM 3%
EC-AC-QC: NGM +
Quitosano |EC: NGM quitosanocrustaceo 0,15%

(QC/QI)  |[EC-AC: NGM + Ac.Acético |[EC-AC-QI: NGM +
quitosanoinsecto 0,15%

Espirulina o
(SP) EC: NGM EC-SP: NGM + espirulina 0,1 %

V.4.2 Determinacion de la capacidad antimicrobiana in vivo

V.4.2.1 Estudios de supervivencia y esperanza de vida
para determinar la capacidad antimicrobiana

Los estudios de supervivencia y esperanza de vida se realizaron segin lo
descrito en el apartado V.3.4 pero infectando la poblacion de C. elegans
con S. Typhimurium, es decir, exponiendo los nematodos a S. Typhimurium

(ST) en vez de E. coli OP50 con el fin de provocar una infeccion.

Tabla V.2. Grupos de estudio empleados en la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de

sustancias naturales a partir de los cambios en la supervivencia de C. elegans.

ESTUDIO CONTROL MUESTRA
Brassica _ ST: NGM + 5. Typhimurium
EC: NGM + E. coli OP50 | ST-CL: NGM + extracto coliflor 3%
(CL) +S. Typhimurium
Espirulina ST: NGM + S. Typhimurium

(sp) | EC:NGM+E.coliOPS0 | sT.5p: NGM + espirulina 0,1% +
S. Typhimurium
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V.4.2.2 Estudios de lisis de C. elegans para determinar la
capacidad antimicrobiana

Tabla V.3. Grupos de estudio empleados en la evaluacién de la capacidad antimicrobiana de

sustancias naturales a partir de la lisis de C. elegans.

ESTUDIO CONTROL MUESTRA
L-ST-CL: NGM + S. Typhimurium
+ extracto coliflor 3%

Brassica | L-ST: NGM + S.Typhimurium

L-ST-SP: NGM + S. Typhimurium

Espirulina | L-ST: NGM + S Typhimurium + espirulina 0,1%

Efecto antimicrobiano de Brassica oleracea var. botrytis o espirulina
frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium en el intestino de

C. elegans

Tras analizar la esperanza de vida de los nematodos C. elegans infectados y
expuestos al extracto de coliflor o extracto de espirulina, se decidio proseguir
con un estudio de cuantificacion de células de S. Typhimurium en el tracto

digestivo de los nematodos tras su exposicion a dichos extractos.

La metodologia asociada a este estudio se describe en los apartados generales
de mantenimiento de C. elegans (V.3.1, V.3.2 y V.3.3), y la preparacion del
medio NGM con extracto de coliflor al 3% o con extracto de espirulina en el
apartado V.4.1.1.

Lisis de C. elegans

El estudio de la evolucion de la infeccion de C. elegans por S. Typhimurium en

el tracto digestivo se realizd en gusanos sincronizados a las 24, 48 y 96 horas
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post-infeccién en el trabajo con extracto de coliflor, y s6lo hasta las 48 horas

post-infeccion en el trabajo con extracto de espirulina.

Para el presente trabajo se emplearon 45 nematodos sincronizados en medio de
mantenimiento NGM con césped de E. coli OP50 a 20 °C desde donde se
transfirieron individualmente a placas de NGM con césped de S. Typhimurium.
Tras 24 horas de infeccion con S. Typhimurium a 20 °C, un grupo de 15
nematodos se reservaron para cuantificar la cantidad inicial de S. Typhimurium
en el tracto digestivo de C. elegans (t0 = 0 horas), y el resto de gusanos fueron
asignados al grupo control (L-ST) ¢ al tratamiento (extracto de coliflor (L-ST-
CL) y/o espirulina (L-ST-SP)). Los nematodos se lisaron tras 24, 48 y 96 horas
de exposicion al extracto de coliflor y tras 48 horas de exposicién al extracto de
espirulina, contandose la concentracion de S. Typhimurium tanto en el lisado de
las muestras control, como en las expuestas durante diferentes tiempos a los
antimicrobianos naturales. Se cuantifico la capacidad antimicrobiana de cada
compuesto en funcion de las reducciones logaritmicas alcanzadas en la
concentracion de S. Typhimurium para los diferentes tiempos de exposicion. Se
realizaron 2 repeticiones por cada tratamiento y tiempo tx, cada repeticion con
30 placas con 1 nematodo por placa, de forma que el tamafio muestral para el
grupo control o tratamiento fue de 60 nematodos para cada tiempo (tx) y 30

nematodos para el blanco (to).

Previamente al proceso de lisis, se elaboré medio M9 autoclavando 78 mL de
agua destilada a la que se adicionaron posteriormente 10 pl de una disolucion
esteril de CaClz2 (1 M) y 200 pl de una disolucion estéril de MgSOas (1 M).
También se le afiadieron 2 mL de una disolucion de glucosa al 20 % (Glucosa
anhidra, Scharlau, Barcelona, Espafia) esterilizada por filtracion (filtro de

jeringa de PVDF de 0,45um) manteniendo las condiciones de esterilidad.

79



MATERIALES Y METODOS

El proceso de lisis consisti6 en trasladar, mediante asa bacterioldgica, 5
nematodos infectados a placas con medio NGM estéril (1 nematodo por placa)
donde se lavaron dos veces con 10 ul de medio M9. Los nematodos lavados
se transfirieron a un tubo de 5 mL que contenia 1 mL de M9 con Triton X-100
al 1% (Tritbn TM X-100, Sigma-Aldrich, USA), y se lisaron usando un
homogeneizador manual TissueRuptor | (Qiagen) a velocidad media durante 20
segundos (Figura V.1). Se prepararon diluciones seriadas del lisado de
C.elegans en agua de peptona al 0,1% y se incubaron en medio Eosine
Methylene Blue Agar (EMB agar) durante 48 horas a 37 °C. Pasado el tiempo
de incubacion se procedi6 al recuento de colonias presuntivas de Salmonella

(ausencia de coloracion en medio EMB) y se expresaron como UFC/mL.

Los resultados de los recuentos se expresaron como log;o (N/NO), siendo Nq el
promedio de la carga microbiana a t,= 0 horas, y N el promedio de la carga
microbiana a t;= 24 horas, t, = 48 horas y t; = 96 horas en el estudio con

extracto de coliflor, 6 t;= 48 horas en el estudio con extracto de espirulina.
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V.5 Materiales y métodos para determinar la capacidad

antimicrobiana in vitro

Para aqguellas sustancias naturales en las que se vio que no era posible llevar a
cabo estudios in vivo con C. elegans por presentar efectos negativos sobre el

nematodo, se opto por realizar estudios de capacidad antimicrobiana in vitro.

La preparacion de los cultivos de microorganismos para los estudios in vitro de
capacidad antimicrobiana del quitosano de crustaceo (QC) y de insecto (QI) se
llevé a cabo tal como se describe en la seccion V.2 del presente documento.

V.5.1Preparacién de solucién de quitosano de crustaceo y de

insecto

Partiendo de la disolucion stock al 1 % (p/v) de quitosano descrita en el
apartado V.1, se prepar6 una concentracion 0,15% (p/v) de quitosano en medios
estériles TSB (para L. monocytogenes y S. Typhimurium) 6 LB (para E. coli).
Adicionalmente se prepararon controles acidos (AC) con el mismo volumen de
acido acético empleado en las disoluciones al 0,15 % (p/v) de quitosano para
conocer el posible efecto antimicrobiano del acido acético, asi como también se
prepararon controles sin acido acético (C). El pH del medio de cultivo sin
acidificar (C) fue de 7,3 £ 0,2, y el valor de pH de los controles acidificados
(AC) y los medios con quitosano (QC y QI) fue el mismo, ajustandose a los pH
de estudio (6,2 £ 0,2 y 50 = 0,2). En el caso del estudio del efecto
antimicrobiano del quitosano combinado con tecnologia de altas presiones
hidrostaticas (HHP), el estudio se realiz6 a pH 6,2 ya que fue el que menor
inhibicion produjo en Salmonella y se considerd interesante para ver el efecto

conjunto quitosano-HHP.
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V.5.2 Evaluacion de la capacidad antimicrobiana in vitro de
una solucion de quitosano de crustaceo y de insecto
frente a E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S.

Typhimurium

El estudio consistio en observar diferencias en cuanto a la capacidad de
crecimiento de E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. Typhimurium al ser
expuestos a distintas fuentes de quitosano (crustaceo e insecto) empleando
distintas concentraciones de inéculo (10° UFC/mL y 10° UFC/mL) a distintos
valores de pH (5,0 y 6,2).

A partir de los crioviales de los microorganismos (10%-10° UFC/mL) se
realizaron diluciones seriadas en agua de peptona al 0,1 % (p/v) hasta conseguir
una concentracion de indculo de 10° UFC/mL 6 10° UFC/mL en el
correspondiente medio (control, control acidificado y disoluciones de quitosano
al 0,15 % (p/v)). Inmediatamente después de la inoculacion, (to = 0 horas), se
tomd una muestra y se incubd en agitacion continua a 250 rpm a 37 °C.
Posteriormente se tomaron muestras a distintos tiempos (3, 6, 8, 24 y 49 horas).
La poblacion microbiana (UFC/mL) del medio inoculado se determind
mediante siembra en profundidad de diluciones seriadas en agua de peptona al
0,1% (p/v) en medio agar triptona- soja (TSA), en el caso de
L. monocytogenes y S. Typhimurium, y en medio agar de Luria Bertani (LBA)
en el caso Escherichia coli O157:H7. El recuento microbiano (UFC/mL) se
realiz6 tras la incubacion de los microorganismos a 37 °C durante 24 horas
(E. coli O157:H7 y S. Typhimurium) y 48 horas (L. monocytogenes), y los
resultados se expresaron como el logaritmo del cociente de la concentracion de
microorganismo a un tiempo determinado (N) entre el valor de la concentracién

inicial (t = 0 h) (No). Los experimentos se realizaron por cuadruplicado.
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V.5.3 Evaluacion del efecto antimicrobiano in vitro de
quitosano combinado con tecnologia de altas presiones

hidrostaticas (HHP) frente a S. Typhimmurium

Para estudiar el efecto combinado del quitosano con la alta presion
hidrostatica, se procedié a inocular los tubos de muestra del grupo control,
control acidificado y soluciones de quitosano al 0,15 % (p/v) a partir de
crioviales de S. Typhimurium con una concentracion entre 10%-10° UFC/mL
hasta alcanzar una concentracion 10°-10" UFC/mL con la cual comenzar el
estudio. El equipo de altas presiones EPSI NV (Temse, Bélgica) permitid
aplicar distintas condiciones de presiones a las muestras, 300 MPa durante 2
minutos 0 bien 450 MPa durante 2 minutos, ambos a 25 °C. Tras el
tratamiento, se realizaron diluciones seriadas en agua de peptona al 0,1% (p/v)
de los medios tratados y se procedio a la siembra en TSA, incubacién a 37 °C
durante 24 horas y posterior recuento microbiano (UFC/mL). Con el objetivo
de conocer el efecto de las altas presiones sobre el microorganismo patégeno,
se tomd una muestra de la carga microbiana viable presente en los medios
recién inoculados previo tratamiento de altas presiones (N;) y posterior a dicho
tratamiento (N,), obteniendo las reducciones logaritmicas de la carga
microbiana debidas Unicamente al tratamiento HHP mediante la formula logo
(Ni/No). Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamiento con 4 placas por

repeticion.

V.5.4 Evaluacioén del dafio celular
El dafio subletal es un fenémeno que se conoce desde hace tiempo pero que se
ha acentuado como consecuencia de los procesos de conservacion térmicos y no

térmicos minimos que se han venido desarrollando en los Gltimos afios. La
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presencia de células dafiadas subletalmente puede llegar a comprometer la
inocuidad de los alimentos, e incluso considerarse como un riesgo
emergente. Es por ello que se ha incluido esta seccion en la presente tesis

doctoral.

Para ello, se determiné el dafio y la muerte celular de S. Typhimurium tanto en
los experimentos de evaluacion de la capacidad antimicrobiana in vitro de una
solucion de quitosano de crustaceo y de insecto frente a E. coli O157:H7,
L. monocytogenes y S. Typhimurium (seccién V.5.2), como en la evaluacion
del efecto antimicrobiano de quitosano in vitro combinado con tecnologia de
altas presiones hidrostaticas (HHP) frente a S. Typhimurium (seccion V.5.3).
El procedimiento de dilucién y siembra para cuantificar el dafio celular en las
muestras fue el mismo que el descrito en las secciones V.5.2 y V.5.3, pero
usando ademas de un medio no selectivo (TSA) donde crecen las células
viables (dafiadas + intactas), un medio selectivo (TSA con adicion del 3 % de
NaCl) donde se contabilizaron las células intactas (Sanz-Puig, 2017). La
incubacion del microorganismo en el medio con sal fue de 48 horas a 37 °C, y
tras este periodo se realizo el recuento de colonias bacterianas. Se realizaron 3

repeticiones de cada tratamiento con 4 placas por repeticion.
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Las siguientes ecuaciones se aplicaron para la determinacion del dafio y la

muerte celular de S. Typhimurium:

UFC , ,
— “medio no selectivo t2

Células muertas = logy (™L )
UFLC medio no selectivo t1
m

UFC . .
— medio no selectivo

Células dafiadas = logy, (™L )
urc medio selectivo

mL

Medio selectivo (TSA con adicion de 3% NaCl)
Medio no selectivo (TSA)
t=tiempo (horas)

V.6 Analisis estadistico

Los resultados de los estudios in vivo e in vitro se analizaron mediante el
programa IBM SPSS Statistics 19 (IBM Corp. Released 2010. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 19.0. Armonk, NY: IBM Corp.)

Dado que los datos de supervivencia y censura de esta tesis se recogieron por
intervalos de tiempo, se estimd la proporcion de la poblacion que sobrevivid
determinados periodos de tiempo, teniendo en cuenta aquellos casos
censurados que fueron eliminados del estudio por manipulacion antes de llegar
a morir de forma natural. De esta manera, el tratamiento de los datos de
supervivencia de C. elegans se llevd a cabo mediante el método de Kaplan-
Meier por intervalos para obtener las funciones estimadas de supervivencia, los
percentiles estimados para la distribucion de supervivencia (percentiles 25, 50 y

75), y las funciones de riesgo acumulado de C. elegans.
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La funcion de supervivencia, S (t) es la probabilidad de que el sujeto sobreviva

mas alla del instante (t).

SH)=P(T>t),t=0
S =1-F ()

donde “T” es una variable aleatoria de tiempo, “t” es un valor de T

determinado, y “F(t)” es la funcion de distribucion de T.

La funcién de riesgo r (t) o tasa de fallo se define como el cociente entre la
funcion densidad (t) y la funcién supervivencia (t) e indica la disposicion

inmediata al fallo en un intervalo de tiempo pequefio.

r(t)=@

0]
El tratamiento estadistico de los datos consistié en realizar pruebas de contraste
de hipotesis para comparar la igualdad de las distribuciones de supervivencia de
las distintas poblaciones mediante los siguientes test (Karadeniz & Ercan,
2017):

e Log-Rank (test de Mantel Haenszel): los puntos de tiempo se ponderan
por igual en esta prueba. Es el test mas potente pero soélo si las
diferencias entre las curvas de supervivencia son proporcionales. No
detecta adecuadamente las diferencias entre las distintas curvas que

ocurren al principio o al final del periodo de estudio.

e Gehan-Breslow-Wilcoxon: los puntos de tiempo se ponderan por el
nimero de casos en riesgo en cada momento, y por eso detecta mejor
las diferencias entre curvas cuando estas se cruzan o cortan al principio
del periodo de estudio, es decir, cuando el nimero de casos en riesgo es

mayor.
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e Tarone-Ware: los puntos de tiempo se ponderan por la raiz cuadrada del
namero de casos en riesgo en cada momento. Es un test intermedio a los
anteriores, y detecta mejor las diferencias entre curvas al principio del

seguimiento, aunque no tanto como el test de Gehan-Breslow-Wilcoxon.

Respecto a la puesta de huevos, se calculd el promedio de huevos puestos para
cada poblacién, y se analizaron las diferencias entre tratamientos mediante la
prueba de t-student (2 tratamientos), 6 bien anélisis de la varianza (ANOVA)
(mas de 2 tratamientos) con test post-hoc para determinar las diferencias entre
dos o mas grupos tras obtener p < 0,05 en ANOVA, en concreto, el test de la
Diferencia Significativa Honesta de Tukey (HSD de Tukey). En caso requerido,
se aplicaron tests no paramétricos. Las diferencias entre tratamientos de los
valores de percentiles estimados para la distribucion de supervivencia también

se analizaron con estas pruebas.

Los resultados de los datos experimentales obtenidos tras el recuento de células
de Salmonella en C. elegans infectados y alimentados con y sin extracto de
coliflor o de espirulina fueron expresados como log;o (N/Ng) y se analizaron

mediante test-t para determinar la existencia de diferencias entre grupos (p <
0,05).

Los recuentos bacterianos (UFC/mL) del estudio de evaluacion de la capacidad
antimicrobiana de las soluciones de quitosano de crustaceo (QC) y de insecto
(QI) al 0,15 % (p/v) se expresaron como logiy (N/N) y se representaron frente
al tiempo. Las diferencias entre distintos grupos con la misma concentracion
inicial de indculo e igual valor de pH a las 8 horas post-inoculacion (t= 8 horas)
fueron determinados mediante ANOVA (p < 0,05), seguido de un analisis post-

hoc de Tukey. Este tiempo se eligi6 como representativo de las mayores
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diferencias en cuanto a tendencias de crecimiento 6 muerte microbiana en los

distintos grupos.

Respecto al estudio de evaluacion del efecto del quitosano combinado con
tratamiento de altas presiones hidrostaticas (HHP), las diferencias entre los
distintos grupos de tratamiento y tiempo se determinaron mediante
ANOVA tras la transformacion logaritmica de los resultados (UFC/mL), y
para determinar los grupos distintos entre si se empled el test post-hoc de
Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
p <0,05.
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V1. RESULTADOS

Capitulo 1: Efecto de extractos de coliflor, espirulinay

soluciones de quitosano sobre C. elegans

VI1.1.1 Introduccién

La necesidad de avanzar hacia una economia circular esté llevando a explorar
la valorizacion de residuos de la industria y nuevas fuentes de nutrientes mas
respetuosas con el medio ambiente. Esta tesis quiere aportar informacion nueva
al respecto, considerando la valorizacion de residuos de plantas y animales y

extractos de algas como compuestos con actividad antimicrobiana.

Una forma de evaluar el efecto antimicrobiano de estas sustancias, es ver su
eficacia in vivo en un organismo que pueda ser modelo para estos fines
concretos. El organismo modelo elegido para los estudios in vivo de esta tesis
ha sido el nematodo C. elegans por sus ventajas a nivel de laboratorio como
son, su facil manipulacion, corto ciclo de vida y compartir gran cantidad de
genes y procesos fisioldgicos con mamiferos. Este nematodo ya se ha utilizado
como modelo en estudios de obesidad, desarrollo, senescencia, actividad
motora y enfermedades neurodegenerativas entre otros (Shen et al., 2018). Sin
embargo, para poder utilizar a C. elegans como modelo para evaluar la
capacidad antimicrobiana de sustancias naturales, es necesario averiguar, en

primer lugar, hasta qué punto dichas sustancias administradas a las
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concentraciones que desarrollan su capacidad antimicrobiana, pueden ser

dafinas para el nematodo.

En concreto, en este capitulo se describen los efectos de soluciones de
quitosano al 0,15%, un extracto de coliflor al 3% y un extracto de espirulina al
0,1% en la supervivencia y esperanza de vida, asi como en la pauta de puesta
de huevos como indicadores del impacto que pudieran tener estas sustancias en

C. elegans.
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VI1.1.2 Resultados y discusién

A continuacion se detallan los efectos producidos tanto en la supervivencia y
esperanza de vida, como en la pauta de puesta de huevos de C. elegans para
cada una de las sustancias naturales estudiadas.

VI1.1.2.1 Efecto de extracto de coliflor al 3% (p/v) en la
supervivencia, esperanza de vida, y pauta de

puesta de huevos de C. elegans

El estudio se llevo a cabo sobre los grupos de poblacion de nematodos descritos
en latabla V.1.

La figura VI.1.1 muestra la fraccion de supervivientes de C. elegans (N/No) a lo
largo del tiempo para cada poblacion en estudio. Desde el dia 2 hasta el final
del estudio, la fraccion de supervivientes alimentados con E. coli OP50 en
medio con extracto de coliflor (EC-CL) fue mayor que para los nematodos

alimentados Gnicamente con E. coli OP50 (grupo control) (EC).
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EC: C. elegans en medio NGM alimentados con E. coli OP50

EC-CL: C. elegans en medio NGM con infusién de coliflor al 3 % (p/v) alimentados con E. coli OP50

Figura VI.1.1. Curvas de supervivencia de C. elegans para las dos poblaciones consideradas en
el estudio con extracto de coliflor. Cada punto representa el promedio de la fraccion de

nematodos vivos a ese tiempo * desviacion estandar (barras de error)).

Los datos de supervivencia se analizaron mediante el modelo Kaplan Meier por
intervalos, lo que permitié obtener los percentiles estimados para la distribucion
de supervivencia de los nematodos (Tabla VI.1.2) y las funciones de
supervivencia (Figura VI1.1.2) y de riesgo (Figura V1.1.3).
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Figura VI1.1.2. Funciones estimadas de supervivencia de las poblaciones del estudio con extracto

de coliflor.

La figura VI.1.2 muestra la probabilidad de los nematodos de sobrevivir en
funcidn de la alimentacién (sin o con extracto de coliflor) a lo largo de su vida.
En general, se observo una mayor supervivencia para cada intervalo de tiempo
de los nematodos alimentados con extracto de coliflor, y a partir del dia 18, las
funciones de supervivencia para los dos grupos estan muy préximas. Hay que
hacer notar que en este momento C. elegans se encuentra en la etapa de
senescencia. Para demostrar posibles diferencias entre las funciones de

supervivencia se realizaron los test recogidos en la tabla VI1.1.1
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Tabla VI.1.1. Analisis comparativo de las funciones de supervivencia de los grupos considerados

en el estudio con extracto de coliflor.

TEST ESTADISTICO (x2) Cﬁgggf ADDE P-VALOR*
Log-Rank 63,6 1 <0,001
Breslow 73,8 1 < 0,001
Tarone-Ware 72,7 1 <0,001

*Las funciones de supervivencia de cada test fueron significativamente distintas si p <0,05

El test de Breslow detectd que el grupo de nematodos alimentados con extracto

de coliflor sobrevivieron significativamente mas dias que los no alimentados

con dicho extracto (x2 = 73,8, grados de libertad = 1, p < 0,001) (Tabla
VI.1.1).

La tabla VI.1.2 muestra los percentiles estimados para la distribucién de
supervivencia de los nematodos obtenidos mediante el analisis de Kaplan
Meier. Como se puede apreciar, el 50% de los nematodos alimentados con
3% de extracto de coliflor (EC-CL) sobrevivieron 12,4 dias, mientras que en el

grupo control (EC), el 50% de los gusanos sobrevivieron 6,9 dias.
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Tabla VI1.1.2. Prueba t-student realizada para los percentiles estimados para la distribucién de

supervivencia de C. elegans de los grupos considerados en el estudio con extracto de coliflor.

