Aoy UNIVERSITAT UPV
Es") POLITECNICA

‘Iﬂ‘:’\x* DE VAL [_ NCIA INSTITUTO DE INGENIERIA DE ALIMENTOS

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos
(FoodUPV)

Desarrollo de superficies funcionalizadas con
antimicrobianos naturales para evitar la adherencia de
bacterias presentes en aguas de baja presion de uso
publico

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ciencia e Ingenieria de los Alimentos

AUTOR/A: Gonzélez Farras, Albert

Tutor/a: Pérez Esteve, Edgar

Cotutor/a externo: Moreno Trigos, M2 Yolanda
Director/a Experimental: Fornés Pérez, Alba

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



DESARROLLO DE SUPERFICIES FUNCIONALIZADAS CON
ANTIMICROBIANOS NATURALES PARA EVITAR LA ADHERENCIA DE
BACTERIAS PRESENTES EN AGUAS DE BAJA PRESION DE USO PUBLICO

Albert Gonzalez Farras', Alba Fornés Pérez?, Yolanda Moreno Trigos?, Edgar
Pérez Esteve'.

RESUMEN

Pese a los tratamientos de cloracion empleados para mejorar la calidad
microbiologica de la red de agua de baja presion utilizada en muchas ciudades
para la limpieza de calles o riego de jardines, aun pueden quedar poblaciones
bacterianas capaces de adherirse sobre las superficies de los sistemas de
conduccion de agua y formar biopeliculas. El presente trabajo tiene por objetivo
disefar un sistema para reducir la formacion de dichas biopeliculas en superficies
de sistemas de distribucion mediante la funcionalizacion de estas con diferentes
componentes de aceites esenciales (CAE). Para ello, en primer lugar, se
comprobd la capacidad in vitro del eugenol, timol y cinamaldehido para inhibir el
crecimiento de cepas bacterianas aisladas de aguas de la red publica secundaria.
En paralelo, se cuantifico la capacidad de adhesion de dichas cepas y se
seleccionaron aquellas cinco con mayor capacidad, para estudiar en ellas el
efecto de los tres CAE sobre la adhesion celular. Finalmente, los CAE se
inmovilizaron covalentemente sobre placas de acero inoxidable y se determiné el
efecto sobre la capacidad de adhesion celular de las cepas bacterianas. Los
resultados han demostrado que con los tres CAE disminuye significativamente la
formacion de biopeliculas. Ademas, la funcionalizacién de acero inoxidable con
cinamaldehido y timol ha sido una estrategia efectiva contra la formacion de
biopelicula por Kocuria rhizophila. Estos resultados muestran el potencial de la
funcionalizacion de superficies en contacto con el agua como estrategia sinérgica
a los tratamientos actuales de cloracion, con el fin de mejorar la calidad
microbioldgica del agua de riego.

PALABRAS CLAVE: Microbiologia, biopeliculas, antimicrobianos naturales,
agua de riego.

RESUM

Malgrat els tractaments de cloraci6 emprats per a millorar la qualitat
microbiologica de la xarxa d'aigua de baixa pressi6 utilitzada en moltes ciutats
per a la neteja de carrers o0 reg de jardins, encara poden quedar poblacions
bacterianes capaces d'adherir-se sobre les superficies dels sistemes de
conduccio d'aigua i formar biopel-licules. El present treball té per objectiu
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dissenyar un sistema per a reduir la formacio d'estes biopel-licules en superficies
de sistemes de distribucié mitjangant la funcionalitzacié d'estes amb diferents
components d'olis essencials (COE). Per a aix0, en primer lloc, es va comprovar
la capacitat in vitro del eugenol, timol i cinamaldehit per a inhibir el creixement de
ceps bacterians aillats d'aigties de la xarxa publica secundaria. En paral-lel, es va
quantificar la capacitat d'adhesio d'estos ceps i es van seleccionar aquelles cinc
amb major capacitat, per a estudiar en elles I'efecte dels tres COE sobre I'adhesid
cel-lular. Finalment, els COE es van immobilitzar covalentment sobre plaques
d'acer inoxidable i es va determinar I'efecte sobre la capacitat d'adhesio cel-lular
dels ceps bacterians. Els resultats han demostrat que amb els tres COE disminuix
significativament la formacié de biopel-licules. A més, la funcionalitzacié d'acer
inoxidable amb cinamaldehit i timol ha sigut una estratégia efectiva contra la
formacié de biopel-licula per Kocuria rhizophila. Estos resultats mostren el
potencial de la funcionalitzaciéo de superficies en contacte amb l'aigua com a
estrategia sinérgica als tractaments actuals de cloracio, amb la finalitat de millorar
la qualitat microbiologica de l'aigua de reg.