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

PERCENTIL (%) (DIAS + ERROR ESTANDAR)
EC EC-CL
75 2,9+0,8° 78+2,0°
50 6,9+1,8 124+1,1°
25 11,5 + 2,3 15,1 +1,0°

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p <0,05)

El grafico de funciones de riesgo para este estudio se muestra a continuacion.

101



RESULTADOS

Funciones de riesgo

- EC
-y EC-CL

Riesgo acumulado
-
?

........

Tiempo (dias)

Figura VI1.1.3. Funciones estimadas de riesgo acumulado de las distintas poblaciones del estudio
con extracto de coliflor.

La figura VI.1.3 muestra las funciones estimadas de riesgo acumulado. La
funcién de riesgo marca la dindmica del proceso estudiado, al dar sus valores
una adecuada aproximacion a la tasa de incidencia del evento de interés
(muerte). En dicha figura se aprecia que el nimero de individuos en riesgo de
morir aumenta mayormente a partir del dia 14 para la poblacién alimentada con
extracto de coliflor, siendo esta poblacion la de menor riesgo de morir en un
momento dado, lo cual se corresponde con los resultados de la curva de

supervivencia.

Hay estudios que indican que varios extractos de fuentes naturales prolongan la
esperanza de vida de C. elegans (Duran et al., 2019; Rangsinth et al., 2019, H.
Wang et al., 2018; J. Wang et al.,, 2020). Extractos de plantas como
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Caesalpinia mimosoides han producido un aumento en su esperanza de vida
del 4,35% (Rangsinth et al., 2019), porcentaje que se incrementa en el caso de
extractos de entre 100 y 400 mg/mL de naranja, con un aumento de
supervivencia del 10 al 26,2% (J. Wang et al., 2020) y de hasta el 44,4 % en el

caso de extractos de ardndanos (H. Wang et al., 2018).

Duran et al. (2019) estudiaron el efecto de diferentes concentraciones de
extractos de uva sobre la esperanza de vida de C. elegans. Se consiguieron
resultados de supervivencia maxima de 19,5 dias en C. elegans L2 cuando se
alimentaron con una concentracién de extracto de 250 pg/mL (6,70 pg/placa de
acido géalico) comparado con 17,7 dias en el grupo control. Por otro lado, la
alimentacion de los nematodos L3 con 100 pg/mL de extracto de uva, con un
contenido en &cido galico de 7,13 pug/placa, resulté en una supervivencia
méaxima de 19,1 dias, siendo este valor también mayor que la supervivencia
para el grupo control. Otros autores corroboran el efecto positivo del acido
galico, la catequina, y é&cido clorogénico, sobre la esperanza de vida de
C. elegans, polifenoles que se encuentran también en la coliflor (Saul et al.,
2011; Zheng et al., 2016). Sin embargo, otros polifenoles (Saul et al., 2011) y
extractos (Guha et al., 2012) muestran ese mismo comportamiento a bajas
concentraciones pero reducen la supervivencia conforme se aproximan a un

nivel de concentraciones mas altas.

De acuerdo a los trabajos mencionados, podemos decir que es relativamente
frecuente que los extractos de plantas mejoren la supervivencia o alarguen la
esperanza de vida del nematodo. En este sentido, los resultados obtenidos en el
presente estudio en relacion al extracto de coliflor, contribuyen a afianzar este
efecto positivo de algunos componentes de los extractos de plantas. Por lo
tanto, podemos decir que, ademas del posible efecto antimicrobiano, tal como

se estudiara en posteriores capitulos, puede haber un efecto beneficioso en
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los seres vivos al consumir este tipo de extractos de coliflor, lo que contribuiria

a su valoracion.

Otro estimador del efecto de los antimicrobianos naturales y de la infeccion
sobre C. elegans puede ser la pauta de puesta de huevos. Este parametro es muy
sensible a los efectos de los microorganismos patdgenos y compuestos
guimicos (Silva et al., 2015). La figura VI.1.4 muestra el nimero de huevos

puestos por las dos poblaciones del estudio.
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Figura VI1.1.4. Promedio de puesta de huevos de C. elegans alimentados sin y con extracto de

coliflor (promedio (n° huevos/gusano) + desviacion estandar (barras de error)).

La figura VI.1.4 representa la puesta promedio de huevos por cada C. elegans
hasta el final de su vida en las distintas condiciones del estudio. Segun la
prueba t-student, los nematodos que se han alimentado en un medio NGM sin

suplementar con extracto de coliflor pusieron mas huevos que aquellos
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alimentados con extracto de coliflor, por lo que podria indicar un impacto

negativo en la puesta de huevos de los nematodos expuestos al extracto (p <
0,05).

Se han publicado estudios de la puesta de huevos de C. elegans expuesto a
polifenoles de la coliflor como catequina, quercetina y rutina. En el trabajo de
Arroyo-Lopez (2020), tanto la quercetina como la rutina aumentaron la
capacidad reproductiva, expresada como incremento en el nimero de huevos.
Por el contrario, la catequina, disminuyé un 15% el nimero de huevos puestos
por el nematodo respecto al control, mientras que otros autores han publicado
una ausencia del efecto de dicha sustancia a concentraciones de 200 UM (Saul et
al., 2009; Surco-Laos et al., 2012).

La presencia de extracto de coliflor en el medio de alimentacion aumenta la
supervivencia del nematodo para cada intervalo de tiempo estudiado. Estos
resultados parecen indicar que el extracto de coliflor, en las condiciones del
estudio, no tiene un efecto dafiino para el nematodo, es mas, parece que mejora
la calidad de vida de la poblacién de nematodos estudiada ain cuando afecta
a la reproduccion. En consecuencia, es factible utilizar C. elegans en estudios de
capacidad antimicrobiana del extracto de coliflor sobre Salmonella, utilizando

asi el nematodo como organismo modelo en estudios de infeccion.

VI1.1.2.2 Efecto de soluciones de quitosano de crustaceo e
insecto al 0,15 % (p/v) en la supervivencia,
esperanza de vida y pauta de puesta de huevos de

C. elegans

De igual manera que en el caso del extracto de coliflor se estudio el efecto del

quitosano de insecto y crusticeo sobre C. elegans a una concentracion que se
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considera antimicrobiana (0,15%) in vitro (Fernandes et al., 2008; Honarkar
y Barikani, 2009; No et al., 2002; Vilar Junior et al., 2016). La figura VI.1.5
muestra las curvas de supervivencia donde se recoge el efecto de soluciones de

quitosano al 0,15% sobre las distintas poblaciones de C. elegans.
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EC: C. elegans en medio NGM alimentados con E. coli OP50

EC-AC: C. elegans alimentados con E. coli OP50 en placas de NGM con &cido acético

EC-AC-QC: C. elegans alimentados con E. coli OP50 en placas de NGM con solucion de quitosano de
crustaceo al 0,15 % (p/v) disuelto en &cido acético

EC-AC-QI: C. elegans alimentados con E. coli OP50 en placas de NGM con solucién de quitosano de
insecto al 0,15 % (p/v) disuelto en &cido acético

Figura VI1.1.5. Curvas de supervivencia de C. elegans alimentados en los distintos medios
empleados en el estudio con quitosano. Cada punto representa el promedio de la fraccion de

nematodos vivos a ese tiempo * desviacion estandar (barras de error)).

En términos generales, la figura VI1.1.5 muestra que el nimero de nematodos
gue mueren por intervalo de tiempo es mayor cuando se alimentan en un medio
que contiene quitosano en comparacion con aquellos que se alimentan en

ausencia de quitosano. Si se examinan con detalle las curvas de supervivencia
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parece que el quitosano de insecto es mas nocivo para C. elegans que el

quitosano de crustaceo, al menos hasta el dia 9 de vida.

No obstante, entre los grupos tratados con quitosano, el nimero de gusanos que
sobrevive por intervalo de tiempo fue similar a partir del dia 11
independientemente de la fuente de quitosano. La poblacién alimentada con
quitosano de insecto (EC-AC-QI) sobrevivié Unicamente hasta el dia 18,
seguida del grupo alimentado con quitosano de crustaceo (EC-AC-QC) y de los
controles sin acidificar (EC) y acidificado (EC-AC). Por consiguiente, parece
gue la adicibn de quitosano a concentraciones que se consideran
antimicrobianas, independientemente de su origen, reduce la supervivencia de
C. elegans, es decir, el quitosano a la concentracion empleada tiene un efecto
nocivo sobre C. elegans.

Los datos de supervivencia se analizaron mediante el método de Kaplan Meier
por intervalos, obteniéndose las funciones estimadas de supervivencia, las
funciones estimadas de riesgo acumulado y los percentiles estimados para la

distribucion de supervivencia.

En la figura VI.1.6 se representan las probabilidades de supervivencia mediante
las funciones estimadas de supervivencia de C. elegans alimentado con

quitosano de crustaceo e insecto al 0,15% (p/v) frente a las otras poblaciones.
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Figura VI1.1.6. Funciones estimadas de supervivencia para las distintas poblaciones del estudio
con quitosano.

Las funciones estimadas de supervivencia obtenidas muestran una probabilidad
de supervivencia superior para los nematodos que no han estado expuestos a
cualquiera de los quitosanos. El test de Tarone-Ware realizado mediante
comparaciones por parejas de grupos reflej6 que, mientras que la
supervivencia de los grupos alimentados sin quitosano no  fue
significativamente diferente entre ellos (p = 0,310), si lo fue respecto a la
supervivencia de los nematodos alimentados con quitosano (p < 0,001).
Ademas, la supervivencia del grupo alimentado con quitosano de insecto fue
significativamente inferior a la del grupo alimentado con dicha sustancia
natural procedente de crustaceo (x2 = 15,7, grados de libertad =3, p < 0,001)
(Tabla VI.1.3).
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Tabla VI.1.3. Analisis comparativo de las funciones de supervivencia de los grupos considerados

en el estudio con quitosano.

ESTADISTICO  GRADOS DE P-
TEST TRATAMIENTOS ) U IBERTAD  VALOR*
EC-AC 23 0,127
EC EC-AC-QI 89,4 <0,001
EC-AC-QC 56,9 <0,001
Log- —
Rank EC-AC-QI 89,3 <0,001
EC-AC
EC-AC-QC 60,8 <0,001
EC-AC-QI | EC-AC-QC 11,7 0,001
EC-AC 06 0,449
EC EC-AC-QI 72,9 <0,001
EC-AC-QC 43,1 <0,001
Breslow —
EC-AC-QI 79,4 3 <0,001
EC-AC -
EC-AC-QC 47,9 <0,001
EC-AC-QI | EC-AC-QC 17,8 <0,001
EC-AC 1,0 0,310
EC EC-AC-QI 83,5 <0,001
Tarone. EC-AC-QC 51,8 <0,001
Ware EC-AC-QI 86,6 <0,001
EC-AC o
EC-AC-QC 55,2 <0,001
EC-AC-QI | EC-AC-QC 15,7 <0,001

*Las funciones de supervivencia de cada test fueron significativamente distintas si p < 0,05

La siguiente tabla (Tabla VV1.1.4) recoge los percentiles estimados para la

distribucion de supervivencia del nematodo.
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Tabla VI1.1.4. ANOVA vy test post-hoc HSD de Tukey para los valores de percentiles 75, 50 y 25
para la distribucion de supervivencia de C. elegans en distintos medios de alimentacién del
estudio con quitosano.

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

PERCENTIL (%) (DIAS + ERROR ESTANDAR)
EC EC-AC EC-AC-QI EC-AC-QC
75 59+14® 63x27° 1,8+04"  27+07®
50 11,0£1,0° 107£19° 3513 50+2,2°
25 142+20° 144+28  69+29° 78+13°

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p <0,05)

Tal como se observé en la figura VI.1.5, los nematodos alimentados en
ausencia de quitosano en el medio NGM sobrevivieron méas dias que aquellos
tratados con soluciones de quitosano al 0,15 % (p/v) para cada uno de los
percentiles estudiados (Tabla VI.1.4). El 75% de los nematodos sobrevivieron
mas dias en los medios control (5,9 dias) y control &cido (6,3 dias) que en los
grupos expuestos a quitosano de insecto (1,8 dias) 6 crustaceo (2,7 dias) aunque
no de manera significativa. Ademas, los nematodos alimentados con E. coli
OP50 en medio NGM con &cido acético (EC-AC) sobrevivieron 14,4 dias en el
percentil 25, siendo la poblacion mas longeva de entre las estudiadas, mientras
gue el 25% de los nematodos alimentados con soluciones de quitosano de

insecto y de crustaceo sobrevivieron 6,9y 7,8 dias respectivamente.
Si nos fijamos en el percentil 50 de la tabla V1.1.4, se observa que el 50% de la

poblacion de nematodos alimentados con quitosano de crustaceo sobrevivio

aproximadamente 5 dias. Esta tendencia se observo también en el estudio de
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Ma, Garrido-Maestu, Lee, et al. (2017), quienes estudiaron el posible efecto
toxico en C. elegans producido por microparticulas con 0,1 y 0,4% de
quitosano de diferente peso molecular (bajo peso molecular (LMWC) vy alto
peso molecular (HMWC)) elaboradas con sulfato de sodio (SS) y tripolifosfato
de sodio (TPP). La esperanza de vida disminuy6 cuando los nematodos se
trataron con LMWC-SS y HMWC-TPP en comparacion con el control,
resultando en una mayor mortalidad para el grupo tratado con LMWC-SS.

Por otro lado, la figura VI.1.7 muestra las funciones estimadas de riesgo

acumulado de C. elegans alimentados en cada uno de los tratamientos del

estudio con quitosano al 0,15% (p/v).

Funciones de riesgo
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FiguraV1.1.7. Funciones estimadas de riesgo acumulado de las poblaciones del estudio con

quitosano.

Como se puede observar, la poblacion expuesta a un medio con quitosano tuvo
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un mayor riesgo de muerte respecto a las poblaciones alimentadas con un
medio sin quitosano. Se demostr6 que la velocidad de muerte a partir del dia 16
para los nematodos del grupo control sin acidificar (EC) fue mayor que la
velocidad de muerte para los nematodos del grupo control acidificado (EC-
AC). EI maximo incremento del riesgo de mortalidad tuvo lugar el dia 21 para
el grupo EC-AC, lo cual coincide con el periodo en el que los gusanos estan
mas proximos al final de su vida, senescencia. En relacion a las poblaciones
expuestas a quitosano, el maximo riesgo de mortalidad se alcanzo el dia 14 para

los grupos tratados con quitosano de insecto y crustaceo.

Adicionalmente al estudio de supervivencia de C. elegans, en la presente tesis
se estudio el efecto de los dos quitosanos sobre la pauta de puesta de huevos por
nematodo (Figura VI.1.8).
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Figura V1.1.8. Promedio de la puesta de huevos de C. elegans en diferentes sustratos del estudio

con quitosano (promedio (n°® huevos/gusano) + desviacion estandar (barras de error)).

La figura V1.1.8 muestra el promedio de huevos puestos por nematodo en cada

grupo de poblacién en estudio. Se han observado diferencias significativas
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entre todas las poblaciones analizadas (p < 0,05). EI nimero de huevos puestos
por los nematodos alimentados con E. coli OP50 (EC) fue significativamente
superior a los puestos por las otras poblaciones conteniendo acido acético (p <
0,05) solo, o quitosano de insecto o quitosano de crustaceo. El resultado parece
indicar que el acido acético podria afectar negativamente la puesta de huevos

de C. elegans.

Es importante destacar el impacto negativo que tiene el quitosano sobre la
puesta de huevos de los nematodos. EI nimero de huevos puestos por los
nematodos se redujo en gran medida al exponerse estos a los medios con
quitosano. En concreto, el nimero de huevos por gusano en el grupo expuesto
a E. coli OP50 con adicién de 0,15% (v/v) de quitosano de crustaceo fue
aproximadamente de 66 mientras que los huevos puestos por gusano en un
medio conteniendo 4cido acético fue de 116. En el caso del quitosano de
insecto también hubo una reduccion en la puesta de huevos por gusano, siendo
de 15 huevos por gusano frente a los 66 que pusieron en un medio conteniendo
guitosano de crustidceo. Este efecto sobre la puesta de huevos podria estar
relacionado con una acciéon del quitosano en algin nivel del sistema de
produccién, maduracion o deposicion de los huevos. Podria ser un efecto a
nivel bioquimico o meramente fisioldgico, por ejemplo inflamacion de la
vulva, lo que hace que los huevos se retengan en el conducto tal como ocurre
con los gusanos infectados con Listeria monocytogenes (Silva et al., 2015). El
efecto del quitosano en la puesta de huevos no es un hecho extrafio en la
naturaleza. Se ha descrito en la bibliografia cientifica que algunas sustancias
naturales inocuas para el ser humano, por ejemplo la miel, han mostrado un
efecto nocivo sobre C. elegans caracterizado por una eclosion interna de los
huevos cuando los nematodos se expusieron a concentraciones de 3-6% de miel
durante 48 horas (Sajid y Azim, 2012). En el estudio de Sajid y Azim (2012) se

observo que la incubacion de C. elegans durante 24 horas con 0,03% y 0,1%
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de miel natural produjeron interferencias en la puesta de huevos, produciéndose
una reduccidén en la puesta de huevos del 60%, llevando a inhibirse con una
exposicion del 6% de miel. En nuestro estudio, el porcentaje de reduccién en la
puesta de huevos de la poblacién alimentada tratada con quitosano de crustaceo
respecto al grupo control EC fue del 67,3%, similar al del estudio de Sajid y
Azim (2012) en miel. Ademas estos autores indicaron que la puesta de huevos
de nematodos expuestos a 0,1 y 0,3% de miel artificial (D-fructosa, D-glucosa,
maltosa y sacarosa en agua desionizada) se increment6 (110 huevos por
gusano) respecto al control (100 huevos por gusano) para posteriormente caer
hasta un nivel del 90-75% cuando se expusieron a concentraciones del 1% al
6% de miel (Sajid y Azim, 2012). En la presente tesis, el estudio de la puesta de
huevos de C. elegans expuesto a quitosano de insecto al 0,15% dié como
resultado valores similares a los mencionados por Sajid y Azim (2012), con

reduccion de la puesta de huevos en un 92,5%.

En resumen, se podria decir que las soluciones de quitosano tienen un efecto
negativo sobre la supervivencia de C. elegans, ademas de afectar en la puesta de
huevos, siendo dichos efectos mas pronunciados en la poblacién alimentada con
quitosano de insecto. El quitosano a estas concentraciones con fuerte capacidad
antimicrobiana para algunos microorgansimos podria estar ejerciendo un efecto
nocivo sobre el nematodo. Existen estudios que destacan que a determinadas
concentraciones, el quitosano se puede considerar nematicida (MAM et al.,
2019). Maés especificamente, se conoce que los antihelminticos afectan a

C. elegans via digestiva 0 a través de la cuticula (Holden-Dye yWalker, 2014).

Segun estudios in vitro, la concentracion de quitosano considerada
antimicrobiana depende del microorganismo y otros factores, oscilando la

concentracién minima inhibitoria entre 0,08 y > 0,1% para microorganismos
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como E. coli, S. Typhimurium y L. monocytogenes dependiendo del peso
molecular (Liu et al., 2006; No et al., 2002), y del 1-2% en envases para
alimentos en forma de disolucion en &cido acético o en forma de peliculas (Hu,
2018).

En el presente estudio, se eligié una concentracion de quitosano lo mas baja
posible para que ejerciera su efecto antimicrobiano en microorganismos que
infectan C. elegans y evitar la posibilidad de que fuera nocivo para el
nematodo. Finalmente, conviene hacer la siguiente reflexion. La quitina y el
quitosano de crustaceo se consideran inocuos para el ser humano por lo que se
podrian considerar sustancias GRAS (Center for Food Safety and Applied
Nutrition, 2019; Ochoa Yepes et al., 2018), sin embargo, Stoffolano et al.
(2020) encontraron que la longevidad de individuos adultos de Musca
domestica L., Tabanus nigrovittatus Macquart y Phormia regina se redujo tras
ser alimentados con una solucion al 2% de quitosano de bajo peso molecular
disuelto en écido ascorbico al 2% y sacarosa al 10% frente al grupo control
(acido ascérbico al 2% con sacarosa al 10%). Este comportamiento podria estar
relacionado con la concentracion y el peso corporal de los individuos, de tal
manera que, la cantidad ingerida de solucion de quitosano para el peso de cada
organismo podria estar influyendo en el efecto nocivo. Por ejemplo, se conoce
gue Musca domestica L. llega a pesar entre 17-24 mg (Busvine, 1965) y
Phormia regina alrededor de 60 mg (Brust y Fraenkel, 1955), mientras que el
peso humedo de C. elegans es de 1 pg (Muschiol et al., 2009). Esto indica
que C. elegans es aproximadamente 1000 veces menos pesado que los insectos
mencionados, y esto unido a que la concentracion de quitosano administrada es
aproximadamente s6lo 10 veces menor (0,15%) respecto a la empleada para los
insectos (2%), podria ser un condicionante mas que justificara la menor
supervivencia del nematodo. En resumen, se podria decir que la inocuidad del

quitosano a las concentraciones necesarias para que ejerza su actividad
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antimicrobiana podria depender del peso corporal de cada ser vivo. Los
resultados del presente estudio, en los que se ha observado un efecto negativo
dedicha concentracion de ambos quitosanos sobre la esperanza de vida de
C. elegans, hace que no se puedan realizar los estudios para determinar su
efecto antimicrobiano in vivo por lo que se recurriré a realizar estudios in vitro

para distintos microorganismos patogenos, niveles de pH y de indculo.

VI.1.2.3 Efecto de soluciones de espirulina al 0,1 %
(p/v) en la esperanza de vida, supervivencia y

puesta de huevos de C. elegans

Siguiendo con los estudios tendentes a dilucidar la naturaleza del efecto de
algunos compuestos naturales sobre C. elegans, se estudié el efecto de un
extracto de espirulina en la supervivencia, esperanza de vida y puesta de huevos
del nematodo. La figura VI.1.9 muestra la fraccién de supervivientes de

C. elegans alimentados en los diferentes medios considerados en este estudio.
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EC-SP: C. elegans en medio NGM con extracto de espirulina al 0,1% (p/v) y alimentados
con E. coli OP50

Figura VI1.1.9. Curvas de supervivencia de C. elegans alimentados en los distintos medios
empleados en el estudio con extracto de espirulina. Cada punto representa el promedio de la

fraccion de nematodos vivos a ese tiempo + desviacion estandar (barras de error)).

Como se puede ver en la figura VI.1.9, la esperanza de vida del nematodo es
similar en los medios de alimentacion. Sin embargo, la fraccion de nematodos
que mueren por intervalo de tiempo entre los dias 2 y 18 es mayor para aquellos
alimentados con E. coli OP50 que la observada para aquellos alimentados con
un medio de E. coli OP50 con espirulina. Este resultado esta en la linea del
obtenido cuando se alimentaron con un extracto de coliflor. Asi, la espirulina
parece ejercer un efecto positivo en la vida del nematodo. En algunos trabajos
se ha descrito la capacidad antioxidante de Spirulina y su efecto beneficioso

para los organismos vivos (Brito et al., 2020), asi que esta podria ser una
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explicacion para tal comportamiento. Los datos de supervivencia se analizaron
mediante el método de Kaplan Meier por intervalos, con objeto de obtener los
percentiles estimados para la distribucién de supervivencia de los nematodos.
La figura V1.1.10 muestra las funciones estimadas de supervivencia para los

nematodos alimentados en presencia y ausencia del extracto de espirulina.

Funciones de supervivencia

0,8

0,6

1 EC
- SP

0,4

Supervivencia acumulada

0,2

0,0

Tiempo (dias)

Figura VI1.1.10. Funciones estimadas de supervivencia de los grupos del estudio con extracto de

espirulina.

La figura VI.1.10 refleja una mayor probabilidad de supervivencia de los
nematodos alimentados en medio NGM suplementado con extracto de
espirulina (EC-SP) respecto al grupo control (EC), desde el dia 2 hasta el final
del seguimiento. A pesar de esto, la esperanza de vida para los nematodos de
ambos grupos de estudio fue de 21 dias, siendo el dia 14 el momento en el

que tuvo lugar una reduccion mayoritaria de las poblaciones estudiadas
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independientemente del tratamiento. Esta diferencia entre las funciones de
supervivencia de ambos tratamientos demostré ser significativa mediante el test
de Tarone-Ware (x2 = 30,4, grados de libertad = 1, p < 0,001) (Tabla VI1.1.5).

Tabla VI.1.5. Andlisis comparativo de las funciones de supervivencia de los grupos

considerados en el estudio con espirulina.

TEST  ESTADISTICO () GRADOSDE  p.ya| OR*

LIBERTAD
Log-Rank 26,8 1 < 0,001
Breslow 32,4 1 < 0,001
Tarone-Ware 30,4 1 < 0,001

*Las funciones de supervivencia de cada test fueron significativamente distintas si p <0,05

Los percentiles estimados para la distribucion de supervivencia de C. elegans

deducidos del analisis de Kaplan Meier se resumen en la tabla V1.1.6.
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Tabla VI1.1.6. Prueba t-student para los valores de percentiles estimados para la distribucion de

supervivencia de C. elegans en los diferentes medios de alimentacion del estudio con espirulina.

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA

PERCENTIL (%) (DIAS + ERROR ESTANDAR)
EC EC-SP
75 5313 7,9+2,3
50 8,9+ 1,6° 12,3+1,9°
25 12,4 +2,4° 15522

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p <0,05).

Como se puede apreciar en la tabla VI.1.6, el porcentaje de nematodos que
sobreviven un determinado intervalo de tiempo fue mayor cuando se
alimentaron en el medio con extracto de espirulina con respecto a los que se
alimentaron en el medio conteniendo exclusivamente el césped de E. coli OP50
en ausencia de espirulina. EI 50% de los nematodos del grupo EC-SP
sobrevivieron un periodo de tiempo igual a 12,3 dias, mientras que de los
alimentados con E. coli OP50 (EC), el 50% de los gusanos sobrevivio 8,9 dias
(p <0,05).

Por otra parte, la figura VI1.1.11 muestra las funciones estimadas de riesgo
acumulado. En ella se puede apreciar que la mortalidad se incrementa
paulatinamente para ambos grupos de nematodos EC y EC-SP, vy, a partir del
dia 11 se evidencia un incremento del riesgo de mortalidad, més pronunciado
que los tiempos anteriores, posiblemente debido a la propia senescencia de
C. elegans. En todo momento, los nematodos alimentados con el extracto de

espirulina (EC-SP) presentaron un menor riesgo de muerte comparados con su
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grupo (EC), lo cual es coherente con las probabilidades de supervivencia
reflejadas en las funciones estimadas de supervivencia (Figura V1.1.10). Estos
resultados parecen indicar que el extracto de espirulina puede influir
positivamente en la supervivencia de los nematodos reduciendo el nimero de

nematodos que mueren por intervalo de tiempo.

Funciones de riesgo

wn
f

-n EC
- SPp

Riesgo acumulado
w

Tiempo (dias)

Figura VI1.1.11. Funciones estimadas de riesgo acumulado de los grupos del estudio con extracto

de espirulina.

Otro parametro que siempre es de interés y en muchas ocasiones complementa
los resultados de supervivencia como indicador del efecto de determinados
compuestos naturales sobre C. elegans, es la pauta de puesta de huevos,
expresado como numero de huevos promedio que cada nematodo pone a lo

largo de su vida. Este analisis se puede apreciar en la figura V1.1.12.
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Figura VI1.1.12. Namero promedio de huevos por gusano a lo largo de su vida en el estudio con

espirulina (promedio (n° huevos/gusano) + desviacion estandar (barras de error)).

Como se puede observar en la figura VI.1.12, los gusanos alimentados en
E. coli OP50 pusieron mas huevos por individuo que aquellos alimentados con
E. coli OP50 suplementado con espirulina. Ademas, esta diferencia en el
nimero de huevos puestos por gusano en el medio de E. coli OP50 fue
estadisticamente significativa (p < 0,05), lo cual podria indicar un cierto efecto
de la espirulina en el sistema reproductor del gusano. Estos resultados
contrastan con las tendencias encontradas por Palacios-Gorba et al. (2020),
quienes alimentaron C. elegans con fucoidina procedente de algas de la clase
Phaeophyceae. Esta sustancia, presente en la pared celular de algas pardas, fue
capaz de aumentar ligeramente el nimero de huevos puestos por los nematodos
respecto a su grupo control alimentado exclusivamente con E. coli OP50. En
estos estudios con fucoidina, el éxito reproductivo, es decir, el nimero total de

huevos puestos por dia por los nematodos en cada grupo (125 gusanos/grupo)
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fue de 172 huevos para los nematodos alimentados con E. coli OP50 en
presencia de 100 pg/mL de fucoidina y de 155 huevos para los hematodos del
grupo control alimentados sélo con E. coli OP50. Cabe resaltar la existencia de
diferencias entre el presente estudio y el realizado por Palacios-Gorba et al.
(2020), en cuanto a las condiciones de crecimiento (25 °C) y una mayor
manipulaciéon (transferencia 3 veces/dia a placas con nuevo medio de
alimentacion), lo cual podria quiza propiciar la estimulacion reproductiva tal

como indicaron Cram (2015) y Voglis y Tavernarakis (2005).

El efecto positivo de las algas sobre la supervivencia de C. elegans observado
en la presente tesis ya se ha visto para otras algas distintas a la Spirulina. Se ha
observado que ciertos componentes de las algas rojas como la agarosa pueden
dar lugar a neoagaro-oligosacaridos mediante hidrélisis enzimatica que
producen un aumento en la esperanza de vida de C.elegans (C. Wu et al.,
2021). En concreto, el tratamiento de los nematodos con concentraciones entre
0,4 y 3,2 mM de neoagaroteatrosa produjo una mejoria en la supervivencia y en
la esperanza de vida, sobreviviendo hasta el dia 30 del estudio. Otros estudios
con pigmentos extraidos de cianobacterias apoyan esta misma tendencia, con
una supervivencia de 15 dias para la poblacién control llegando a 19,9 dias en
el caso de la poblacion expuesta a 100 pug/mL de ficoeritrina (Sonani, Singh,
Awasthi, et al., 2014).

En conclusién, el extracto de espirulina parece tener un impacto positivo
sobre la supervivencia de C. elegans a pesar de no observarse diferencias en
cuanto a la esperanza de vida respecto a la poblacion alimentada sin el extracto.
Sin embargo, la presencia del extracto de espirulina reduce el nimero de

huevos puestos por nematodo en comparacion con el grupo control.
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V1.1.3 Conclusiones

Las distintas sustancias naturales estudiadas afectaron en diferente medida a la
supervivencia de C. elegans.

La exposicion a extractos de subproductos de coliflor al 3% y de espirulina al
0,1% incrementaron de manera significativa la supervivencia de los nematodos
aunqgue la esperanza de vida no se vi6 afectada. Sin embargo, estos extractos
parecieron tener cierto efecto negativo en la puesta de huevos pues redujeron
significativamente el nimero de huevos puestos por nematodo respecto a la
puesta producida por su grupo control. Quiza seria interesante profundizar en

este comportamiento en un futuro.

Por el contrario, la supervivencia de los nematodos se vié comprometida en
presencia de quitosano de crustaceo 0 insecto al 0,15%, lo cual podria significar
un efecto negativo que va asociado a una disminucion significativa de la puesta

de huevos de C. elegans.
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Capitulo 2: Efecto antimicrobiano de quitosano frente a
E. coli O157:H7, L. monocytogenes y S. Typhimurium in

vitro

VI1.2.1 Introduccion

El quitosano es un producto natural obtenido de la desacetilacién de la quitina,
homopolisacarido estructural que ejerce una funcién protectora en artropodos
como crustéaceos e insectos estando presente tanto en estructuras externas como

internas.

Las propiedades fisicas y quimicas del quitosano varian, entre otros factores,
segun la fuente elegida y parte del cuerpo del animal, y en funcion de las
condiciones de procesado. A su vez, la capacidad antimicrobiana del quitosano
dependera de factores intrinsecos, como su peso molecular, fisicos, como
estado s6lido o en disolucion, y ambientales, como pH y temperatura, asi como
del tipo de microorganismo sobre el que tiene que actuar (Ma, Garrido-Maestu,
y Jeong, 2017).

En la actualidad, los crustaceos son considerados fuente mayoritaria de quitina.
No obstante, su disponibilidad esta sujeta al suministro estacional de recursos
marinos y su purificacion conlleva altos costes (largo tiempo, alta temperatura
y concentraciones de quimicos elevadas). De esta forma, los insectos, de fécil

obtencién, mantenimiento y menor contenido en materia inorganica, surgen
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como una potencial fuente de quitina adn por explorar (van den Broek y
Boeriu,2020).

Sin embargo, no existe informacion comparativa entre el quitosano de
crustaceo y de insecto en cuanto a su capacidad bioactiva, en concreto,
antimicrobiana. Partiendo de los resultados anteriores en los que se ha puesto
de manifiesto el efecto nocivo del quitosano, a la concentracion estudiada,
sobre C. elegans y que hace inviable los estudios in vivo, en este capitulo se
compara el efecto antimicrobiano in vitro de quitosano procedente de insecto
con quitosano de crustdceo a pH 5,0 y 6,2 frente a patégenos alimentarios
(Salmonella, E. coli y Listeria) inoculados en un medio de crecimiento a

concentraciones de 10° y 10° UFC/mL.
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VI1.2.2 Resultados y discusién

En este capitulo se determiné la capacidad antimicrobiana in vitro de quitosano
frente a E. coli, Salmonella y Listeria mediante estudios de inoculacién a
distintos tiempos de incubacién (0-49 h) y a 37 °C. En el estudio se incluyeron
controles sin acidificar, a pH neutro, asi como controles acidos con la finalidad
de conocer el efecto sobre el microorganismo debido Unicamente al &cido

acético, utilizado para acidificar y favorecer la disolucion del quitosano.

VI1.2.3 Efecto antimicrobiano de soluciones de quitosano
frente a E. coli

Las figuras VI1.2.1 A y B muestran los resultados del efecto del quitosano sobre
E. coli entre 0 y 49 horas de incubacion a 37 °C. Los resultados muestran el
logaritmo de la fraccion de supervivientes a tiempo t, calculada como el
cociente entre la concentracion de microorganismos a tiempo t respecto a la
inicialmente inoculada. De modo que, valores positivos del logaritmo de la
fraccion de supervivientes indican crecimiento del microorganismo durante la
incubacion, mientras que valores negativos de dicha fraccién indican muerte del

microorganismo.

Como se puede apreciar, para un nivel de indculo de 10° UFC/mL, la solucién
de &cido acético a pH 5,0 no ocasion6 una variacion significativa en el recuento
microbiano durante las 49 horas de incubacién (Figura VI1.2.1 A). Se observo
un resultado similar para el mismo medio inoculado con 10° UFC/mL (Figura
B). A pH 6,2, las células de E. coli crecieron hasta alcanzar la fase estacionaria
a las 8 horas de incubacion, posiblemente debido a que este pH es mas

favorable para el crecimiento del microorganismo (Figura VI.2.1 A). Para un
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tamafio de indculo de 10° UFC/mL se observé el mismo comportamiento
(Figura VI1.2.1 B).
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Figuras VI1.2.1. Evolucién de E. coli en diferentes sustratos con una contaminacion inicial de
10 UFC/mL (A) y 10° UFC/mL (B). Las barras de error representan la desviacién estandar

asociada a cada promedio.
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Cuando E. coli se incub6 a pH 5,0 en presencia de quitosano de crustaceo e
insecto, no se observd una variacion considerable en el recuento del
microorganismo (efecto bacteriostatico), aunque parece que hay un efecto
bactericida a partir de las 24 horas ligeramente mayor del quitosano de

crustaceo que de insecto (Figuras VI1.2.1 Ay VI1.2.1 B).

A pH 6,2, el efecto de la adicion de quitosano al medio produjo una
disminucién en el ndmero de células del patégeno que fue mayor en el
tratamiento con quitosano de crustdceo que con el de insecto. Sin embargo,
después de 8 horas de incubacion, se observd un incremento en el recuento
microbiano hasta las 49 horas de incubacion, alcanzando una concentracion de

microorganismo mayor que la concentracion inicial a tiempo 0.

En general, considerando ambos valores de pH, el comportamiento de E. coli
fue independiente del tamafio de indculo inicial, por lo que podria considerarse
que el tamafio de inéculo no afect6 el comportamiento microbiano a lo largo

del periodo de incubacion.

VI1.2.3.1. Efecto antimicrobiano de soluciones de

quitosano frente a L. monocytogenes

Las figuras VI1.2.2 A 'y B muestran los resultados sobre el efecto del quitosano

en Listeria monocytogenes para los dos niveles de inoculacién.

Como se puede apreciar, la solucion de acido acético a pH 5,0 produjo una
disminucién en el recuento microbiano durante el periodo de incubacion,
alcanzando reducciones logaritmicas mayores cuando la concentracién de
indculo fue de 10° UFC/mL (Figuras V1.2.2 A 'y VI.2.2 B). Este resultado

parece indicar un claro efecto bactericida del &cido acético a pH 5 frente a
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este microorganismo. Sin embargo, cuando las células de Listeria
monocytogenes se expusieron a acido acético a pH 6,2, crecieron alcanzando la
fase estacionaria después de 8 horas de incubacion. Los resultados indicaron
que no hubo efecto bactericida del &cido acético a pH 6,2.

Cuando las células de Listeria monocytogenes se expusieron a quitosano de
crustaceo en acido acético a pH 5,0, se observé una reduccion en el recuento de
células bacterianas a lo largo del periodo de incubacién con respecto al inculo
inicial, independientemente del tamafio de indculo. Aungue, el efecto
bactericida fue mayor en el medio inoculado con 10° UFC/mL (Figura V1.2.2
B)..

En cuanto al efecto del quitosano de crustaceo en &cido acético a pH 6,2 para el
tamafio de inculo de 10° UFC/mL, se observé una rapida reduccion en el
namero de células viables que se mantuvo al mismo nivel durante todo el
periodo de incubacidn. Esta disminucion en el recuento microbiano fue mayor
que a pH 5,0. Para el tamafio de indculo de 10° UFC/mL y pH 6,2, el resultado
fue similar aunque hubo una ligera reduccion del efecto antimicrobiano que

produjo un leve crecimiento en el nimero de células a la hora 49 de incubacion.

En relacion a la solucién de quitosano de insecto en acido acético, la tendencia
fue similar a la observada para el quitosano de crustaceo considerando ambos
tamafios de in6culo y valores de pH. Hubo una disminucién en el nimero de
células en relacién a la concentracién de indculo inicial. Sin embargo, de
acuerdo a los resultados que se pueden observar en las figuras VI.2.2 Ay
VI.2.2. B, la actividad antimicrobiana del quitosano de crustceo parece ser

mayor que la correspondiente en el caso del quitosano de insecto.
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Figuras V1.2.2. Evolucion de L. monocytogenes en diferentes sustratos con una contaminacion

inicial de 10° UFC/mL (A) y 10° UFC/mL (B). Las barras de error representan la desviacion

estandar asociada a cada promedio.
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VI1.2.3.2. Efecto antimicrobiano de soluciones de
quitosanofrente a S. Typhimurium

Los resultados de la evolucion de Salmonella Typhimurium en los diferentes
sustratos con un tamafio de in6culo inicial de 10% y 10° UFC/mL se muestran en
las figuras VI1.2.3 Ay VI.2.3 B respectivamente.

Como se puede ver en las figuras VI.2.3 A y B, para ambos tamafios de in6culo
se produce crecimiento celular en el sustrato de 4cido acético a valores de pH
de 5,0 y 6,2. Esto significa que el &cido acético a estos valores de pH no parece
tener un efecto bacteriostatico o bactericida frente a Salmonella Typhimiurium.

El quitosano de crustaceo en acido acético a pH 5,0 redujo la carga microbiana
a lo largo de las 49 horas de incubacién para ambos niveles de indculo inicial.
A pH 6,2, se observo una ligera disminucion del recuento de Salmonella
seguida de un periodo de latencia que dur6 aproximadamente 8 horas, momento
a partir del cual se produjo un aumento del niamero de células a las 24 y 49

horas independientemente del tamafio del inéculo.

El quitosano de insecto en acido acético a pH 5,0 y con un nivel de inoculacién
de 10° UFC/mL redujo el nimero de células viables a las 24 horas de
incubacion seguido de un ligero crecimiento a las 49 horas de incubacion. En el
caso del tamafio de inéculo de 10° UFC/mL, se observé una reduccion de
3 ciclos logaritmicos a las 24 horas de incubacion (Figura VI1.2.3 B). A pH 6,2
se observd una fase de latencia que se prolong6 hasta la hora 8 de incubacion,
seguida de un aumento en el nimero de células superando el nivel de
inoculacion inicial. Este comportamiento fue similar para ambas

concentraciones de indculo inicial.
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3 Acido acético pH 5,00 3 Quitosano de crusticeo pH 5,00 B Quitosano de insecto pH 5,00
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Figuras VI1.2.3. Evolucion de S. Typhimurium en diferentes sustratos con una contaminacion

inicial de 10° UFC/mL (A) y 10° UFC/mL (B). Las barras de error representan la desviacion

estandar asociada a cada promedio.
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VI1.2.3.3. Efecto  antimicrobiano de soluciones de
quitosano en E. coli, L. monocytogenes vy
S. Typhimurium tras 8 horas de incubacion

Las tablas VI.2.1, V122 y VIL23 muestran las concentraciones de
E. coli, L. monocytogenes y S. Typhimurium respectivamente después de 8
horas de incubacion en los diferentes medios de cultivo y concentraciones de
in6culo. La hora 8 de incubacion se considerd un buen punto de referencia para
la comparacion pues fue el momento en el que se alcanzé la fase estacionaria
en el control (blanco) a pH 7,0 y en medio de crecimiento con &cido acético a
pH 6,2 utilizado como control con fines comparativos.

La tabla V1.2.1 muestra los recuentos microbianos de E. coli después de 8 horas
de incubacién en los tratamientos control sin acidificar (blanco), control acido y
tratamientos con quitosano. De acuerdo a esa tabla, se encontraron diferencias
significativas (p < 0,05) en los recuentos bacterianos entre el control sin
acidificar y el resto de sustratos excepto para el nivel de inoculacién 10° y pH
6,2. Ademas, existieron diferencias significativas (p < 0,05) entre los recuentos
en los medios acido acético, quitosano de crustaceo y quitosano de insecto a pH
6,2, de tal forma que todos los tratamientos con quitosano redujeron la carga
microbiana a pH 6,2 en comparacion con los medios acido acético o controles
sin acidificar (p < 0,05). Ademas, a pH 6,2, el quitosano de crusticeo mostrd

mayor accidn bactericida que el quitosano de insecto.
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Tabla V1.2.1. Comportamiento de E. coli después de 8 horas de incubacién en diferentes

sustratos.
*L.0g19 (N/Ng) £ Desviacion estandar
Sustrato ~ . 6
o L 3 Tamano de inéculo 10
Tamario de in6culo 10° (UFC/mL) (UEC/mL)
Control A A
5,47 +0,08 3,31+0,02
(LB pH=7,0)
pH 5,0 pH 6,2 pH 5,0 pH 6,2
_ Control -0,11+0,13° 439+0,04° 20,09 + 0,00 ® 33440034
acido acético
Quitosano de -0,12 +0,05 ® 3,09+ 0,06 © -0,06+0,03 -3,3+0,08°
crustaceo
Quitosanode 17, oy 1,76+ 0,01 ° -0,07+0,02° -1,46 +0,05 ©

insecto

*Logs0 (N/No): El logso de la concentracién de microorganismo a un tiempo determinado (N) (UFC/mL) entre
el valor de la concentracién de microorganismo inicial (t = 0 h) (No) (UFC/mL).
ANOVA y test post-hoc HSD de Tukey (p < 0,05): valores con distinta letra indican diferencias significativas

por columnas. Los valores negativos indican inactivacion y los valores positivos indican crecimiento.

En cuanto a L. monocytogenes, la tabla VI1.2.2 muestra los recuentos
bacterianos tras 8 horas de incubacion en el control sin acidificar (blanco) y los
sustratos estudiados. El control de 4&cido acético a pH 5,0 redujo
significativamente el nimero de células bacterianas independientemente del
tamafio del indculo en comparacion con el control sin acidificar (blanco). De
manera similar al comportamiento de E. coli, los tratamientos con quitosano a
pH 6,2 mostraron mayores reducciones de células de Listeria que a pH 5,0,
alcanzandose la maxima reduccién con el quitosano de insecto a pH 6,2 para un

tamafio de inculo de 10° UFC/mL (-3,78 ciclos logaritmicos).
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Tabla VI.2.2. Comportamiento de L. monocytogenes después de 8 horas de incubacion en

diferentes sustratos.

*Log10 (N/Ng) + Desviacion estandar

Sustrato
Tamafio de indculo 10° (UFC/mL)  Tamafio de inéculo 10° (UFC/mL)
Control A A
427+0,03 2,98+ 0,02
(LB pH=7,0)
pH 5,0 pH 6,2 pH 5,0 pH 6,2
Control acido -0,37+0,02° 2.96+0,11° -0,11+0,02° 2,73+0,05°
acetico
Quitosano de -1,07+0,04 **\D -1,85+0,02° -3,48+0,06°
crustaceo
Quitosano de 1,28+0,06°¢ 1,73+0,07°¢ -0,01+0,05° 3,78+0,14°

insecto

*Logi0 (N/No): El logs de la concentracion de microorganismo a un tiempo determinado (N) (UFC/mL) entre
el valor de la concentracion de microorganismo inicial (t = 0 h) (No) (UFC/mL).
**ND=No detectable

ANOVA vy test post-hoc HSD de Tukey (p < 0,05): valores con distinta letra indican diferencias significativas

por columnas. Los valores negativos indican inactivacion y los valores positivos indican crecimiento.