PARAULES CLAU: Microbiologia, biopel-licules, antimicrobians naturals, aigua
de reg.

ABSTRACT

Despite the chlorination treatments used to improve the microbiological quality
of the low-pressure water network used in many cities for street cleaning or
garden irrigation, bacterial populations capable of adhering to the surfaces of
water conveyance systems and forming biofilms may still remain. The removal of
these biofilms and the bacteria that are part of them once formed becomes more
complicated. The present work aims to design a system to reduce the formation
of these biofilms on the surfaces of distribution systems by functionalizing them
with different essential oil components (EOC). First, the in vitro capacity of
eugenol, thymol and cinnamaldehyde to inhibit the growth of bacterial strains
isolated from secondary public water systems was tested. In parallel, the adhesion
capacity of these strains was quantified and the five strains with the highest
capacity were selected to study the effect of the three EOC on cell adhesion.
Finally, the EOC were covalently immobilized on stainless steel plates and the
effect on the cell adhesion capacity of the bacterial strains was determined. The
results have shown that with all three EOC, the biofilm formation is significantly
decreased. In addition, functionalization of stainless steel with cinnamaldehyde
and thymol has been an effective strategy against biofilm formation by Kocuria
rhizophila. These results show the potential of functionalization of surfaces in
contact with water as a synergistic strategy to current chlorination treatments in
order to improve the microbiological quality of irrigation water.

KEYWORDS: Microbiology, biofilm, natural antimicrobial, irrigation water.



1. INTRODUCCION

La existencia de una red secundaria de agua a baja presiéon permite a muchas
ciudades separar el agua de uso publico del agua de consumo. Esta red es usada
para el riego de parques y jardines y para la limpieza de calles. Al ser una red
secundaria, se evitan problemas de carga en la red principal y, al no ser agua de
consumo, la potabilizacidn no se hace estrictamente necesaria. La consecuencia
directa de esto es la facil proliferacidon de bacterias patdgenas que pueden
adherirse a las paredes de las conducciones y generar biopeliculas, inutilizando,
en muchos casos, dichas tuberias. Las biopeliculas causan dafos estructurales y
dificultan la limpieza de estas canalizaciones (Kumarasamy & Maharaj, 2015), en
muchos casos forzando a reemplazar dichas tuberias.

Por otra parte, el riego de jardines o limpieza de calles se realiza mediante
aspersores o difusores de agua, generando asi un aerosol de microgotas
contaminadas. Estas gotas suponen un riesgo para la salud publica, ya que
pueden provocar enfermedades en aquellos ciudadanos que entren en contacto
con las mismas. Es por esto por lo que la legislacion espainola en los ultimos afos
se ha vuelto mas estricta en lo que concierne al tratamiento de aguas (Real
Decreto 487/2022).

El tratamiento tipico usado para la mejora de la calidad microbiolégica de
aguas es la cloracion. En estos tratamientos, se afiade un compuesto clorado al
agua, que libera cloro libre de forma progresiva. Es un tratamiento muy
economico y extendido por su facilidad y practicidad, pero no se recomienda su
uso para el riego de plantas. Esto es debido a que altas concentraciones de cloro
influyen negativamente en el desarrollo de ciertas especies vegetales, por lo que,
se requieren alternativas para el tratamiento y desinfeccién de este tipo de redes
de distribucion (Ibrahim et al., 2015).