En la tabla VI1.2.3 se muestran los recuentos bacterianos de Salmonella
Typhimurium tras 8 h de incubacidon en el control sin acidificar (blanco) y los
distintos sustratos estudiados. Como puede verse, en el control acido hubo un
aumento de los recuentos microbianos en los dos valores de pH y niveles de
in6culo. En cuanto a las células de Salmonella en los medios con quitosano, se
observaron pequefias reducciones en todos los casos, con diferencias
significativas (p < 0,05) entre ellas. Segiin se muestra en la tabla, la reduccion
en los recuentos de Salmonella parece que depende de la fuente de quitosano,
del pH y del nivel de inoculacion. En general, el quitosano de crustaceo fue
mas efectivo frente a Salmonella que el quitosano de insecto, excepto para un
tamafio de indculo de 10° UFC / mL y pH 6,2 (Tabla V1.2.3).
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Tabla VI1.2.3. Comportamiento de S. Typhimurium después de 8 horas de incubacion en

diferentes sustratos.

*Log1o (N/Ng) + Desviacion estandar

Sustrato

Tamario de indculo 10° Tamafio de inéculo 10°
(UFC/mL) (UFC/mL)
Control (LB pH=7,0) 4,47+0,06* 2,68 £0,05 "
pH 5,0 pH 6,2 pH 5,0 pH 6,2
Control acido acético 0,95+0,02° 4,42 +0,074 1,29+0,02°8 2,12+0,05°
Quitosano de crustaceo  -1,28+0,05° -0,57 0,01 -1,51+0,08 ® -0,02+0,11°¢
Quitosano de insecto -0,90£0,03 ¢ -0,04+0,078 -0,55+0,04 ¢ -0,22+0,02°

*Logs0 (N/No): El logi, de la concentracién de microorganismo a un tiempo determinado (N) (UFC/mL) entre
el valor de la concentracién de microorganismo inicial (t = 0 h) (No) (UFC/mL).
ANOVA vy test post-hoc HSD de Tukey (p < 0,05): valores con distinta letra indican diferencias significativas

por columnas. Los valores negativos indican inactivacion y los valores positivos indican crecimiento.

El efecto del quitosano como antimicrobiano en agricultura e industria
alimentaria ha despertado el interés de la comunidad cientifica y de la industria.
Allan, G. G. etal. (1984) ya estudiaron el efecto del quitosano en E. coli y
S.aureus. Sin embargo, recientemente, y como consecuencia del uso de
procedimientos de conservacion minimos, el interés por la capacidad
antimicrobiana de este compuesto obtenido de la quitina ha incrementado.Segun
estudios realizados por otros autores, la capacidad antimicrobiana del quitosano
se ve influida por varios factores intrinsecos (tipo de quitosano, peso molecular,
grado de desacetilacién, disolvente usado en la extraccién y concentracion) y
extrinsecos, como la especie de microorganismo, su estado fisiologico, pH,
temperatura, fuerza idnica, iones metalicos, la presencia de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) o de materia organica (Muzzarelli etal.,
1990; No et al., 2002; Rabea et al., 2003; Savard etal., 2002).
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Como se ha comentado anteriormente, uno de los factores que pueden influir en
la efectividad del quitosano como antimicrobiano es su origen. En el presente
trabajo se ha comparado el efecto antimicrobiano del quitosano de crustaceo e
insecto. Los resultados sefialaron diferencias entre la capacidad antimicrobiana
del quitosano procedente de ambas fuentes. En general, a las 49 horas de
incubacion, el quitosano de crustaceo a pH 5,0 mostr6 mayor capacidad
antimicrobiana que el quitosano de insecto, principalmente frente a Salmonella
donde el quitosano de crustaceo produjo mas de 4 ciclos logaritmicos de
reduccién mientras que el quitosano de insecto fue bacteriostatico o produjo
alrededor de un ciclo logaritmico de reduccién. Este mismo comportamiento se
observo en E. coli aunque las diferencias en cuanto al efecto antimicrobiano
fueron menores que en el caso de Salmonella. Algunos estudios previos han
indicado que el quitosano procedente de diferentes crustdceos puede tener
diferentes propiedades bioactivas, lo que podria explicar las diferencias
existentes entre el quitosano de crustaceo y de insecto, que son especies mas

separadas filogenéticamente.

El pH parece ser un factor que puede determinar el efecto antimicrobiano del
quitosano. A valores de pH bajos (acidos), el quitosano parece ser mas
antimicrobiano que a valores altos de pH (Jumaa et al., 2002; No etal., 2002;

Raafat, 2004; Tsai y Su, 1999).

G. H. Wang (1992) llevé a cabo un estudio sobre el efecto de diferentes
concentraciones de quitosano a dos valores de pH 6,5 y 5,5 en diferentes
microorganismos patdgenos incluyendo Salmonella Typhimurium, E. coli y
Listeria monocytogenes. El autor concluy6 que el quitosano a pH 6,5 tuvo un
efecto débil en los microorganismos patogenos; de hecho, no hubo inhibicion
de Listeria moncytogenes. A pH 5,5 hubo inhibicién de los microorganismos

entre las 24 y 72 horas de almacenamiento a 30 °C. Se concluy6 que el
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quitosano actua mejor a pH 5,5 que a pH 6,5. Mas recientemente, Giiciikkoglu
etal., (2016) también estudiaron la actividad antimicrobiana del quitosano de
diferentes pesos moleculares a varios valores de pH (pH 4, 4,5 y 5) en cepas de
L. monocytogenes. Los resultados indicaron que el valor de pH 5 mostré a las
24h de incubacion la mayor reduccion bacteriana independientemente del peso
molecular, exceptuando en dos de las cepas frente a las que el quitosano de
bajo peso molecular mostré un mayor efecto antimicrobiano a pH 4,5.

En el presente trabajo se ha observado que la influencia que pueda tener el pH
en el que se disuelven los dos quitosanos estudiados sobre la capacidad

antimicrobiana de estos parece depender del microorganismo.

La especie de microorganismo también parece jugar un papel importante en la
capacidad antimicrobiana del quitosano disuelto en un mismo nivel de pH
como se ha observado en el presente trabajo de tesis. Una explicacion podria
estar relacionada con diferencias en la membrana de los microorganismos.
Existen varias hipdtesis sobre el mecanismo antimicrobiano del quitosano. Las
interacciones ionicas entre las cargas positivas de los grupos amino y moléculas
negativas de la superficie de las bacterias en condiciones &cidas alteran la
permeabilidad de la membrana llevando a la lisis celular (Goy y Assis, 2014;
Rabea et al., 2003). Otro mecanismo podria estar relacionado con la interaccion

entre el quitosano y los nutrientes esenciales para las bacterias (Jia et al., 2001).

La concentracion inicial de microorganismo podria también afectar el efecto
bactericida del quitosano (Fernandes etal., 2008). Esos autores indicaron que
después de 4 horas de incubacion para un tamafio de indculo de 10°
UFC/mL, el quitosano fue bactericida a todas las concentraciones ensayadas;
mientras que para los niveles de indculo inicial mayores, la disolucion al 0,1%
(p/v) de quitosano sélo fue bacteriostatica. También concluyeron que,

independientemente de la concentracion inicial de microorganismo, la
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concentracion de 0,25% (p/v) de cualquier mezcla de quitooligosacaridos fue
suficiente para reducir la poblacion inicial de E. coli al menos 3 ciclos
logaritmicos. Sin embargo, segun los resultados de esta tesis, los datos no son
concluyentes en relacion con el efecto del tamafio de indculo porque varié en
funcién del pH y de la especie de microorganismo; en consecuencia no es
posible establecer que en todos los casos haya una actividad antimicrobiana

mayor en relacién a un determinado tamafio de indculo inicial.

VI1.2.4 Conclusiones

Ambos quitosanos, de crusticeo y de insecto, mostraron actividad
antimicrobiana, aunque en el caso de Salmonella, en general, el quitosano de
crustaceo fue mas activo que el quitosano de insecto. Sin embargo, serian
necesarios mas estudios de caracterizacion de ambos compuestos de quitosano

para interpretar estas diferencias.

El pH tiene un papel importante en la actividad antimicrobiana del quitosano,
pero no se pueden sacar conclusiones acerca de la influencia del tamafio de

indculo en el efecto antimicrobiano de los compuestos de quitosano estudiados.
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Capitulo 3: Efecto antimicrobiano de quitosano in vitro
combinado con tecnologia de altas presiones hidrostaticas

(HHP) frente a S. Typhimurium

VI1.3.1. Introduccién

En el capitulo 2 se concluy6 que el quitosano tiene capacidad antimicrobiana,
aunque limitada, frente a Salmonella Typhimurium en un medio a pH 6,2 ya
gue mostrd una tendencia ligeramente bactericida o bacteriostatica a la hora 8,
pero a las 49 horas de incubacion se produjo el crecimiento del microorganismo
alcanzando 2 ciclos logaritmicos en el caso del quitosano de crustaceo, y entre
2 y 5 ciclos logaritmicos en el caso del quitosano de insecto. En este sentido, la
aplicacién de tecnologia de barreras (quitosano combinado con altas presiones
hidrostaticas (HHP)) puede ser una buena estrategia para aumentar la eficacia
del tratamiento desde el punto de vista de la inactivacion microbiana frente a

Salmonella.

La tecnologia de altas presiones (HHP) ha mostrado su idoneidad como
tecnologia de conservacion con efectos minimos sobre las cualidades
nutricionales y sensoriales de los alimentos (Huang et al., 2020). También se
han publicado trabajos en los que se muestra su capacidad para combinarla con
antimicrobianos naturales con un efecto sinérgico muy interesante bajo el punto

de vista de la conservacion de los alimentos y su seguridad microbiolégica
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(GUnlu et al., 2014; Malinowska-Panczyk et al., 2009). Sin embargo, no
existe hasta el momento informacién relativa al efecto combinado de las HHP

con quitosano procedente de insecto.

Uno de los efectos no deseables de los procesos de inactivacion minimos,
incluidos los procesos combinados, es la produccién de células dafiadas
subletalmente. Estas pueden llegar a ser un riesgo emergente por su capacidad
de reparar el dafio y adquirir habilidades que no estan presentes en las células
originales o bien adaptarse a los procesos de conservaciéon. Por lo tanto, es
importante conocer y caracterizar el porcentaje de células dafiadas
subletalmente y su potencial de recuperacién para poder garantizar la seguridad
microbioldgica de un alimento tratado por esta combinacion de tecnologias.

En el presente capitulo de la tesis se plantea estudiar el efecto conjunto de un
tratamiento suave de HHP con una solucién de quitosano de insecto en
comparacion con el quitosano de crustaceo y el posible dafio subletal generado

como consecuencia del tratamiento.
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V1.3.2. Resultados y discusién

VI1.3.2.1. Efecto del quitosano de crustaceo y de insecto

frentea S. Typhimurium

Como se ha comentado en el capitulo anterior, a pH 6,2 y a una concentracion
de 0,15%, tanto quitosano de insecto como de crustaceo presentan un efecto
bacteriostatico, impidiendo el crecimiento de S. Typhimurium durante el
periodo de tiempo estudiado. Sin embargo, dichas condiciones no son capaces
de inactivar al patdgeno estudiado (no se aprecia efecto bactericida).

VI1.3.2.2. Efecto de alta presion hidrostatica (HHP)
sobre S. Typhimurium

Con objeto de disponer de una referencia para ver si existe algin efecto
sinérgico entre la alta presion y el quitosano de crustdceo o de insecto, las
células de Salmonella se sometieron a las siguientes condiciones de tratamiento
por alta presion hidrostatica: 300 y 450 MPa durante 2 minutos (estos son
tratamientos realmente suaves para lo que en general se viene aplicando en la
industria). Como era de esperar, los resultados indican que estos tratamientos
tuvieron un efecto limitado de inactivacion en cuanto al nimero de reducciones
decimales conseguidas tanto en el medio sin acidificar (C) como en medio
acidificado con acido acético (AC) (Tabla VI.3.1). No se observaron diferencias
significativas para ninguno de los tratamientos aplicados entre las muestras
control (C) y control &cido (AC), ni entre estas mismas muestras tratadas a las
distintas presiones (300 MPa y 450 MPa). Por lo tanto, los tratamientos de
presion elegidos no son capaces de inactivar S. Typhimurium nien la muestra

control (C) ni en el control acido (AC).
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Tabla VI.3.1. Inactivacion de S. Typhimurium como consecuencia del tratamiento por HHP,

expresado como log,, (Ni/No) + desviacion estandar en las diferentes matrices estudiadas.

*L.0g10 (Ni/Ng) £ Desviacién estandar

Tratamiento 300 MPa 2 min 450 MPa 2 min
C 0,19 +0,15 @» 0,16 + 0,05 @A

AC 0,18 0,14 @A 0,37 0,11 @A

QC 0,95 + 0,10 ®# 1,90 +0,23®®

Ql 2,22+0,53 " 4,10+0,33 ®

*Logio (Ni/No): El logy, de la concentracion inicial de S. Typhimurium (sin tratar con HHP) (Ni) (UFC/mL)
entre la concentracion de S. Typhimurium a tiempo 0 horas tras el tratamiento de 300 6 450 MPa (No)
(UFC/mL).

ANOVA y post-hoc HSD de Tukey (p < 0,05): las diferencias significativas entre cada tipo de muestra (C:
control a pH 7,3; AC: control &cido a pH 6,2; QC: quitosano de crustaceo; QIl: quitosano de insecto) se
indican en letras mindsculas por columnas para cada tratamiento, mientras que las diferencias significativas
entre cada tratamiento de altas presiones para una muestra determinada se indican con letras mayusculas por
filas para cada sustrato.
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Figuras V1.3.1. Curvas de crecimiento de S. Typhimurium en medio control (A) y control &cido (B) sin tratar por HHP, tratadas a 300 MPa (2
minutos), y a 450 MPa (2 minutos), durante 49 horas de incubacién a 37 °C. Cada circulo representa un valor promedio de Logio (N) + desviacion

estandar (barras de error) para cada tiempo, siendo N la concentracion de S. Typhimurium (UFC/mL) (ANOVA y post-hoc HSD de Tukey

(p=0,05)
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Las figuras VI.3.1 A y B muestran el crecimiento de S. Typhimurium en el
control (C) (Figura VI.3.1 A) y en el control &cido (AC) (Figura VI.3.1 B)
tratados con 300 MPa y 450 MPa en comparacién con la muestra sin tratar
durante 49 horas de incubacién a 37 °C. En ambos controles (C y AC) se
observa que la muestra tratada a 300 MPa 2 min tiene un crecimiento similar
a la muestra sin tratar, excepto a la hora 49 para el control AC. Sanz-Puig et al.
(2017) observaron también una tendencia similar para el grupo control (agua de
peptona) sin y con tratamiento de HHP (200 MPa durante 2 minutos) e
incubacion a 37 °C, produciéndose un crecimiento de S. Typhimurium de
aproximadamente 2 ciclos logaritmicos en tan s6lo 8 horas. Sin embargo, un
tratamiento de intensidad superior (450 MPa, 2 min) produce en ambas
muestras un aumento de la fase de latencia (3 horas para el control (C) y 6

horas para el control acido (AC).
VI1.3.2.3. Efecto combinado del quitosano y
alta  presion  hidrostatica  (HHP)  sobre

S. Typhimurium

El efecto combinado de las HHP y quitosano se puede apreciar en la figura
AyB.
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Figuras V1.3.2. Curvas de crecimiento de S. Typhimurium en medio con quitosano de crustaceo (A) y medio con quitosano de insecto (B) sin tratar
por HHP, tratadas a 300 MPa y a 450 MPa durante 49 horas de incubacién a 37 °C. Cada circulo representa un valor promedio de Log;o (N) +
desviacion estandar (barras de error) para cada tiempo, siendo N la concentracion de S. Typhimurium (UFC/mL). (ANOVA y post-hoc HSD de

Tukey (p < 0,05).
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Los tratamientos de alta presion sobre las muestras suplementadas con
quitosano produjeron reducciones decimales logaritmicas significativas (p <
0,05) en la poblacién de S. Typhimurium respecto a los controles (Tabla
VI.3.1). Cuando se aplicd una presion de 300 MPa durante 2 minutos en la
muestra de quitosano de crustaceo (QC), la poblacién microbiana se redujo en
0,95 ciclos, mientras que la presion en la muestra con quitosano de insecto
provocd una reduccion significativa mayor, de 2,22 ciclos logaritmicos. Las
reducciones logaritmicas fueron mayores a 450 MPa durante 2 minutos, 1,9
ciclos logaritmicos para la muestra con quitosano de crustaceo y de 4,10 ciclos

para la muestra de quitosano de insecto.

Cuando las muestras con quitosano (de crustaceo e insecto) tratadas a 300 MPa
se incubaron a 37 °C durante 49 horas, se puso de manifiesto un efecto
bacteriostatico del tratamiento combinado pues aunque se observé una
reduccion de la poblacion microbiana durante las primeras 6 horas de
incubacion, a la hora 49 se alcanz6 una concentracién de microorganismo
similar al inéculo inicial, de modo que dicho tratamiento retrasé el crecimiento

de Salmonella durante el estudio.

En el caso del tratamiento a 450 MPa, las muestras de quitosano de crustaceo
mostraron un efecto bacteriostatico similar al observado a 300 MPa. Sin
embargo, las muestras con quitosano de insecto sometidas a 450 MPa e
incubadas a 37 °C mostraron un comportamiento diferente a las muestras sin
tratar por HHP y tratadas a 300 MPa. Para las muestras con quitosano de
insecto se aprecid un efecto notablemente bactericida de casi 7 ciclos
logaritmicos respecto al inoculo inicial (Figura V1.3.2 B), lo que viene a
significar una inactivacion completa de S. Typhimurium. Estos resultados
sugieren un efecto sinérgico del tratamiento por altas presiones hidrostaticas en

combinacion con el quitosano de insecto, pues la aplicacion combinada de
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ambos tratamientos produjo una reduccién significativamente mayor que la

conseguida por la aplicacion de los tratamientos de manera individual.

El efecto conjunto de la alta presion hidrostatica y los antimicrobianos
naturales ha sido estudiado con anterioridad por otros autores. Sanz-Puig et al.
(2017) observaron reducciones de entre 4 y 5 ciclos logaritmicos en
S. Typhimurium que habia recibido un tratamiento por alta presion hidrostética
tras 5 horas de incubacién a 37 °C en medios suplementados con infusién de
mandarina & de coliflor. Los autores describieron un efecto sinérgico de la
sustancia natural y el tratamiento de alta presion hidrostatica. Oliveira et al.
(2019) estudiaron el efecto de acido ferulico (1 mM) 6 galico (10 mM), acidos
presentes de manera natural en frutas y granos, en combinacién con
tratamientos de presion sobre E. coli O157:H7. Sus resultados indicaron que no
habia un efecto adicional debido a la presencia de acido ferdlico en los medios
de crecimiento inoculados y tratados a 250 MPa (1-30 minutos). Sin embargo,
en el caso de la combinacion del tratamiento de presién con &cido galico
observaron una reduccién de 5 ciclos logaritmicos con respecto al control
tratado sélo con presién en tan solo 7,5 minutos de incubacion, por tanto, se
concluy6 que la presencia de acido galico en zumo de manzana tratado con 250

MPa aumentd la inactivacion de E. coli O157:H7.

S. Kumar et al. (2009) indicaron que el efecto bactericida conjunto puede
incrementarse al aumentar el nivel de presion. A pesar de estos resultados, no
siempre aparecen efectos sinérgicos al combinar antimicrobianos naturales y
altas presiones hidrostaticas, probablemente debido a que dicho efecto depende
del microorganismo, asi como del tipo, dosis y modo de accién de la sustancia

antimicrobiana (Berdejo et al, 2019; Bleoanca et al., 2016).

Los resultados del estudio también arrojan informacion importante en
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relacion al quitosano de insecto. Asi como en los estudios del efecto
antimicrobiano de los dos quitosanos del capitulo 2 dejaron claro que el
guitosano de crustaceo tenia en algunos casos mas capacidad antimicrobiana
gue el quitosano de insecto, al combinarlos con la alta presién, el quitosano de
insecto mostré una mayor actividad bactericida que el de crustaceo. El
resultado apoya el uso del quitosano en combinacion con la alta presion
hidrostatica para controlar Salmonella en alimentos. Dado que en general el
efecto de los tratamientos de conservacion depende en gran medida del
microorganismo, seria interesante seguir explorando esta via de tratamientos
combinados alta presion-quitosano de insecto, con otros microorganismos
patdgenos con objeto de caracterizar la naturaleza del efecto de dichos procesos

combinados de forma mas extensa.

VI1.3.2.4. Evaluacion de la poblacion celular dafiada
expuesta a quitosano y/o tratamientos de alta
presion hidrostatica (HHP)

La exposicién de S. Typhimurium a 0,15% de quitosano de insecto o de
crustaceo sin tratamiento de altas presiones hidrostaticas no produjo un nivel
apreciable de células dafiadas respecto al total de la poblacion que sobrevivi6 al
tratamiento (Figuras V1.3.3Ay VI1.3.3 B).
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Figuras V1.3.3. Concentraciéon de células dafiadas de S. Typhimurium expuestas a 0,15% de
quitosano de crustaceo (A) y quitosano de insecto (B) sin tratamiento de altas presiones. Las

barras de error representan la desviacion estandar asociada a cada promedio.

Después del tratamiento de 300 MPa durante 2 minutos, sélo la exposicién de
S. Typhimurium a quitosano de insecto mostr6 un nivel relevante de células
dafiadas, 2,06 y 1,80 ciclos logaritmicos a las 3 y 6 horas de incubacion
respectivamente (Figura V1.3.4). La mayoria de estas células dafiadas se

recuperaron a las 24 horas disminuyendo drasticamente su nimero.
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Figura V1.3.4. Andlisis de células dafiadas de S. Typhimurium tratadas a 300 MPa - 2 minutos

durante 49 horas de incubacion a 37 °C. A: control (blanco) a pH 7,3 £+ 0,2; B: control 4cido a pH
6,2 £ 0,2; C: 0,15% quitosano de crustaceo a pH 6,2 + 0,2; D: 0,15% quitosano de insecto a pH

6,2 +0,2). Las barras de error representan la desviacion estandar asociada a cada promedio.

Tras el tratamiento de 450 MPa durante 2 minutos, se observé una poblacion
importante de células dafiadas en el medio control &cido (Figura VI1.3.5). Esta
subpoblacion de células dafiadas de 0,80-1,19 ciclos se mantuvo durante al

menos las 6 primeras horas, coincidiendo con el incremento en la fase de

156



RESULTADOS

latencia descrito anteriormente, aungue practicamente las células dafiadas
desaparecieron a las 24 horas de incubacion. Esto sugiere que puede haber un
proceso de reparacion celular con el tiempo cuando las condiciones de

incubacioén son favorables.
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Figura V1.3.5. Andlisis de la poblacién de S. Typhimurium tratada a 450 MPa - 2 minutos
durante 49 horas de incubacion a 37 °C. A: control (blanco) a pH 7,3 + 0,2; B: control
acidoa pH 6,2 + 0,2; C: 0,15% quitosano de crustaceo a pH 6,2 + 0,2; D: 0,15%
quitosano de insecto a pH 6,2 + 0,2). Las barras de error representan la desviacion estandar

asociada a cada promedio.

157



RESULTADOS

Cuando las células de S. Typhimurium se inocularon en quitosano de
crustaceo y recibieron un tratamiento de 450 MPa durante 2 minutos, también
aparecié una pequefia proporcion de células dafiadas subletalmente, y como en
los casos anteriores, dichas células dafiadas se repararon practicamente tras 24
horas de incubacion. Sin embargo, cuando S. Typhimurium inoculada en
quitosano de insecto se tratd a 450 MPa durante 2 minutos, el dafio subletal fue
mayor (0,71 ciclos) a t = 0 horas. Esta poblacion no parece que se repare pues
desaparece a la vez que la poblacién de las células intactas durante el periodo de
almacenamiento. Este resultado refleja un cambio sustancial en el
comportamiento de estos procesos respecto al que se observé cuando el
tratamiento de alta presion se llevo a cabo a 300 MPa. Una explicacion para
este comportamiento podria estar relacionada con la intensidad del tratamiento,
asi, el dafio subletal es tan intenso que, a no ser que las células se pongan en un
medio favorable de recuperacion, no pueden reparar el dafio en la presencia de
quitosano de insecto. Una vez mas se observa el comportamiento diferente del
quitosano de insecto respecto al de crustaceo en presencia de la alta presidn
hidrostatica, principalmente a los tratamientos con alta presién hidrostatica mas
intensos. ElI comportamiento observado después del tratamiento a 450 MPa es
muy similar al indicado por Sanz-Puig et al. (2017). En este trabajo, se puso de
manifiesto que las células de S. Typhimurium dafiadas por el tratamiento con

alta presion terminaron muriendo en el medio que contenia extractos vegetales.

V1.3.3. Conclusiones

El tratamiento de presién de 300 MPa 2 min no tuvo efecto ni bactericida ni
bacteriostatico en ausencia de quitosano (control y control &cido), mientras que
el incremento de la intensidad del tratamiento hasta 450 MPa alarg6 la duracion
de las fase de latencia (3 y 6 horas para control y control &cido

respectivamente).
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El mismo tratamiento de 300 MPa en presencia de quitosano de insecto o
crustaceo produjo un efecto bacteriostatico, impidiendo el crecimiento durante
las 49h que durd el estudio, mientras que un incremento de la intensidad del
tratamiento hasta 450 MPa en presencia de quitosano de insecto tuvo un efecto

bactericida inactivando hasta 7 ciclos logaritmicos de S. Typhimurium.

Estos tratamientos combinados producen dafio celular aunque en el caso del
tratamiento a 450 MPa en el medio conteniendo quitosano de insecto, esas

células dafiadas no pudieron reparar el dafio y finalmente murieron.

La combinacion de un tratamiento suave de HHP (450 MPa, 2 min) en
presencia de una solucion de quitosano de insecto (0,15%) se postula como una
buena alternativa para la conservacion de alimentos minimamente

procesados.
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Capitulo 4: Efecto antimicrobiano de espirulina frente a

S. Typhimurium in vivo

VI1.4.1 Introduccién

La mayoria de los trabajos en los que se estudia el efecto antimicrobiano de
sustancias naturales se llevan a cabo in vitro pues es la situacion méas sencilla
cuando se desea llevar a cabo un trabajo prospectivo. Sin embargo, en muchas
ocasiones interesa saber el efecto que tiene el antimicrobiano en el intestino de
las personas o animales (in vivo), efecto que puede ser diferente al que presenta
in vitro. Este conocimiento puede ayudar a formular diferentes tipos de

alimentos, para humanos y para animales de granja.

Como se indicé en el capitulo 1, es necesario disponer de un organismo modelo
para un antimicrobiano en concreto y patdgeno. En este sentido, C. elegans
se ha utilizado en diferentes estudios de infeccidn por patégenos en los que se
puede ver el efecto del microorganismo sobre su esperanza de vida (Aballay et
al., 2000; Labrousse et al., 2000).

En el capitulo 1 de la presente tesis se concluyd que el extracto de espirulina,
en la concentracion estudiada ejercid cierto efecto positivo sobre su
supervivencia. En este capitulo se investiga el efecto potencial que dicha
sustancia natural pudiera tener sobre la supervivencia del nematodo infectado

con S. Typhimurium asi como en la concentracion de Salmonella en su
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intestino.
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VI1.4.2 Resultados y discusion

Vi4.2.1 Efecto del extracto de espirulina sobre la
supervivencia y esperanza de vida de C. elegans

infectados

La supervivencia del nematodo infectado en presencia 0 ausencia del extracto

de espirulina se puede apreciar en la figura VI1.4.1.
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EC: C. elegans en medio NGM alimentados con E. coli OP50
ST: C. elegans en medio NGM infectados con Salmonella Typhimurium

ST-SP: C. elegans en medio NGM con extracto de espirulina al 0,1% (p/v)
infectados con Salmonella Typhimurium

Figura VI1.4.1. Curvas de supervivencia para C. elegans con diferentes medios de

alimentacion empleados en el estudio de infeccién con S. Typhimurium tratada con extracto

de espirulina. Cada punto representa el promedio de la fraccion de nematodos vivos a ese

tiempo + desviacion estandar (barras de error)).
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Tal como se puede ver en la figura V1.4.1, infectar al nematodo con Salmonella
influy6 en el nimero de gusanos que mueren por intervalo de tiempo a partir
del dia 14 en adelante, coincidiendo con el periodo de senescencia de los
nematodos. Este comportamiento parece indicar que existe infeccion del
nematodo por Salmonella y que los mecanismos de defensa del nematodo no
son suficientes para combatir la enfermedad sobre todo cuando el nematodo
envejece, con un posible deterioro del sistema inmunitario que se aloja
alrededor del tracto digestivo. Es importante tener en cuenta que el efecto de la
infeccion por Salmonella coincide préacticamente con la mitad de la
esperanza de vida del nematodo, que es, bajo circunstancias normales, de

aproximadamente 20 dias.

Si comparamos la supervivencia de C. elegans mantenido en el medio con
Salmonella con la supervivencia del nematodo mantenido en medio con
Salmonella y espirulina, no se aprecié ningin efecto positivo en la
supervivencia del nematodo como consecuencia de la presencia de espirulina
en el medio de alimentacion. De acuerdo a estos resultados, se podria concluir
que la espirulina no tiene capacidad antimicrobiana in vivo frente a Salmonella,
0 que si la tiene, no es capaz de incentivar al sistema inmunolégico del
nematodo para reaccionar frente a la infeccion por Salmonella y aumentar su

supervivencia.
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Funciones de supervivencia
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Figura V1.4.2. Funciones estimadas de supervivencia de los grupos del estudio de infeccion con
S. Typhimurium tratada con extracto de espirulina.

Las funciones estimadas de supervivencia representada en la figura VI1.4.2
muestran una probabilidad de supervivencia mayor para la poblacion
alimentada con E. coli OP50 en comparacion con el resto de grupos en el dia
14 del estudio, lo cual indica, al igual que en la figura VI1.4.1, que la infeccion
por Salmonella afecta negativamente a la supervivencia de C. elegans, siendo
este efecto méas pronunciado a partir del dia 14 para ambas poblaciones
alimentadas con Salmonella. El test de Tarone-Ware demuestra que dichas
diferencias entre los grupos sin infectar (EC) e infectados son significativas
(p< 0,001), sin embargo, los grupos infectados no se muestran
significativamente diferentes (x2 = 1,4, grados de libertad = 2, p -
valor =0,238) (Tabla V1.4.1)
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Tabla VI1.4.1. Andlisis comparativo de las funciones de supervivencia de los grupos

considerados en el estudio de infeccion y tratamiento con extracto de espirulina.

: GRADOS
TEST  TRATAMIENTOS ESTA& ISTICO ™" b v AE'OR*
) LIBERTAD
ST 34,0 < 0,001
. EC
0g- ST-SP 37,5 < 0,001
Rank
ST ST-SP 14 0,231
ST 137 < 0,001
EC I
Breslow ST-SP 17,7 2 < 0,001
ST ST-SP 13 0,255
ST 22.2 < 0,001
. EC
arone- ST-SP 26,3 < 0,001
Ware
ST ST-SP 14 0,238

*Las funciones de supervivencia de cada test fueron significativamente distintas si p <0,05

La informacion relativa a los percentiles estimados de la distribucion de

supervivencia de los nematodos viene recogida en la tabla V1.4.2.
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Tabla VI1.4.2. ANOVA vy test post-hoc HSD de Tukey para los valores de percentiles estimados para la
distribucion de supervivencia de C. elegans en los diferentes medios de alimentacion empleados en el

estudio de infeccion y tratamiento con extracto de espirulina.

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
(DIAS + ERROR ESTANDAR)

PERCENTIL (%)
EC ST ST-SP
75 7,4 +3,5° 8,5+2,0° 7,2 +2,0°
50 14,8+15° 13,1+1,2° 12,2+14°
25 17,9+13° 158+ 1,2° 154+ 1,2°

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p <0,05).

La tabla V1.4.2 refleja que el 50% de la poblacién alimentada con E. coli OP50
sobrevivié significativamente mas tiempo (14,8 dias) que la poblacion
infectada (ST) (13,1 dias) y la poblacion infectada y alimentada con extracto de
espirulina (ST-SP) (12,2 dias).
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Funciones de riesgo
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Figura V1.4.3. Funciones estimadas de riesgo acumulado de los grupos del estudio de

infeccion con S. Typhimurium tratada con extracto de espirulina.

Las funciones estimadas de riesgo acumulado (Figura VI1.4.3) muestran un
riesgo de muerte similar para todas las poblaciones del estudio hasta el dia 11,
momento a partir del cual la mortalidad de los nematodos infectados aumenta a

lo largo del tiempo respecto a la muestra control.

En resumen, parece que el extracto de espirulina en el medio de alimentacion
de C. elegans infectados con Salmonella Typhimurium no afecta a Salmonella
Yy, por consiguiente, no mitiga su efecto sobre la supervivencia ni longevidad

del nematodo.
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Estos resultados contrastan con los encontrados por Palacios-Gorba et al.
(2020), quienes demostraron una mejoria en la supervivencia de C. elegans
infectados con Helicobacter pylori cuando se alimentaron con fucoidina,
sustancia presente en las algas pardas. No obstante es preciso indicar que la
extension del efecto antimicrobiano de las sustancias depende del

microorganismo en particular.

A pesar de que no se haya detectado un efecto beneficioso de la espirulina en
los nematodos infectados con Salmonella, hay estudios in vitro en los que se
describe la capacidad antimicrobiana de algunas microalgas, entre ellas
Spirulina, debido a ciertos compuestos quimicos presentes en los extractos.
Mendiola et al. (2007) probaron extractos etandlicos de Spirulina platensis
frente a bacterias Gram positiva (Staphylococcus aureus), Gram negativa
(Escherichia coli), Candida albicans y Aspergillus niger, indicando que eran
efectivos frente a dichos microorganismos. Es posible que el extracto acuoso de
Spirulina, que ha sido utilizado en el presente trabajo, no posea actividad
antimicrobiana, o bien esta sea limitada debido al procedimiento de extraccion.
En este sentido, Al-Ghanayem (2017) estudié el efecto antimicrobiano de
extractos etandlicos, metanolicos y acuosos de Spirulina platensis frente a 4
tipos de bacterias Gram positivas y seis tipos de bacterias Gram negativas. El
autor encontrd que el extracto acuoso de Spirulina platensis no mostré ninguna
actividad antimicrobiana frente a los microorganismos estudiados, mientras que
el extracto metandlico fue el que tuvo la mayor actividad antimicrobiana
frente a dichos microorganismos, especialmente frente a bacterias Gram
positivas. Sin embargo, Abdo et al. (2012) estudiaron el efecto de extractos
alcohdlicos y acuosos de algas frente a diferentes microorganismos, y los
resultados obtenidos indicaron que ambos tipos de extractos de Spirulina
tuvieron una actividad inhibitoria detectable en los microorganismos

estudiados, incluyendo Salmonella. En definitiva, parece que no hay

171



RESULTADOS

conclusiones claras respecto al efecto antimicrobiano de los extractos acuosos

de Spirulina.

V01422 Efecto del extracto de espirulina en
S. Typhimurim en el tracto digestivo de
C. elegans

Teniendo en cuenta que los resultados de algunos trabajos de investigacién
parecen indicar que el extracto acuoso de Spirulina puede tener algun efecto
antimicrobiano, y apoyandonos en los resultados del capitulo 1 donde se
observd un efecto beneficioso de la espirulina en la supervivencia del
nematodo, se decidié profundizar en la investigacion tratando de dilucidar si la
espirulina puede tener alguna actividad antimicrobiana en el intestino del
nematodo infectado con Salmonella. Para ello se estudié como evoluciona la
concentracion microbiana de S. Typhimurium en el intestino del nematodo en

funcidn de que se alimente en un medio con o sin extracto de espirulina.

La figura VI1.4.4 muestra la evolucion de Salmonella en el intestino de
nematodos infectados a las 48 horas posteriores de la infeccion. Los recuentos
de Salmonella en el intestino de los nematodos se incrementaron en 0,40 ciclos
logaritmicos respecto al recuento inicial cuando se alimentaron en un medio que
no contenia el extracto acuoso de espirulina. El resultado indica que hay una
progresion natural de la infeccion. Sin embargo, los recuentos de Salmonella en
el intestino de los nematodos disminuyeron en 1,85 ciclos logaritmicos respecto
al recuento inicial en la poblacion de C. elegans infectadacon Salmonella y

alimentada con espirulina.
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Figura VI1.4.4. Evolucidn de la carga microbiana en el intestino del nematodo alimentado (barra
gris) y no alimentado (barra blanca) con espirulina a las 48 horas post-infeccién. Las barras de

error representan la desviacion estdndar asociada a cada promedio. Test t-student (p <0,05).

Los resultados de este capitulo sugieren que el extracto acuoso de espirulina
tiene un efecto a nivel del intestino del animal lo que permite reducir la
colonizacién intestinal en C. elegans a las 48 horas post-infeccion. El
mecanismo de este efecto es aln desconocido, quizd en el intestino del
nematodo existan componentes quimicos que favorezcan la accion de la
espirulina frente a Salmonella. En mamiferos, se conoce que la Spirulina
funciona como activador del sistema inmune, activando células T y B,
estimulando anticuerpos y citoquinas, acumulandose en tejidos donde se
encuentran células natural killer (NK) e incrementando la actividad fagocitica
de macrofagos (Q. Wu et al., 2016). La Spirulina también parece potenciar la

respuesta del sistema inmune en invertebrados, demostrado en el estudio de

173



RESULTADOS

Tayag et al. (2010), en el que se menciono6 que el extracto acuoso y caliente de
Spirulina mejord la respuesta inmune del crustaceo Litopenaeus vannamei,
incrementando la resistencia frente a la infeccion bacteriana. Es posible que se
produzca también una estimulacion del sistema inmunol6gico del nematodo
gue reacciona eliminando Salmonella, aunque no lo suficiente como para que se

refleje en la supervivencia como se indic anteriormente.

V1.4.3 Conclusiones

El efecto de extracto acuoso de espirulina en la supervivencia de C. elegans

infectados con S. Typhimurium no supuso una mejoria en su supervivencia.

Los estudios de lisis llevados a cabo para determinar el efecto antimicrobiano
en el intestino de C. elegans demuestran que, tras 48 horas de incubacion en
presencia del extracto, la concentracion del patdgeno en el tracto digestivo del
nematodo disminuyd. Con estos resultados se podria decir que C. elegans es un
buen modelo de infeccidn por patégenos alimentarios y para estudiar el efecto

gue determinados componentes naturales pueden tener sobre dicha infeccion.

Por otro lado, los resultados obtenidos en el estudio abren la puerta al posible
uso de estos extractos para el disefio de alimentos que tengan la propiedad de
controlar a ciertos microorganismos patdgenos a nivel intestinal, lo cual seria

muy interesante por ejemplo en alimentacion animal.
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Capitulo 5: Efecto antimicrobiano de Brassica oleracea

var. botrytis (coliflor) frente a S. Typhimurium in vivo

VI1.5.1 Introduccién

Siguiendo con los estudios de evaluacion de antimicrobianos naturales in vivo y
dado que C. elegans puede ser una buena herramienta para estudiar la infeccion
y el efecto de antimicrobianos como se desprende de los resultados del capitulo
anterior, en este capitulo se aborda el estudio del efecto antimicrobiano de un
extracto acuoso de coliflor a nivel de su posible efecto en la supervivencia y

esperanza de vida, y directamente en el intestino de C. elegans.

La eleccion del extracto acuoso de coliflor viene motivado por estudios previos
llevados a cabo por el grupo de investigacion y otros investigadores en los que
se vib in vitro que dicho extracto redujo la carga microbiana de patégenos
como Salmonella spp., E. coli 0O157:H7 verotoxigénica y Listeria
monocytogenes tras la exposicion a subproductos de la especie Brassica
oleracea (Brandi et al., 2006; Sanz-Puig et al., 2015).
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VI1.5.2 Resultados y discusion

V1521 Efecto del extracto de coliflor sobre Ia
supervivencia y esperanza de vida de C. elegans
infectados

Se procedid a un ensayo en el que los nematodos infectados se alimentaron en
un medio suplementado con extracto de coliflor. Los tratamientos disefiados
para este ensayo quedan recogidos en la tabla V.5.2 de la seccion material y
métodos.

La figura VI.5.1 muestra la fraccion de supervivientes de C. elegans (N/No)

alimentados en los distintos medios del estudio.
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EC: C. elegans en medio NGM alimentados con E. coli OP50

ST: C. elegans en medio NGM infectados con Salmonella Typhimurium

ST-CL: C. elegans en medio NGM con infusion de coliflor al 3 % (p/v) infectados con
Salmonella Typhimurium

Figura VI1.5.1. Curvas de supervivencia de C. elegans con diferentes medios de alimentacion
empleados en el estudio de infeccion con S. Typhimurium tratada con extracto de coliflor. Cada
punto representa el promedio de la fraccion de nematodos vivos a ese tiempo + desviacion estan-

dar (barras de error)).

Hasta el dia 16, la fraccion de supervivientes infectados con Salmonella Typhi-
murium (ST) se redujo respecto a la poblacién alimentada s6lo con E. coli OP50
en medio NGM (EC) que no habia sido infectada previamente. Sin embargo, los
nematodos infectados y expuestos a extracto de coliflor (ST-CL), presentaron
una mayor supervivencia que en ausencia del extracto (ST) hasta el dia 16, e

incluso su supervivencia alcanzé valores superiores a los de la poblacion no
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infectada (EC). Estos resultados indican que, el extracto de coliflor mejora la
supervivencia de C. elegans en relacion al control (EC), y también tiene efectos
muy positivos en los nematodos infectados. El extracto de coliflor parece
contribuir a la defensa del nematodo frente a Salmonella, bien por una accién
antimicrobiana en el intestino del nematodo o bien por incentivar la defensa

natural del nematodo frente a este patégeno.

Después de aplicar el analisis estadistico de Kaplan Meier por intervalos, las
funciones estimadas de supervivencia se pueden observar en la figura VI1.5.2.
Reflejan lo mismo que se apreciaba en las curvas de supervivencia, una clara
mayor supervivencia para el grupo infectado alimentado con extracto de coliflor
que para el grupo infectado alimentado en ausencia de coliflor (ST) o el grupo
control alimentado sélo con E. coli OP50 (EC) hasta el periodo de dias del 16 al
18, aunque apenas se aprecia una supervivencia superior de ST-CL para los dias
posteriores del estudio. En definitiva, tal como indica el test de Tarone-Ware,
las funciones de supervivencia de los grupos de estudio se consideran

estadisticamente distintas entre si (Tabla V1.5.1)
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Figura V1.5.2. Funciones estimadas de supervivencia de los grupos del estudio de infeccion con

S. Typhimurium tratada con extracto de coliflor.

A continuacion se recoge el analisis para comparar las funciones de

supervivencia de los grupos de estudio (Tabla VI1.5.1)
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Tabla V1.5.1. Analisis comparativo de las funciones de supervivencia de los grupos considerados

en el estudio de infeccion y tratamiento con extracto de coliflor.

] GRADOS
ESTADISTICO
TEST TRATAMIENTOS , DE “P-VALOR
&%) LIBERTAD
ST 10,5 0,001
Log EC
R ST-CL 8,6 0,003
ST | ST-CL 37.0 < 0,001
ST 11,3 0,001
EC
Breslow ST-CL 9,2 2 0,002
ST | ST-CL 39.9 < 0,001
ST 12,0 0,001
. EC
\";‘\jone' ST-CL 9,5 0,002
are
ST | ST-CL 41,6 < 0,001

*Las funciones de supervivencia de cada test fueron significativamente distintas si p < 0,05

La tabla VVI1.5.2 muestra los percentiles de supervivencia del nematodo sujeto a

los distintos regimenes de alimentacion.
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Tabla VI1.5.2. ANOVA vy test post- hoc HSD de Tukey para los valores de percentiles estimados

para la distribucion de supervivencia de C.elegans en los diferentes medios de alimentacion

empleados en el estudio de infeccidn y tratamiento con extracto de coliflor.

TIEMPO DE SUPERVIVENCIA
(DIAS + ERROR ESTANDAR)

PERCENTIL (%)
EC ST ST-CL
75 2,9+0,8 2,2+0,6° 3,6 +1,2°
50 6,9+1,8% 4,4 0,8 8,8+2,0°
25 115+2,3° 8,8+1,6" 13,0 £2,2°

Diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas entre columnas (p <0,05).

El andlisis de percentiles de supervivencia de los nematodos infectados indico
para el percentil 50 que el grupo infectado (ST) solo sobrevivié hasta los 4,4 +
0,8 dias, duplicandose en la poblacion infectada y alimentada con coliflor (8,8
+ 2,0 dias). Ademas, el extracto de coliflor permiti6 que el 25% de la poblacion
infectada sobreviviera 13,0 + 2,2 dias respecto a los 8,8 + 1,6 dias de

supervivencia para la poblacién infectada no expuesta al extracto.

Respecto al riesgo de muerte, la figura V1.5.3 muestra las funciones estimadas
de riesgo acumulado. Como se puede apreciar, el grupo infectado alimentado
en ausencia del extracto de coliflor experimentd el mayor riesgo de muerte
entre los tratamientos estudiados, con una velocidad de muerte méaxima en el
periodo del dia 11 al 14. Por otro lado, la poblacion expuesta al extracto

presentd el menor riesgo de muerte de entre los tratamientos estudiados.
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Figura VI1.5.3. Funciones estimadas de riesgo acumulado de los grupos del estudio de infeccién

con S. Typhimurium tratada con extracto de coliflor.

En cuanto a la supervivencia, cabe decir que en otros estudios se han descrito
resultados similares, en los cuales la exposicion de C. elegans infectados con
Staphylococcus aureus a 200 pg/mL de extractos acuosos de plantas como
Curcuma longa, raices de Eurycoma longifolia, hojas de Orthosiphonstamineus
y semillas de Silybum eburneum prolongan la esperanza de vida del nematodo
72 horas después de haber sido infectados (C. Kong et al., 2014). Polifenoles
como honokiol y magnolol presentes en especies de Magnolia aumentan la
esperanza de vida en C. elegans infectados con bacterias gram negativas como
Vibrio cholerae, de manera que los nematodos infectados alimentados en
ausencia de dichos polifenoles murieron el dia 8, mientras que la poblacion
tratada con honokiol y magnolol a distintas concentraciones murieron el dia 9 y

entre los dias 10 y 11 respectivamente (Kim et al., 2015).
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VI1.5.2.2 Efecto del extracto de coliflor en
S.Typhimurim en el tracto digestivo de

C elegans

La figura VI1.5.4 muestra la evolucion de la carga microbiana de Salmonella en
el intestino de C. elegans infectado con dicho microorganismo.

Como se puede observar, Salmonella crecié hasta 1,25 ciclos logaritmicos en el
grupo infectado (L-ST) a las 24 horas tras la infeccién, mientras que para el
grupo infectado alimentado con extracto de coliflor (L-ST-CL) el recuento de
Salmonella aumenté s6lo aproximadamente 0,5 ciclos logaritmicos, observan-
dose diferencias significativas (p < 0,05) en los recuentos de Salmonella entre
ambas poblaciones para el mismo periodo de tiempo. Esto significa que tras la
infeccion, el microorganismo sigui6 colonizando el intestino del nematodo in-
dependientemente del grupo considerado, pero que el extracto de coliflor
gjercio cierto control sobre el crecimiento de Salmonella, y por consiguiente,
sobre la colonizacién del intestino. El crecimiento de Salmonella disminuyd
ligeramente a las 48 horas después de la infeccion y permaneci6 estable hasta
las 96 horas post-infeccidn en los gusanos no alimentados con el extracto de
coliflor, probablemente como consecuencia de la reaccion defensiva de
C. elegans. Cuando los gusanos infectados con Salmonella se alimentaron con
extracto de coliflor, no solo se observé que la colonizacion del intestino ceso,
sino que se produjo muerte de Salmonella a las 48 horas (reduccion de 1,5
ciclos logaritmicos) y 96 horas (reduccién de aproximadamente 2 ciclos
logaritmicos). Estos niveles de Salonella fueron significativamente mas bajos
(p < 0,05) que los observados en los nematodos infectados pero no alimentados
con extracto de coliflor (Figura V1.5.4). De acuerdo a estos resultados, es
posible afirmar que, la presencia del extracto acuoso de coliflor en agar NGM

controla la infeccién y colonizacién del tracto digestivo de C. elegans
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producida por Salmonella Typhimurium.
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Figura V1.5.4. Evolucion de la carga microbiana de Salmonella en el intestino de C. elegans a
las 24, 48 y 96 horas post-infeccion alimentados con extracto de coliflor (barras con puntos) y
sin extracto de coliflor (barras blancas). Las barras de error representan la desviacion estandar

asociada a cada promedio. ANOVA y test post-hoc (p <0,05).

Los resultados del presente estudio indicaron que Salmonella puede infectar y
colonizar el intestino de C. elegans. Aballay etal. (2000) estudiaron la
presencia de S. Typhimurium y E. coli en el intestino de C. elegans durante un
periodo de 5 dias. En el dia 1, las células de Salmonella localizadas en el
intestino crecieron alrededor de 1,5 ciclos logaritmicos. Los recuentos de
bacteria patdgena casi se duplicaron en el segundo dia, y parecieron
estabilizarse en el tercer dia, cuando se alcanzaron 3,5 ciclos logaritmicos. En
comparacion con estos resultados, en el presente trabajo, los gusanos
infectados mostraron un incremento de alrededor de 1,25 ciclos logaritmicos
en las células de Salmonella en el dia 1; sin embargo, no se observd la

tendencia ascendente indicada por Aballay et al. (2000) a partir de las 48 horas
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post-infeccion, por el contrario, las células de Salmonella disminuyeron
alrededor de 1 ciclo logaritmico a las 48 horas después de la infeccidn, con un
incremento no significativo a los 4 dias (96 horas post-infeccidn). Es posible
que la cepa de microorganismo o incluso de C. elegans usadas en ambos
estudios influyan en el comportamiento del microorganismo a lo largo del
tiempo una vez que ha infectado a C. elegans. Recientemente, Marsh et al.
(2011) observaron recuentos de aproximadamente 10* UFC/gusano de la cepa
L1019 de S. Typhimurium (una cepa derivada de SL1344 gue expresa proteina
verde fluorescente (GFP)) en C. elegans en el dia 1 post-infeccion. Este dato
esta en consonancia con la media del recuento de S. Typhimurium (2,97 x 10*
UFC/gusano) encontradas en el presente estudio. En este estudio y en el
llevado a cabo por Marsh et al. (2011) se observa la misma tendencia a lo largo
del tiempo, una concentracion similar de células de Salmonella de alrededor de
10°-10* UFC/gusano en el dia 4.

V1.5.3. Conclusiones

En el presente trabajo se observd una reduccién de la supervivencia de
C. elegans infectado con Salmonella (ST) respecto a la poblacion alimentada
s6lo con E. coli OP50 (EC). Sin embargo, cuando los nematodos infectados se
alimentaron con extracto de coliflor, la supervivencia de C. elegans mejord
considerablemente, superando en dias de vida al tratamiento control (EC) hasta
el dia 16 de estudio.

En este capitulo se pone de manifiesto la capacidad del extracto acuoso de
coliflor como antimicrobiano en el intestino de un animal vivo. Este extracto no
solo es capaz de frenar la colonizacién, sino que también produce la muerte de

Salmonella, es decir, tiene un efecto bactericida a nivel intestinal. Este resultado
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abre las puertas para el uso de estos extractos en diversas actividades

industriales de interés en alimentacién humana y animal.

Los resultados también apoyan el interés por los residuos agroindustriales para
obtener los extractos vegetales contribuyendo al desarrollo de la agricultura

sostenible, asi como a una posible revalorizacion econémica de dichos residuos.

Una vez més se pone de manifiesto la utilidad de C. elegans como organismo
vivo para estudiar la infeccion y el posible efecto beneficioso de

antimicrobianos naturales.
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VIl. DISCUSION GENERAL

Como se expresa en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, desde el
punto de vista de la cadena alimentaria, el desafio en las proximas décadas sera
la incorporacion de nuevas alternativas de produccion mas sostenibles
manteniendo altos estandares de inocuidad y garantizando la disponibilidad de
alimentos nutritivos, sabrosos y de facil preparacién. En este sentido, se esta
potenciando el uso de las algas, los insectos o los residuos de la industria
agroalimentaria como fuente de alimentos o sustancias con capacidad
bioactiva, por ejemplo antimicrobiana. En la presente tesis doctoral se llevan a
cabo una serie de estudios en los que se evalla la capacidad antimicrobiana de
determinados compuestos naturales, como la espirulina o un extracto acuoso de
coliflor y el quitosano de insecto y crustaceo, obtenidos estos Gltimos a partir de
los residuos de la produccion y comercializacion de insectos, crustaceos o
residuos de coliflor tras su recoleccion en el campo. Se ha apostado por hacer
estudios in vivo mediante el uso de Caenhorabditis elegans. Los resultados de
los trabajos llevados a cabo han mostrado que, tanto los extractos de coliflor y
de espirulina, tienen un efecto beneficioso en la supervivencia de las
poblaciones de nematodos en las que se han ensayado, lo que los hace valiosos
bajo el punto de vista nutricional por el impacto positivo que puedan tener en la
salud de los consumidores. Los efectos beneficiosos sobre la supervivencia de
Caenhorabditis elegans al consumir de compuestos naturales se han puesto de
manifiesto en otros trabajos con extractos vegetales (Rangsinth et al., 2019;
Wang, H. et al., 2018; Wang, J. et al., 2020). También se ha visto que hay un
efecto del extracto de coliflor sobre la puesta de huevos, sin embargo, no se ha
observado un efecto relevante en otros trabajos como el llevado a cabo por
Wang, J. et al., (2020) en el que los nematodos fueron alimentados con distintas

concentraciones de extracto de naranja. Es posible que en el caso del extracto
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de coliflor, algunos polifenoles presentes en este vegetal (catequina, quercetina
y rutina), tengan que ver con el efecto sobre la fisiologia del nematodo. Saul et
al., (2009) observaron aumentos en la esperanza de vida de los nematodos
alimentados con catequina, mientras que Arroyo-Lopez (2020) observaron que
la alimentacion con quercetina y rutina sintéticas aumentaron la puesta de

huevos de C. elegans.

En lo que se refiere a la espirulina, se ha observado que pigmentos como la
ficocianina y ficoeritrina aislados de cianobacterias produjeron un aumento en
la esperanza de vida de C. elegans asi como en la supervivencia del mismo,
atenuando otros efectos propios de la senescencia como el deterioro de la
funcionalidad del bombeo faringeo y la movilidad (N. Singh et al., 2015;
Sonani, Singh, Awasthi, et al., 2014). Las propiedades antioxidantes de la
ficoeritrina (Sonani, Singh, Kumar, et al., 2014) y la ficocianina (N. Singh et
al., 2015) podrian estar contribuyendo a controlar o reducir mecanismos o
factores relacionados con el envejecimiento en el nematodo, como por ejemplo

especies reactivas de oxigeno.

El resultado de las investigaciones llevadas a cabo en esta tesis pone en relieve
un hecho importante, y es que el quitosano, considerado una sustancia GRAS,
afectd a la supervivencia de C. elegans de forma negativa, es decir, la
supervivencia empeoré en su presencia a la concentracion considerada
bacteriostatica o bactericida. Este efecto sobre la supervivencia del nematodo
se ha descrito anteriormente en trabajos donde se expuso a C. elegans a
microparticulas de quitosano (Ma, Garrido-Maestu, Lee, et al., 2017). El
quitosano, se ha empleado como nematicida, tal como ha sido descrito por
Asif et al., (2017) y MAM et al., (2019). La literatura cientifica siempre ha

considerado al quitosano como un producto inocuo a las concentraciones
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haituales de uso. Probablemente pueda haber una relacion entre la
concentracion de quitosano y el peso del ser vivo que lo consume. En este caso
en concreto, podria ocurrir que la concentracion usada, que tiene capacidad
antimicrobiana, sea demasiado alta considerando el peso del nematodo, y que

como se ha comentado con anterioridad, tenga un efecto nematicida.

La busqueda de antimicrobianos naturales ha llevado, tanto a la industria
como a los investigadores, a probar distintos compuestos procedentes de plantas

0 animales.

El interés del quitosano como aditivo antimicrobiano en la industria alimentaria
estd incrementando paulatinamente. En consecuencia, se consider6 de
indudable interés comparar el efecto antimicrobiano del quitosano de crustaceo
(muy comun en tecnologia de alimentos) y el quitosano de insecto dado el auge
que esta tomando el uso de insectos en alimentacion por el menor impacto de
su produccion en el medio ambiente y teniendo en cuenta la nueva

reglamentacion de la UE que los incluye definitivamente como “Novel Foods”.

En los estudios llevados a cabo en la presente tesis se han observado
diferencias entre la actividad antimicrobiana de ambos quitosanos. En algunos
casos el quitosano de crustaceo parecidé tener mayor poder antimicrobiano que
el de insecto. Byun et al. (2013) demostraron que incluso dentro del mismo
animal, existieron caracteristicas fisicoguimicas y funcionales distintas entre el
guitosano preparado de cascara de pata de cangrejo molida y entera, entre las
que se encuentran, variaciones en el contenido de nitrégeno, o en el grado de
desacetilacion, solubilidad y viscosidad, aspectos importantes para definir su
capacidad antimicrobiana. Es l6gico pensar que estas diferencias en las

caracteristicas fisicoquimicas y funcionales pueden ser mayores cuando el
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quitosano procede de especies distintas. Por tanto, diferencias entre algunos de
los factores que influyen en la actividad antimicrobiana del quitosano quizas
justificarian de alguna forma la diferencia observada en nuestros resultados

entre el quitosano de insecto y crustaceo (Wenling et al. 2005).

A pesar de las diferencias observadas en algunos ensayos, el quitosano de
insecto presentd buenas propiedades antimicrobianas que mejoraron cuando se
combiné con las altas presiones hidrostaticas. En concreto, en la presente tesis
se ha demostrado que con un tratamiento de presion de intensidad mucho
menor a los dados en la industria alimentaria de 450 MPa (2 min.), el quitosano
de insecto tiene mayor capacidad antimicrobiana que el quitosano de crustaceo.
Mientras que el quitosano de crustaceo muestra un efecto bacteriostatico, el
quitosano de insecto es totalmente bactericida. Esta es una muestra también de
las diferencias que pueden surgir como consecuencia del origen del quitosano y
puede afianzar el uso del quitosano de insecto en aplicaciones donde se
requiera un efecto conjunto con otras tecnologias, en este caso altas presiones

hidrostaticas.

En la industria agroalimentaria es importante considerar el impacto que pueden
tener las sustancias derivadas de otras fuentes alternativas sobre determinados
microorganismos  patdégenos, concretamente Salmonella enterica var.
Typhimurium, cuando estan infectando a un ser vivo. Este aspecto puede ser

especialmente relevante en la industria avicola o porcina.

En el caso del extracto de espirulina, no se observé una mejora en la
supervivencia del nematodo infectado con Salmonella, a pesar de que si se
habia detectado un efecto beneficioso en la supervivencia de la poblacion no

infectada. Sin embargo, cuando se midié la concentracion de Salmonella en el
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interior del intestino del nematodo si se observé una disminucion importante en
la carga de Salmonella en la poblacién infectada y alimentada con extracto de
espirulina respecto al recuento inicial de dicho microorganismo. Por tanto, el
extracto de espirulina parece reducir la colonizacion intestinal por
S. Typhimurium en el nematodo. Una posible explicacién a la reduccion de la
carga microbiana patégena podria estar vinculada con un incremento de la
respuesta inmunolégica, lo cual se ha publicado ya con otros invertebrados
infectados con otros microorganismos y tratados con extractos acuosos de
Spirulina (Tayag et al., 2010), siendo asi factible una estimulacion del sistema
inmunolégico del nematodo para eliminar Salmonella, aungue no lo suficiente

como para que se refleje en la supervivencia.

Estos resultados parecen avalar la posible aplicacion industrial de la
espirulina en determinados campos de la alimentacion humana y animal,
teniendo en cuenta que otros estudios in vivo confirman la utilidad
antimicrobiana de extractos de espirulina para tratar infecciones
(Shanmugapriya, Saravana Babu, Hariharan, Sivaneswaran, & Anusha, 2015;
Sugiharto et al., 2018; Yusuf et al., 2016).

En el caso del extracto de coliflor, éste produjo el efecto esperado, es decir, la
supervivencia del nematodo infectado fue mayor que la que tenia cuando no se
alimenté con extracto de coliflor, aunque no alcanzo los niveles del nematodo
no infectado. Estos resultados se refuerzan con los hallazgos encontrados
en otros estudios en cuanto a la mayor supervivencia de C. elegans infectados
con bacterias Gram positivas y Gram negativas y tratados con extractos
acuosos de plantas o polifenoles vegetales (Kim et al., 2015; C. Kong et al.,
2014).
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Como en el caso de la espirulina, se estudio la evolucion de la carga microbiana
de Salmonella en el intestino de C. elegans. La carga microbiana de la
poblacién alimentada con el extracto disminuye, consiguiendo un efecto

bactericida respecto a la concentracién inicial de Salmonella.

Estos resultados, abren la puerta a la utilizacion de estos extractos de
espirulina y de residuos de la coliflor en alimentacion animal, dando lugar a una
aplicacién industrial de estos hallazgos. El hecho de poder reducir la carga de
este microorganismo zoonético en el intestino de pollos o cerdos permitiria una
menor dispersion a lo largo de la cadena alimentaria y deberia tener un impacto

positivo en la inocuidad de las materias primas carnicas.
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VIII. CONCLUSIONES

Las conclusiones finales que se extraen del trabajo de esta tesis son:

1. Ambos quitosanos, de crustdceo y de insecto, muestran
actividad antimicrobiana in vitro. En el caso de Salmonella, el quitosano de
crustaceo presenta, en general, mayor capacidad antimicrobiana que el de

insecto.

2. El tamafio del in6culo y el valor de pH tienen un efecto sobre la
capacidad antimicrobiana de los quitosanos de insecto y crustaceo, aunque
dicho efecto depende fundamentalmente del tipo de microorganismo y de la

procedencia del quitosano.

3. El efecto del tratamiento de HPP en combinacion con quitosano
depende de la intensidad de tratamiento. A presiones de 300 MPa, la
combinacion tiene efecto bacteriostatico, impidiendo el crecimiento de
S. Typhimurium durante todo el tiempo de estudio, mientras que cuando se
incrementa la presion a 450 MPa, la combinacion de tratamientos tiene un efecto
sinérgico y bactericida, inactivando hasta 7 ciclos logaritmicos de

S. Typhimurium.

4, La combinacion HPP y quitosano de insecto, en general, es mas

efectiva que la combinacién HPP y quitosano de crustaceo.

5. La combinacion de tratamiento HPP y quitosano produce un
dafio subletal en las células de S. Typhimurium. Sin embargo, en el caso del
tratamiento de quitosano de insecto a 450 MPa dicho dafio no supone un
problema bajo el punto de vista de un posible riesgo emergente ya que las

células dafiadas no son capaces de reparar el dafio y finalmente mueren.
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6. Las distintas sustancias naturales estudiadas afectan en diferente
medida a la supervivencia de C. elegans sin infectar. La exposicion a extractos
de subproductos de coliflor al 3% y de espirulina al 0,1% incrementa de manera
significativa la supervivencia de los nematodos. Por el contrario, dicha
supervivencia se ve comprometida en presencia de quitosano de crustaceo e

insecto al 0,15%.

7. Los nematodos infectados alimentados con extracto de espirulina no
mejoran su supervivencia respecto a la poblacion control; por el contrario, la

presencia de extracto de coliflor si que la mejora de manera significativa.

8. Los estudios de lisis del intestino de C. elegans llevados a cabo para
determinar el efecto antimicrobiano in vivo demuestran que, tras 48 horas de
incubacion en presencia de los extractos de coliflor y espirulina, éstos son
capaces de frenar la colonizacion y de producir la muerte de Salmonella, es

decir, tienen un efecto bactericida a nivel intestinal.

9. C. elegans ha demostrado ser un buen modelo para estudiar la
infeccion por patdgenos alimentarios y los efectos beneficiosos de

determinadas sustancias naturales.

10. Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral ponen de
manifiesto que la combinacién de un tratamiento suave de HHP (450 MPa, 2
min) en presencia de una solucién de quitosano de insecto (0,15%) se postula
como una buena alternativa para la conservacion de alimentos minimamente

procesados.

11. Del mismo modo, la capacidad antimicrobiana de determinadas
sustancias naturales procedentes de fuentes alternativas méas sostenibles, se ha

revelado como una medida de control adicional, que abre la puerta a su
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aplicacién como ingredientes en alimentacion animal al reducir la infeccién

intestinal in vivo.
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The main objective of this work was to study the antimicrobial effect of a cauliflower
by-product infusion into an affordable in vivo model (Caenorhabditis elegans). The
infusion demonstrated some protective effect on non-infected and infected worms with
Salmonella Typhimurium as indicated by higher survival percentile values (75, 50, 25, and
5% percentiles) as compared with those from worms unexposed to the infusion. The
antimicrobial effect of the infusion was evaluated on Salmonella intestinal colonization of
infected worms (24, 48, and 96 h post-infection). At 96 h post-infection, the concentration
of Salmonella was reduced around 2 log cycles in infected cauliflower treated group
(p < 0.05) as compared with infected non-caulifower group. Here we show that
cauliflower by-products extend survival and have an antimicrobial effect in an in vivo
nematode model, C. elegans, as a previous validation step to longer and costlier farm
animal studies.
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Some natural antimicrobials by-products from plants (essential oils and plant extracts) have
demonstrated their effectiveness against Salmonella Typhimurium in vitro (Sanz-Puig et al., 2015a;
Mohamed et al., 2016). It has also been found that many vegetables in the Cruciferae family
have antimicrobial properties against several microorganisms of clinical importance. The in vitro
antibacterial effect of Brassica oleracea products on several foodborne pathogens was evidenced
by Brandi et al. (2006) and Sanz-Puig et al. (2017), between others. Some of the antimicrobial
properties of these plant extracts are associated with antioxidant compounds such as polyphenols
(Sanz-Puig et al., 2015b; Marchese etal., 2016; Bakari et al,, 2018). Itis believed that the antibacterial
activity of phenolic compounds is due to direct interference with bacterial growth or to inhibition
of the production of virulence factors, resulting in attenuated pathogenesis (Ivanova et al., 2013).
Salmonellosis is one of the most recurrent food safety problems in the EU (100,000 cases
reported/year, European Food Safety Authority (EFSA)., 2014). Itis a zoonotic disease or infection
that can be transmitted directly or indirectly between animals and humans. Salmonella spp. are
commonly found in the intestines of healthy birds and mammals and, in food, it is most often found
in eggs and raw meat from pigs, turkeys, and chickens contaminated during the slaughterhouse
process. To reduce the risk of infection, it is important to prevent the disease at the farm. Reduction
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of the microbial load in the intestine of animals prior to
slaughter could be a control measure for salmonellosis infections
transmitted by food by reducing the level of contamination of
flesh at the slaughterhouse.

Before testing the effect of antimicrobials in the intestine
of farm animals, which requires resources that are sometimes
substantial, some in vivo assays could be carried out in a
more affordable system. In this way, the nematode C. elegans
can play an interesting role as a live test organism. This
organism is an invertebrate hermaphrodite nematode that feeds
on bacteria and lives in the soil. Owing to the conservation
of many homologous biological processes with mammals,
C. elegans has been chosen as a test organism in many
studies on the virulence effect of pathogenic bacteria (Kurz and
Ewbank, 2000; Jiang and Wang, 2018). In addition, aspects of
aging are similar between nematodes and mammals, including
humans (Wilson et al., 2006).

The use of by-product extracts or infusions obtained from by-
products offers another interesting way to comply with a circular
economy by reducing and revalorizing agro-industrial residuals.
Considering these findings, the use of these natural extracts in
animal feed could be an alternative, non-curative, control option
for the pathogenic bacteria in animal intestines.

The objective of the present work was to study the effect
of a by-product infusion from B. oleracea var. botrytis on
C. elegans, evaluating the survival of the infected by Salmonella
Typhimurium and non-infected nematodes and the survival of
Salmonella in the worm’s intestine fed with the infusion.

MATERIALS AND METHODS

Culture of Nematodes and Microbial

Strains

Caenorhabditis elegans strain N2 was provided by the College
of Biological Sciences, Minnesota University, USA. For optimal
growth of the nematodes, Nematode Growth Medium (NGM)
agar was used in medium-size plates (60 mm diameter) for
general strain maintenance, and larger plates (100 mm diameter)
for growing larger quantities of worms, with a bacterial lawn of
Escherichia coli strain OP50 (E. coli OP50) at 20°C (Stiernagle,
2006). The study was performed with young adult C. elegans (L4
growth stage) that were previously synchronized.

E. coli strain OP50 was grown in Luria-Bertani broth
overnight before its inoculation on NGM plates (Roth et al,
1985).

S. Typhimurium was provided by the Spanish Type Culture
Collection (CECT 443). The Salmonella strain was grown in
Tryptic Soy Broth (TSB) (Scharlab Chemie) and incubated for
14 h at 37°C to obtain a stock of cells.

Preparation of Nematode Growth Medium
(NGM) Agar With Cauliflower By-Product
Infusion

Cauliflower infusion was made from by-product consisting
of dried leaves of B. oleracea var. botrytis. These by-
products were provided by TRASA S.L. from agro-industrial
primary production.

To prepare a 3% (w/v) cauliflower infusion, 0.1% peptone
water was boiled. The by-product was added when the water
boiled and it was left infuse for 30 min. After that, the infusion
was centrifuged at 6,000g for 15min at 4°C. Next, it was
vacuum filtered with Whatman filter paper (90 mm diameter).
Finally, NGM medium with cauliflower infusion was prepared
by replacing the distilled water with the infusion that had
been obtained.

The concentration of 3% (w/v) cauliflower was chosen because
it was the maximum that had shown in vitro antimicrobial
activity and allowed the growth of E. coli OP50.

C. elegans Survival Studies

For survival studies, uninfected nematodes were distributed on
NGM agar with E. coli OP50 lawn plates (N) or on NGM
agar with E. coli OP50 lawn supplemented with 3% cauliflower
infusion plates (N_CA).

In the same way, infected nematodes were distributed on
NGM agar with E. coli OP50 lawn plates (I) or NGM agar with
E. coli OP50 lawn supplemented with 3% cauliflower by-product
infusion plates (I_CA), depending on the survival study.

In all study cases (uninfected and infected nematodes), five
repeats were evaluated with 5 plates each. Each plate contained
10 synchronized worms, i.e., 50 nematodes per repeat. The total
number of synchronized worms used in the study was 250 for
each process.

Live worms on each plate were counted every 48 h for 21 days.

Salmonella Infection

For S. Typhimurium infection, the nematodes were transferred
to plates with NGM agar and Salmonella Typhimurium lawn
and kept in contact with the pathogen for 5h. After that
time, they were transferred to the appropriate medium for the
survival study (I or I_CA plates, for the media without or with
cauliflower, respectively).

Quantification of S. Typhimurium Infection

in the Intestine of C. elegans

For the quantification of Salmonella Typhimurium in the
digestive tract of the nematode, 5 worms infected with Salmonella
Typhimurium were lysed 24, 48, and 96h after feeding in the
various media already described (I or I_CA plates, for the media
without or with cauliflower, respectively). For this purpose, the
worms were placed in a plate of NGM medium and were washed
twice with 10l of M9 medium. The five washed worms were
transferred to a 1.5 ml Eppendorf containing 1 ml of M9 with 1%
Triton X-100 and five glass beads. Lysis of C. elegans contained
in the Eppendorf tubes was performed by mechanical action
using a vortex. The concentration of Salmonella (CFU/ml) in
the digestive tract of C. elegans was obtained from lysates, which
were serially diluted, and incubated in Eosin Methylene Blue
agar (EMB agar) at 37°C for 48 h. Base dilutions were made
from 10 to 10~* to achieve a reliable count that established the
concentration of Salmonella sp. Presumptive colonies of lactose-
negative Salmonella sp. were counted when bacteria showed
absence of coloration in this EMB culture medium. The assay
plates were prepared in duplicate.
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FIGURE 1 | C. elegans sunvival curves for the various nematode groups
considered in the study (N: A, N_CA: O, I: [, |_CA: ¢). Each point represents
mean =+ standard deviation (error bars) of five repeat values.

This study was carried out in duplicate with 30 plates, with one
synchronized nematode in each plate.

Statistical Analysis

The analysis of experimental data of microbial counts and
survival curves was carried out by using Statgraphics Centurion
XVI (Statpoint Technologies, Inc., USA). Kaplan Meyer analysis
was performed for survival curves. The statistical significance of
the microbial counts was determined by ANOVA.

RESULTS

Effect of Cauliflower By-Product Extract

Infusion on Uninfected C. elegans

The survival curves for the various nematode groups under study
until all the nematodes died are shown in Figure 1, Table S1. As
can be seen, from the second day until the end of the study (21
days) the number of live nematodes at each defined length of time
was significantly higher for the uninfected nematode group fed
with cauliflower extract (N_CA) than for the control (N) group
(p < 0.05). These findings in the survival curve were patent when
the percentiles were analyzed (Table 1).

Although the number of live nematodes decreased with time
until the end of the 21 days, 50 percent of the uninfected worms
fed on 3% cauliflower extract (N_CA) survived for a length of
time equal to 124 days, whereas in the control group (N) 50
percent of the worms survived for a length of time equal to
6.9 days. The difference in survival between the two groups was
still maintained until the fifth percentile, with values of 16.65 £+
3.3 and 17.9 £ 2.8 days for the control (N) and cauliflower-fed
(N_CA) groups, respectively. Thus, the presence of cauliflower

TABLE 1 | Percentiles of C. elegans lifespan for the various nematode groups
considered in the study.

Percentile (%) Survival time (days, standard deviation)

N N_CA 1 I.CA
7% 381£15 78+26 22+086 36+08
50 692+20 124 +£09 44+18 88+18
25 11.52 £2.0 151 +13 88+19 130+16
5 16.656 +3.3 179+28 18.7+£10 170+1.8

Values represent the survival time (days =+ standard deviation) at the 75, 50, 25, and 5%
percentiles in each study treatment.

in the feed medium appears to decrease the death rate of the
nematodes at each time interval tested.

Effect of Infection With Salmonella

Typhimurium on C. elegans

As shown in Figurel, infection produced a statistically
significant (p < 0.05) reduction in live nematodes for a defined
length of time in the I group in comparison with the uninfected
N control group, both fed on standard Nematode Growth
Medium. Percentile analysis (Table 1) indicated the difference
for the 50th percentile between the uninfected group (N) (6.9
+ 2.0 days) and the infected group (I) (44 £ 1.8 days).
This difference in lifespan between the N and I groups was
also observed for the 75, 25, and 5th percentiles, where the
worms were very close to the limit of their lifespan. These
results indicate that Salmonella infection affected the survival
of C. elegans.

Effect of Cauliflower By-Product Extract
Infusion on C. elegans Infected by
Salmonella Typhimurium

When infected worms were fed on a medium containing
cauliflower by-product infusion (I_CA group), differences in
the survival curve were patent compared with that of the
infected group fed without the infusion (I) and the control group
(N) (Figure 1). A statistically significant (p < 0.05) increase
in survival after defined periods of time was observed for
the I_CA group, although the increase was lower than that
observed in the uninfected group fed with cauliflower by-product
infusion (N_CA). This increase in survival was reflected in all
percentiles, as can be seen in Table 1. According to this table,
50 percent of the worms survived for a period of time equal to
8.8 4 1.8 days in the I_CA group, while in the I group they
survived for a length of time equal to 4.4 + 1.8 days. Again,
the cauliflower extract appears to have had a beneficial effect
on C. elegans, extending the survival for a certain length of
time. According to these results, it is important to know how
Salmonella evolves in the worm’ intestine after infection and to
try to determine whether the extract could exert its antimicrobial
effect inside the nematode’s intestine or not, before considering
its use as a control measure before animals are subjected to the
slaughterhouse process.

Frontiers in Sustainable Food Systems | www.frontiersin.org

February 2020 | Volume 4 | Article 8

251



Ibanez-Peinado et al

ANEXOS

Cauliflower By-Product as Natural Antimicrobial

Quantification and Evolution of

S. Typhimurium Infection in the Intestine of
C. elegans

The evolution of the Salmonella counts in the nematode’s
intestine expressed as log (N/NO) for the two groups, infected
(I) and infected fed with cauliflower extract (I_CA), can be seen
in Figure 2, Table S2.

It was observed that Salmonella grew until the fraction
reached 1.25 log in the I group 24h after infection, while for
the I_CA Salmonella counts increased only 0.5 log cycles, being
significant differences (p < 0.05) between both populations
for the same period of time. This means that an increase in
Salmonella survival in the C. elegans digestive system took place
during the first 24 h post-infection period, irrespective of the
group considered, but some control of Salmonella growth was
exerted by the cauliflower extract that it only increased 0.5 log
cycles. Salmonella growth decreased at 48 h after infection and
remained stable until 96 h after infection in worms not fed with
cauliflower extract. When worms infected with Salmonella were
fed with cauliflower extract, death of Salmonella was observed
at 48 and 96h and counts were significantly lower (p < 0.05)
than in nematodes infected but not fed with cauliflower extract
(Figure 2). Cauliflower extract acted as an antimicrobial in the
nematode’s intestine, reducing the microbial survival fraction by
about two log cycles.

According to these results, it is possible to say that the
presence of cauliflower by-product infusion in NGM agar
appears to control infection of the C. elegans digestive tract by
S. Typhimurium.

DISCUSSION

It has been reported that the lifespan of C. elegans is related with
genetic and environmental factors, such as temperature, food

Survival fraction (Log (N/Ng))
-
-

s

d

24 48 9%
Time (h)

FIGURE 2 | Evolution of the microbial load of Saimonelia in the intestine of C.
elegans at 24, 48, and 96 h post-infection fed (stripped bar) and not fed (blank
bar) with caulifiower extract. Sunvival of Saimonella Typhimurium in the
intestine of C. elegans is expressed as survival fraction of Saimonelia cells
(CRU/mL) in the intestine of C. elegans (Log (\/NO)) at 24, 48, and 96 h
post-infection fed and not fed with cauliflower extract. Different letters indicate
significant differences in survival fractions (p =< 0.05) and error bars represent
standard deviation.

availability and composition (Blumenthal and Steward, 1997;
Uno and Nishida, 2016). According to Sanz-Puig et al. (2015a)
and Vieira (2013), cauliflower by-product infusion provides
bioactive compounds such as polyphenols. It has been found
that polyphenols contained in hydrophilic extracts of Brassica
species are responsible for 80-95% of their total antioxidant
capacity (Kurilich et al., 2002; Xianli et al., 2004). According
to different authors (Kampkotter et al, 2008; Saul et al,
2011; Surco-Laos et al, 2011; Griinz et al., 2012; Kim et al.,
2014), cauliflower polyphenols such as gallic acid, catechin,
protocatechuic acid, quercetin and kaempferol prolonged the
lifespan of C. elegans between 5.6 and 15% and produced some
stress protection. However, other studies reported protection
against thermal stress but no protection against acute oxidative
stress (Wilson et al,, 2006) or extended C. elegans lifespan
(Chen etal., 2013).

Studies with other compounds rich in polyphenols showed
that they increased the lifespan and thermotolerance of C. elegans
(Wilson et al., 2006; Pallauf et al., 2017). After studying the
effect of an herbal mixture on C. elegans, Moriwaki et al. (2013)
concluded that the herbal mixture prolonged its lifespan, delayed
aging, and also suppressed oxidation of protein cells in the
nematode. However, itappears that the longevity of the C. elegans
mev-1 (knl) mutant produced by gallic acid, which is present
in cauliflower, was not due to its antioxidant capacity but to
its antimicrobial properties (Saul et al,, 2011). All these findings
may help to explain why the cauliflower extract infusion clearly
reflected a positive influence on the C. elegans lifespan of N_CA
and I_CA compared with the N and I control groups.

At the same time, it has been demonstrated that S.
Typhimurium shortened the survival of C. elegans (Aballay
et al.,, 2000; Labrousse et al., 2000; Sem and Rhen, 2012). Fifty
percent of L4-stage worms were alive about 9 days after being
exposed to S. Typhimurium strain 12023 for 8h and then
returned to an E. coli OP50 lawn as feeding material (Labrousse
et al, 2000). Aballay et al. (2000) used 1-day adult nematodes
exposed to S. Typhimurium for their study and found that
50% of the nematodes were dead at 5.1 days when exposed
to S. Typhimurium SL 1344 or 4.8 days when infected by S.
Typhimurium 14028. In our study, 50% of the worms survived
for 4.4 days in the case of nematodes infected by S. Typhimurium
(CECT 443) without cauliflower extract exposure. These results
are in agreement with the above-mentioned studies, although
some authors have indicated that factors such as difference in
culture temperature, inter-individual differences, and/or use of
different Salmonella strains could affect survival of the nematode
(Blumenthal and Steward, 1997). The virulence mechanism may
be due to intracellular infection in the host, although Sem and
Rhen (2012) described a new form of virulence that depends
on the ability to induce overwhelming oxidative stress in the
host through redox activity of bacterial thioredoxin 1 without
intracellular invasion.

In the present work, a similar protective effect of the
cauliflower extract on the infected nematodes was observed.
C. elegans can use various strategies against S. Typhimurium
infection (Alegado and Tan, 2008; Sem and Rhen, 2012; Curt
et al,, 2014). One defensive mechanism of C. elegans against this
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pathogen is production of reactive oxygen species (ROS) while
inducing an oxidative stress response that depends on DAF-16,
a transcriptional factor (Chavez et al., 2007). Sem and Rhen
(2012) indicated that the presence of 50 mM of ascorbic acid
reduced the ROS response and significantly increased the lifespan
of nematodes infected with S. Typhimurium by 2 days at 50%
survival time, compared to the uninfected group. Vayndorfet al.
(2013) noticed increased resistance to Pseudomonas aeruginosa
in C. elegans pre-treated with whole apple extracts (2 days pre-
treatment) as well as greater lifespan in a dose-dependent manner
compared with infected non-pre-treated worms. They suggested
that the pre-treatment with apple extract produced an increase in
survival of up to 35.2% in infected worms, and also that the apple
extract enhanced the nematode immune response.

In the present study, the presence of cauliflower extract
extended survival by 4 days in infected nematodes at 50%
survival time. This result could indicate that the presence of the
cauliflower extract would produce the same effect as vitamin C
in reducing the ROS response, or maybe an enhancement of the
nematode immune response. It is necessary to take into account
the fact that polyphenols are one of the main groups of bioactive
components in cruciferous vegetables (Soengas et al., 2011). They
have been related to antioxidant properties in C. elegans, inducing
resistance to oxidative stress and delaying aging (Wu et al,, 2002;
Caiiuelo et al., 2012).

In recent years, Salmonella infection has reached dramatic
levels and has become a challenge in the food sector. The use
of antibiotics worldwide has resulted in an increase in antibiotic
resistance; consequently, new antimicrobials are necessary to
avoid resistance problems with antibiotics used in human
therapy. Researchers have focused efforts on the therapeutic
activities of natural products from plants. There are many plant
essential oils and other products from plants that can be used
to control bacteria, including Salmonella (Bajpai et al., 2012).
Essential oils added to feed or water have been used to control
fecal excretion of Salmonella, with promising results (Borsoi
et al, 2011). The authors just cited, used live animals for
their trials. However, there are no studies in which cauliflower
extract has been used to control Salmonella in the intestine
of living animals. The use of live animals for trials can be
expensive, so to test the effect of natural antimicrobials from
plants in the intestine of infected living beings such as the
C. elegans nematode, can be useful as a living test organism
before performing field tests. The results of the present study
indicate that Salmonella can infect the intestine of C. elegans.
Aballay et al. (2000) reported S. Typhimurium and E. coli bacteria
counts (log CFU/worm) in C. elegans intestine during a period
of 5 days. At day 1, intestinal Salmonella grew by ~1.5 log
cycles. The pathogenic bacteria counts almost doubled on the
second day, and they seemed to stabilize on the third day, when
a 3.5 log cycle growth was achieved. In agreement with those
findings, in the present work, infected worms showed around
a 1.25 log increase in Salmonella cells at day 1; however, in
contrast with the results of Aballay et al. (2000), the Salmonella
cells decreased by ~1 log cycle 48h after infection, with a non-
significant increase 96 h after pathogen exposure. The differences
encountered in the two studies for untreated infected nematodes

at 48h and 96h post-infection may have been due to the
different S. Typhimurium strains used in the two studies or
other factors.

Marsh et al. (2011) indicated approximate counts of 10* CFU
of S. Typhimurium strain L1019 (a GFP-expressing derivative
of SL1344) in every L4-stage C. elegans (CFU/worm) at day 1
post-infection. This datum is in accordance with the mean S.
Typhimurium cell counts (2.97 x 104 CFU/worm) found in the
present study. However, although Marsh et al. (2011) showed
a rise in pathogen concentration to ~107 CFU/worm at day 2,
our results demonstrated a mean CFU/worm decrease to 1.71
x 10 CFU/worm. Interestingly, both studies show a similar
concentration of Salmonella cells around 10°-10* CFU/worm at
day 4. Consequently, from the results presented, it seems that
C. elegans can be used to test the efficacy of cauliflower extract
in controlling Salmonella in infected nematodes.

CONCLUSIONS

In conclusion it can be said that cauliflower extract exerts a
protective action against aging in uninfected worms, probably
owing to an antioxidant activity of the compounds in the extract.
This protective effect was also shown in Salmonella-infected
worms. Results at the 2nd and 4th days post-infection showed
a positive effect of cauliflower treatment in lifespan extension
related with a nearly 2 log cycle reduction in Salmonella cells at
48hand even at 96 h after infection with the pathogen. Therefore,
an interesting feature demonstrated in this study is the effect of
cauliflower extract as feed material in controlling Salmonella in
the worm intestine by reducing the microbial load after 96 h.
Nevertheless, more information is needed on possible pathogen
resistance to this natural antimicrobial in relation to time.

In order to optimize the incorporation of this vegetable
extract with antimicrobial properties, these findings should
be corroborated and completed with experimental studies
in farm animals, adapting it to the necessities of each
animal species. The use of agro-industrial waste to obtain
the vegetable extracts contributes to sustainable agriculture
development as well as a possible economic revalorization of
these residues.
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Abstract

The antimicrobial capability of chitosan from Tenebrio molitor as compared with chitosan
from crustacean (Penaeus monodon) on different pathogenic microorganisms of concemnin
food safety was studied. The antimicrobial effect was tested at pH 5 and pH 6.2 and at two
different initial concentrations (10° or 10° CFU/mL). Results indicated that chitosan from
both sources have antimicrobial activity, although the effect depended on the microorgan-
ism considered (Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes and Escherichia coli
0157:H7). Our results indicated that Salmonella was the most resistant bacteria, and that
chitosan from insect was less active than chitosan from crustacean, especially against Sal-
monella. Another important factor on antimicrobial activity was the pH of the sample. When
chitosan was added to a solution with a pH of 6.2 it was more active against Listeria and
Escherichia coli, than at pH 5.00. Besides, the effect of chitosan appears to decrease with
the incubation time, since some increases in counts were observed on E. coli and Salmo-
nella after the 24 and 49 hours of incubation.

Introduction

Chitosan is a natural and biodegradable biopolymer that has been used in different industrial
applications as flocculating and chelating agent, permeability control agent or antimicrobial
substance, among others [1-3]. Today, chitosan is mainly produced on an industrial scale
from deacetylation of chitin, chis is present in the exoskeleton of crustaceans and insects and
in the cell walls of most fungi and some algae [4]. Although residues from crab, prawns, cray-
fish and shrimps are the main source of chitin [4], the importance of insect chitosan is due to
the role that insects play as a sustainable source of protein. Insects are seen as an alternative to
the proteins that are conventionally consumed and that come mainly from traditional livestock
(cows, chickens or pigs fundamentally) and fish. Besides, the use of insect as protein source
will produce two by-side products of undoubted industrial interest, lipids (30-40% total dry
weight) [5], that could be used as biofuel and a residual material composed fundamentally by
chitin which have some bioactive properties and from which chitosan can be obtained.
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Chitin and chitosan have interesting physicochemical, biological and mechanical properties
[6]. One of those properties of chitosan is related with its antimicrobial activity. There are
diverse studies in which the antimicrobial and antifungal properties of chitosan and several of
its derivatives have been revealed [7, 8]. More recently, the effect of the physical form of chito-
san on its antibacterial activity against pathogenic bacteria has been studied [9]. Serio et al.

[10] studied the chitosan coating as inhibitor of Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) on
vacuum-packed pork loins and Brown et al. [11] on fresh cheese. It has been also reported that
the antibacterial action is usually rapid and eliminates bacteria in few hours [12].

As far as physical properties of chitosan, they are governed, fundamentally, by two factors;
the degree of deacetylation and the molecular weight. Moreover, the natural origin as well as
the variability on their chemical structure can affect the properties of chitosan and could
impact on their industrial utilization [13]. Some studies have revealed that the degree of deace-
tylation has been associated with the antimicrobial activity of chitosan [14].

Pathogenic microorganisms as Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium or Escher-
ichia coli (E. coli) O157:H7 are of concern under the point of view of food safety. Those micro-
organisms are present in a broad range of foodstuffs contributing every year to a huge amount
of food transmitted illnesses. In 2018 (the latest year for which EU data is available), a total of
5.146 disease outbreaks were identified, with bacteria and their toxins being the main causative
agent. Campylobacter, Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria monocytogenes are among
the main pathogens linked to foodborne outbreaks in Europe (2011-2020) [15]. Salmonella
enterica is generally acquired from contaminated food and is a common cause of human gas-
troenteritis and bacteremia worldwide [15-17]. The common reservoir of Salmonella is the
intestinal tract of a wide range of domestic and wild animals, which results in a variety of food-
stuffs covering both food of animal and plant origin as sources of infection. Transmission
often occurs when organisms are introduced in food preparation areas and are allowed to mul-
tiply in food, e.g., owing to inadequate storage temperatures, inadequate cooking, or cross-
contamination of ready-to-eat (RTE) food [18, 19]. Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium (S. Typhimurium) is one of the most common serovars associated with clini-
cally reported salmonellosis in humans, accounting for at least 15% of infections [20].

E. coli 0157:H7 produces verotoxins. This bacterium is the major serotype that was recog-
nized as a cause of human illness, but not in cattle, its primary host [21, 22]. The source of
infection is the contamination of food such as raw or undercooked meat products and raw
milk by human and animal feces [23]. The most common sources of Shiga toxin-producing E.
coli (STEC) O157 infection are beef and leafy vegetables [24], but fresh-pressed apple juice or
cider, yoghurt, cheese, salad vegetables, and cooked maize have also been implicated [25].

L. monocytogenes is an opportunistic pathogen that has been recognized as an important
foodborne pathogen since the early 1980s [26]. It is resistant to diverse environmental condi-
tions and can grow at temperatures as low as 3°C [27, 28]. L. monocytogenes can cause invasive
disease in livestock, mainly sheep, goats, and cattle [29]. It is found in a wide variety of raw
and processed foods such as milk and cheeses, meat (including poultry) and meat products,
and seafood and fish products where it can survive and multiply rapidly during storage [30,
31).

Therefore, control measures should be taken to avoid foodborne outbreaks. Synthetic anti-
microbials are each time more refused by the consumer worried by the toxicity of those prod-
ucts. In consequence, people are looking for new natural antimicrobials to help in controlling
those pathogenic microorganisms. The control of those microorganisms can be carried out by
using natural antimicrobials as chitosan to be used in different foodstuffs reducing in this way
the annual cases of illnesses transmitted by foods [32-34].
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Considering the previously exposed antecedents, a comparative study of the antimicrobial
activity of chitosan from Tenebrio molitor as an alternative to crustacean chitosan at different
pH levels against E. coli, L. monocytogenes and Salmonella enterica subsp. Enterica serovar
Typhimurium at different inoculation sizes was carried out.

Materials and methods
Microbial strains

Pure cultures of Listeria monocytogenes serovar 4b (Spanish Type Culture Collection (CECT)
4032) (L. monocytogenes), Escherichia coli O157:H7 (CECT 5947) (E. coli) and Salmonella
enterica serovar Typhimurium (CECT 443) (S. Typhimurium) were provided by the Spanish
Type Culture Collection. Following the procedure described by Sanz-Puig et al. [35], lyophi-
lized samples (0.5 g lyophil) were rehydrated in Tryptone Soy Broth (TSB) (Scharlab S.A., Bar-
celona, Spain) (L. monocytogenes and S. Typhimurium) or in Luria Broth (LB) (Scharlab S.A.,
Barcelona, Spain) (E. coli). Rehydrated cultures were transferred to 500 mL of its correspond-
ing media and incubated in a bath shaker (200 rpm) for 14 h at 37°C. After centrifugation pro-
cess, glycerinated bacteria cells were maintained in frozen cryovials at -80° C. The final
inoculums concentration was determined by plate count and was of 10°~10° colony forming
units/mL (CFU/mL).

Chitosan samples preparation

Crustacean chitosan (chitosan from shrimp shells, practical grade) was purchased from Merck
(MerckKGaA, Darmstadt, Germany) and insect chitosan (Tenebrio molitor) was acquired
from MealFood Europe S.L. (Dofiinos de Salamanca, Salamanca, Spain). For both chitosans, a
1% (w/v) chitosan sample stock solution was prepared in a 1% (v/v) acetic acid solution. Chito-
san solutions at 0.15% (w/v) were prepared from the 1% (w/v) chitosan stock solution (crusta-
cean or insect) in 1% (v/v) acetic acid. Each stock solution was sterilized by 0.45 um pore size
membrane filters.

Evaluation of antimicrobial activity of chitosan

The antimicrobial activity was tested at pH 5 and pH 6.2 by acidifying with acetic acid (1%
w/v) LB for E. coli and TSB for L. monocytogenes and S. Typhimurium studies and at two dif-
ferent initial concentrations, 10% or 10° CFU/mL (3.2x10° and 2.7x10° CFU/mL, respectively).
Microbial growth at these conditions was compared with the one of control samples (without
chitosan). Acetic acid controls (LB and TSB at pH 5 and pH 6.2) were also tested to evaluate
the possible antimicrobial effect of acidification.

In order to carry out the experiment, each microorganism maintained in cryovials at -80°C
was thawed and serial dilutions in peptone water (0.1% (w/v)) were performed until the
desired initial inoculum concentration was achieved (10 or 10° CFU/mL). Inoculated media
(LB or TSB) were incubated in a bath shaker at 37° C for 49h and sampled at t0 = Oh, t1 = 3h,
t2 = 6h, t3 = 8h, t4 = 24h and t5 = 49h. Samples removed at each time were serially diluted in
peptone water (0.1%), plated by duplicate and incubated in Luria Agar (LA) (E. coli) or Tryp-
tone Soy Agar (TSA) (S. Typhimurium and L. monocytogenes) at 37°C for 24h (E. coli and S.
Typhimurium) or 48h (L. monocytogenes). After the incubation period, bacteria cells were
counted (CFU/mL). Experimental results were shown as log10 of survival fraction (log S) cal-
culated as (Eq 1):

N
s =g, (1) "
0,
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where N is bacterial concentration (CFU/mL) at time t (h) and N, initial bacterial concentra-
tion (CFU/mL) (t). Therefore, positive values indicate microbial growth and negative values
microbial inactivation respect the initial inoculation value (N;).

Statistical analysis

For each condition, three independent repetitions were performed and for each sampling
time, two duplicates were taken, plating each one in duplicate (4 plates/sampling time). The
analysis of experimental data was carried out by using Statgraphics Centurion XVI (Statpoint
Technologies, Inc., USA). Outliers were identified and removed prior data analysis. The statis-
tical significance of data was determined by an Analysis of Variance (ANOVA) (p < 0.05) and
differences between groups were determined by Tukey test.

Results
Factors affecting antimicrobial activity of chitosan solutions

Results on the effect of acetic acid and chitosan from different sources on the behavior of E.
coli, L. monocytogenes and S. Typhimurium can be seen in Figs 1-3. In general, the response of
tested microorganisms to the different antimicrobials and pH conditions was microorganism
dependent. To determine the possible antimicrobial effect of chitosan from different sources
dissolved in acetic acid, acetic acid control solutions at pH 5 and 6.2 were tested as antimicro-
bials for comparison purposes and to define the impact of chitosan independently of the anti-
microbial activity of acetic acid used to dissolve chitosan.

Antimicrobial effects of chitosan solutions on E. coli

For E. coli studies with an initial contamination level of 10 CFU/mL, the acetic acid solution
at pH 5 resulted in a non-substantial variation on microbial counts during the whole incuba-
tion period, 49 h (Fig 1A). A similar result was observed when the inoculum size was 10° CFU/
mL (Fig 1B). As for pH 6.2, E. coli cells grew until reach a plateau at the 8 hour of incubation;
probably due to the pH 6.2 represent a more favorable environment for the microorganism
(Fig 1A). For an initial inoculum size of 10° CFU/mL the behavior of cells was similar than
that at the lower initial microbial concentration. Cells grew until reach the stationary phase at
the 8 hours of incubation (Fig 1B).

Regarding the effect of chitosan from crustacean and insect sources at pH 5 against E. coli,
non-appreciable variation on the microbial counts was observed along the incubation period,
except at the 49 hours of incubation a light reduction on the microbial counts was observed,
being that reduction highest for crustacean chitosan than for insect chitosan (Fig 1A and 1B).
Although, this reduction could be due to the decline phase after a stationary phase and not to
the presence of chitosan. As for the effect at pH 6.2, the addition of chitosan produced a
decrease in the number of cells that was highest in the case of chitosan from crustacean than
from insect. However, after 8 hours of incubation, an increase in the microbial counts was
observed until the 49 hours of incubation, being the level of microbial concentration higher
than one at time zero.

In general, considering both pH levels, the behavior of E. coli was independently of the ini-
tial inoculum size. In consequence, it can be considered that the inoculum size did not affect
the microbial pattern along the incubation time.
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(A) s 3 Acetic Acid pH 5.00 [ Crustacean Chitosan pH 5.00 @ Insect Chitosan pH 5.00
@R Acectic Acid pH 6.22 @R Crustacean Chitosan pH 6 22 @A Insect Chitosan pH 6.22

A

Log N/No (cfu/mL)

-4
% © ® > K
Time (hours)

(B) s. [ Acetic Acid pH 5.00 [ Crustacean Chitosan pH 500 @ Insect Chitosan pH 5.00
R Acectic Acid pH 6.22 @R Crustacean Chitosan pH 6 22 @@ Insect Chitosan pH 6.22

Log N/No (cfu/mL)

Time (hours)

Fig 1. Variation of E. coli concentration in substrates inoculated with 10° CFU/mL (A) and 10° CFU/mL (B).
Positive values indicate growth and negative values inactivation respect the initial inoculation value (N,). Different
letters mean significant differences between samples of the same pH.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0244153.9001

Antimicrobial effects of chitosan solutions on L. monocytogenes

Results for L. monocytogenes can be seen in Fig 2A and 2B for a 10* and 10° CFU/mL initial
concentration level, respectively.

Acetic acid solution at pH 5 produced a decrease in the microbial counts during the incuba-
tion period regardless the initial concentration level of L. monocytogenes. Nevertheless, the
number of log reductions was higher when the inoculum size was 10° CFU/mL (Fig 2A and
2B). This result appears to indicate that there is a clear bactericidal effect of the acetic acid
against this microorganism. On the other hand, when L. monocytogenes cells were treated with
acetic acid at a pH of 6.2, cells grew reaching the stationary phase after 8 hours of incubation.
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@R Acectic Acid pH 6.22 @B Crustacean Chitosan pH 6.22 @@ Insect Chitosan pH 6.22
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> © ® > K
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(B)

6 [ Acetic Acid pH 5.00 [ Crustacean Chitosan pH 5.00 @ Insect Chitosan pH 5.00
@R Acectic Acid pH 6.22 @B Crustacean Chitosan pH 6 22 @@ Insect Chitosan pH 6.22
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Log N/No (cfu/mL)
o

) © ® .1} N
Time (hours)
Fig 2. Variation of L. monocytogenes ion in sub i lated with 10° CFU/mL (A) and 10° CFU/

mL (B). Positive values indicate growth and negatives inactivation respect the initial inoculation value (Ny). Different
letters mean significant differences between samples of the same pH.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0244153.9002

Results indicated that no bactericidal effect of acetic acid at pH 6.2 took place as compared
with the bactericidal effect observed at pH 5.

When L. monocytogenes cells were subjected to the action of crustacean chitosan in acetic
acid at pH 5, a decrease in bacterial counts was observed throughout the incubation period
with respect to the initial inoculum, regardless of inoculum size. Nevertheless, the inactivation
effect was stronger for the inoculum size of 10° CFU/mL, and no viable cells were observed at
the incubation time of 49 hours (Fig 2B).

The effect of crustacean chitosan in acetic acid at pH 6.2 can also be observed in Fig 2A and
2B. For the inoculum size of 10* CFU/mL a rapid reduction in the number of viable cells was
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[ Acetic Acid pH 5.00 [ Crustacean Chitosan pH 5.00 @ Insect Chitosan pH 5.00
64 W Acectic Acid pH 6.22 @ Crustacean ChiosanpH622 @ Insect Chitosan pH 6.22

A

Log N/No (cfu/mL)

% © ® o> )
Time (hours)
(8)

3 Acotic Acid pH 5.00 [ Crustacean Chitosan pH 5.00 @ Insect Chitosan pH 5.00
6 W Acectic Acid pH 622 S Crustacean ChiosanpH622 @ Insect Chitosan pH 622
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Time (hours)

Fig 3. Variation of S. Typhimuri in subx inoculated with 10° CFU/mL (A) and 10° CFU/

mL (B). Positive values indicate growth and negative values inactivation respect the initial inoculation value (N,).
Different letters mean significant differences between samples of the same pH.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0244153.9003

observed such that at the 6 hour of incubation no viable cells were observed in the culture.
This decrease in cells counts was highest than in acetic acid alone at pH 5. For the inoculum
size of 10° CFU/mL, the effect was similar although there is a slight decreasing of the antimi-
crobial effect that produced a small growth in the number of cells at the 49 hour of incubation.

In relation to insect chitosan in acetic acid, the behavior was similar to that observed for
crustacean chitosan at both pH and inoculum size values. There was a decrease in the number
of cells in comparison with the initial inoculum concentration. Nevertheless, according to the
results that can be seen in Fig 2A and 2B, the antimicrobial activity of the crustacean chitosan
is somewhat greater than showed by the insect chitosan.
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Antimicrobial effects of chitosan solutions on S. Typhimurium

Results of the evolution of S. Typhimurium in the different substrates with initial inoculation
levels of 10° CFU/mL and 10° CFU/mL are shown in Fig 3A and 3B respectively.

As can be seen in Fig 3 for both inoculum sizes, there is a cell growth in the acetic acid sub-
strate at pH values of 5 and 6.2. This means that acetic acid at these pH values of the study
does not seem to have bacteriostatic or bactericidal effect against Salmonella Typhimurium.

The crustacean chitosan in acetic acid at pH 5 produced a reduction of the microbial load
along the incubation period of 49 hours for the two initial inoculation levels. It appears that
there was a synergistic effect among acetic acid and crustacean chitosan in acetic acid at this
pH level. At pH 6.2, a slight decrease followed by a latency period was observed that lasted
about 8 hours followed of an increase in the number of cells at hours 24 and 49 regardless of
inoculum size.

The insect chitosan in acetic acid at pH 5 and with an inoculation level of 10* CFU/mL pro-
duced a reduction in the number of viable cells at 24 hours of incubation period followed by a
slight growth at 49 hours of incubation period. In the case of the inoculum level of 10° CFU/
mL a reduction of 3 log cycles was observed at 24 hours of incubation, but some growth
appears to take place at 49 hours of incubation period manifested as a decrease of the log
reduction cycles (Fig 3B).

At pH 6.2 a latency phase was observed that lasted until 8 hours of incubation, followed by
an increase in the number of cells exceeding the level of initial inoculation. This behavior was
similar for both initial inocula concentrations.

Antimicrobial effects of chitosan solutions on E. coli, L. monocytogenes and
S. Typhimurium after 8 hours of incubation

Tables 1-3 show the concentrations of microorganisms after 8 hour of incubation period at
different pH values and inoculum concentrations for each microorganism considered in the
study. The time of 8 hours of incubation was considered a good check point for comparison
because it was the moment at which the stationary phase was reached with acetic acid at pH
6.2 used as control for comparison purpose.

Table 1 shows the E. coli microbial counts after 8h of incubation in blank control, acid con-
trol and chitosan treatments. According to the table, significant differences (p<0.05) on bacte-
rial counts were found between the blank control and the rests of substrates except for the
inoculation level 10° and pH 6.2. Besides, at pH 6.2 there were significant differences (p<0.05)
on counts among acetic acid, crustacean chitosan and insect chitosan substrates in the way
that all chitosan treatments reduced the microbial load at pH 6.2 compared to acetic acid or

Table 1. E. coli behaviour after 8 hours of incubation in diffe b (mean + dard deviation)
Substrate Log N/N, (CFU/mL)
Inoculum size 10* | Inoculum size10°
Control (LB pH=7) 5.47+0.075 * 3.31£0.018 *
pH 5.0 pH6.2 pH 5.0 | pH 62

Acetic Acid Control -0.1120.126 ® 4.39+0.041° -0.09+0.004 ® \ 3.34+0.033*
Crustacean chitosan -0.120.053 * -3.09£0062 © -0.06£0.026 * \ -3.3£0.080 *

Insect chitosan -0.11+0.017 * -1.760.012° -0.07+0.0236 * | -1.4620.045 ¢

Figures with the same letter are not significantly different by columns. Different letters indicate significant differences (p value<0.05). Negative figures mean

inactivation and positive figures mean growth.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0244153.1001
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Table 2. Listeria monocytogenes behaviour after 8 hours of incubation in di b (mean + dard deviati
Substrate Log N/N, (CFU/mL)
Inoculum size 10° Inoculum size10®
Control (TSB pH = 7) 4.27+0.0269* 2.98:0.0170
pH 5.0 | pH6.2 pH 5.0 pH 6.2
Acetic Acid Control -037£0.023" | 2960.11° -0.11£0.020 * 2.73+0.046 "
Crustacean chitosan -1.070.036 © ND -1.8520.020 © -3.480.062 ©
Insect chitosan -1.2840.057 © -1.73£0.0698 © -0.013£0.049 ® -3.78£0.136

ND = Non Detectable. Figures with the same letter are not significantly different by columns. Different letters indicate significant differences (p value<0.05).
Negative figures mean inactivation and positive figures mean growth.

https://doi.org/10.1371/joumal.pone.0244153.1002

Table 3. Sals Ila Typhi ium behaviour after 8 hours of incubation in di (mean + dard deviation)
Substrate Log N/N, (CFU/mL)
| Inoculum size 10° | Inoculum size10°
Control (TSB pH =7) | 4.4720.0566 * | 2.68+0.05
pH5.0 | pH 6.2 | pH 5.0 pH6.2

Acetic Acid Control 09500236 442+0,07* 1.29:0.018 * 2.12:0.046 *
Crustacean chitosan -128+0.045° [ -057£0.012“ -1.5120.0804 ° -0.02+0.105 ©
Insect chitosan acid -0.90£0.028 © | -0.04£0073 " | -0.55+0.043 © -0.22£0.018°

Figures with the same letter are not significantly different by columns. Different letters indicate significant differences (p value<0.05). Negative figures mean
inactivation and positive figures mean growth.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.02441531003

blank controls (p<0.05). In addition, crustacean chitosan showed a greater microbial reduc-
tion than insect chitosan.

As for L. monocytogenes, Table 2 shows bacterial counts after 8h of incubation in blank con-
trol and the studied substrates. Acetic acid control produced a small reduction of bacteria cells
independent of inoculum size at pH 5 as compared with the blank control. Similarly to E. coli
behaviour (Table 1), chitosan treatments at pH 6.2 showed greater Listeria cell reductions than
at pH 5, being the maximum reduction achieved with insect chitosan at pH 6.2 for an inocu-
lum size of 10° CFU/mL (3.78 log reductions).

Table 3 shows the S. Typhimurium bacterial counts after 8h of incubation in blank control
and the studied substrates. As can be seen, acetic acid control media resulted in an increase of
microbial counts at all pH and inoculum concentrations. Regarding Salmonella cells exposed
to chitosan, small reductions were observed in all cases, at 8 hour of incubation, showing sig-
nificantly differences (p<0.05) among them. According to the table, those reductions in Sal-
monella cells were dependent on the source of chitosan, pH and inoculation level. In general,
crustacean chitosan was more effective against Salmonella than insect chitosan excepting at an
inoculum size of 10° CFU/mL and pH 6.2 (Table 3).

Discussion

The effect of chitosan as an antimicrobial in agriculture and the food industry has been studied
for some time ago. Allan et al. [36] already studied the effect of chitosan on E. coli and Staphy-
lococcus aureus (S. aureus). However recently, and as a consequence of the use of minimum
preservation procedures, the interest for the antimicrobial capability of this compound
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obtained from chitin has been accentuated. According to previous studies carried out by other
authors, the antimicrobial activity of chitosan is influenced by several extrinsic and intrinsic
factors (type of chitosan, molecular weight, degree of deacetylation, solvent and concentration)
as well as some environmental factors such as microorganism specie, its physiological state,
pH, temperature, ionic strength, metal ions, the presence of ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) or organic matter [37-40].

Chitosan is a biopolymer primarily commercially produced from crabs and shrimp resi-
dues. The physicochemical characteristics of chitosan influence its functional properties,
which differ between species of crustaceans and methods of preparation [41]. In the present
work, chitosan from crustaceans and insects have been studied. The objective was to compare
the functionality as antimicrobials of commercial products of crustacean and insect chitosan.
Results pointed out differences between the antimicrobial capacity of commercial crustacean
chitosan and commercial insect chitosan. In general, at 49 hours of incubation period, the
crustacean chitosan at pH 5.0 showed greater antimicrobial capacity than the insect chitosan
at the same pH value. This behavior was mainly seen in the case of Salmonella where the crus-
tacean chitosan produced more than 4 logarithmic reductions while the insect chitosan was
bacteriostatic or produced around 1 logarithmic reduction. The same behavior is observed for
E. coli although the differences in the antimicrobial activity are smaller than in the case of Sal-
monella. As indicated above, some previous studies have indicated that there may be differ-
ences between functional capacity and physical characteristics of chitosan from different
crustaceans. This behavior could be more evident among chitosan from sources as diverse as
crustaceans and insects.

The pH plays an important role in the antimicrobial capability of chitosan in such a way
that the antimicrobial activity is inversely affected by the pH value; at low pH the chitosan
seems more antimicrobial than at high pH values [38, 42-44].

Wang [45] conducted a study on the effect of different chitosan concentrations at two levels
of pH 6.5 and 5.5 on different pathogenic microorganisms including S. Typhimurium, E. coli
and L. monocytogenes. The author concluded that chitosan at pH 6.5 had a very weak effect on
pathogenic microorganisms; in fact, there was no inhibition of L. monocytogenes. At pH 5.5
there was inhibition of the microorganisms tested between 24 and 72 hours of storage at 30°C.
The author concluded that chitosan acts better at pH 5.5 than at pH 6.5. More recently, Giicii-
koglu [46] also studied the antibacterial activity of chitosan of different molecular weights at
various pH levels (pH 4, 4.5 and 5) on L. monocytogenes strains. Results indicated that the pH
5 showed also the greatest bacterial reduction effect at 24 hours of the incubation period
excepting for two L. monocytogenes strains.

In the present work two pH levels were tested ata 0.15% (w/v) concentration of chitosan.
After an incubation period of 8 hours, the antimicrobial effect was higher at pH 5.00 than at
pH 6.2 for Salmonella Typhimurium, while for E coli and Listeria occurred the contrary, chito-
san at pH 6.2 had a stronger antimicrobial effect than at pH 5.00. It appears that the effect of
chitosan at both pH levels was microorganism dependant.

In our study, all microorganisms grew in the control at pH 7 reaching the stationary phase
in many cases at 8 hours of the incubation period. The effect of control (acetic acid) at pH 5.0
appears to be microorganism dependent, it was bacteriostatic for E. coli, bactericidal for L.
monocytogenes and in the case of S. Typhimurium there was a growth similar to that achieved
in the control (acetic acid) at pH 6.2 after 49 hours of incubation. These results seem to indi-
cate that the acetic acid control at pH 5.0 has an antimicrobial effect only on some microorgan-
isms. Regarding the chitosan at the two pH levels, differences were observed regarding the
control in acetic acid. Chitosan showed a clear antimicrobial activity, especially in L. monocy-
togenes at both pH values. Chitosan from both sources, crustacean and insect, at pH 5.0 were
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bacteriostatic or bactericidal for the three pathogenic microorganisms studied at the 49 hours
of the incubation period, while for the same period of time, growth was observed on chitosan
at pH 6.2, except on L. monocytogenes were still chitosan at pH 6.2 had a bactericidal effect.
These results are in general in agreement with those obtained by Wang [45] who indicated
that all chitosan concentrations tested at pH 5.5 had a greater antimicrobial effect than at pH
6.5 excepting some chitosan concentrations against Samonella. Giiciikoglu [46] also observed
a general greater antimicrobial effect on the pH 5 tested on L. monocytogenes strains in spite of
a different inoculum concentration was used in his study (2.0x10° CEU/mL) compared with
our study.

According to the results, it appears that the effect of chitosan was microorganism depen-
dent; maybe differences in the membrane of the different microorganisms could affect the
antimicrobial activity of chitosan. There are some hypotheses about the antimicrobial mecha-
nism of chitosan. The ionic interactions between positive charges of amino groups and nega-
tive bacteria surface molecules in acid conditions alter the membrane permeability leading to
cellular lysis [40, 47]. Another mechanism could be the interaction with essential nutrients for
bacteria [48].

The bacterial inoculum size could also affect the bactericidal effect of chitosan [49]. Those
authors indicated that after 4 hours of incubation for an inoculum size of 10 cells/mL, all
tested compounds proved to be bactericidal at any tested chitosan concentration; while for
higher concentration of initial inoculum, 0.1% (w/v) of chitosan was only bacteriostatic; they
also concluded that, independently of the inoculum level, 0.25% (w/v) of any chito-oligosac-
charide mixture was sufficient to reduce the E. coli initial population by at least 3 log cycles.
However, results of the present work, as indicated above in results section, are not conclusive
regarding the effect of the inoculum size because it varied according to pH and microorganism
specie; in consequence it is not possible to establish that in all cases there is a higher antimicro-
bial activity at one particular inoculum size.

Conclusions

In the present study, both chitosans showed antimicrobial activity, although their effect
depended on the pH and the microorganism studied. L. monocytogenes was the most sensitive
atboth pH values. Crustacean chitosan seemed more active than insect for the microorganisms
studied and at the pHs tested, specially against Salmonella. However, more studies on the char-
acterization of both chitosan compounds would be necessary to interpret these differences.

For the pHs studies, after 8h of incubation antimicrobial activity seems to be microorgan-
isms’ dependent; the antimicrobial effect was higher at pH 5.00 than at pH 6.2 for Salmonella,
while for E. coli and Listeria occurred the contrary. As for inoculum size, no clear conclusions
can be drawn on the antimicrobial effect of the chitosan compounds studied.

Supporting information

81 Dataset. Evolution of Salmonella Typhimurium, Escherichia coli 0157:H7 and Listeria
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chitosan treatments with different initial inoculum concentrations at pH 5 and 6.2.
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