Los aceites esenciales son sustancias organicas, aromaticas y volatiles,
producidas por plantas como metabolitos secundarios y usadas como
mecanismo de defensa. Las propiedades concretas de cada aceite esencial
dependen de la mezcla especifica de estas moléculas (Sonwa, 2000), pudiendo
servir como alternativa a la cloracién para el tratamiento de aguas. Entre estos
componentes de aceites esenciales (CAE) destacamos el eugenol, el
cinamaldehido y el timol, por sus propiedades antimicrobianas (Ribes et al.,
2019).

El eugenol es un hidroxifenil propeno que se encuentra principalmente en el
clavo (Syzygium aromaticum), pero también en plantas de las familias
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, y Myristicaceae. Entre sus propiedades
destacan la de ser antioxidante y antiinflamatoria para el cuerpo humano, ademas
de ser muy efectivo como antifungico y un amplio rango de bacterias gram-
positivas y gram-negativas. (Marchese et al., 2017)



El timol es un fenol monoterpénico que se encuentra principalmente en
Laminaceae, y se usa en la industria alimentaria como aromatizante y
conservante. Tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anestésicas,
cicatrizantes, antisépticas y, sobre todo, antibacterianas y antifungicas.
(Marchese et al., 2016)

El cinamaldehido es un fenol con un aldehido insaturado, extraido de la canela
(Cinnamomum verum) y otras plantas del género Cinnamomum. Usado en
industria alimentaria como antifungico natural tiene propiedades antimicrobianas
destacables. Muchos derivados, de hecho, son usados como antibioticos. (Doyle
& Stephens, 2019)
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FIGURA 1. Estructura molecular de algunos componentes de aceites esenciales.

Debido a la alta volatilidad de estos compuestos, surge la necesidad de
adherirlos sobre una superficie, es decir, funcionalizarla. La funcionalizacion se
refiere al tratamiento fisico y/o quimico de un sélido o superficie para asignarle
una determina propiedad o funcion. La funcionalizacién permite obtener una gran
cantidad de nuevos materiales avanzados, con numerosas aplicaciones sobre
todo en industria, proteccion medioambiental, ciencia de materiales o
biomedicina (Wieszczycka et al., 2021). En el caso del presente trabajo la
funcionalizacion consistira en la adhesion de componentes especificos de aceites
esenciales sobre superficies planas de acero inoxidable, que simulan las rejillas
de desbaste colocadas a lo largo de la red de agua de baja presién, donde se ha
observado una alta formacién de biopeliculas (Pedersen, 1990).

El tratamiento de aguas mediante el uso de superficies funcionalizadas, ya ha
sido descrito por autores como Ruiz-Rico et al. (2017), que usaban como
particulas de silice funcionalizadas, Gomez-Llorente et al. (2024) donde
estudiaban la eliminacién de virus y bacterias de aguas de consumo mediante la
funcionalizacion de particulas de silice con componentes de aceites esenciales,
o Orhan-Yanikan et al. (2019), donde estudiaban la eliminacién de biopeliculas en
superficies alimentarias mediante el uso de componentes de aceites esenciales.
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El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de distintos componentes
de aceites esenciales en la adhesion de bacterias aisladas de la red de baja
presion. Para ello, se determinara el crecimiento y adhesion de las bacterias al
entrar en contacto con los distintos componentes de aceites esenciales, tanto
libres como fijados mediante una placa de acero, y se estudiara como estos
afectan a la formacion de biopeliculas.

El presente trabajo tiene relacion con los Objetivos de Desarrollo Sostenibles
principalmente el 6 (Agua limpia y saneamiento), el 10 (Ciudades y comunidades
sostenibles) y el 14 (Vida submarina). También y en menor medida, con el 3
(Salud y bienestar) y el 9 (Industria, innovacion e infraestructura).

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Reactivos.

El eugenol (99% p/p), el timol (98,5% p/p), el cinamaldehido (99% p/p), el (3-
aminopropil)trietoxisilano (APTES), el paraformaldehido, la trietilamina, el
boridruro de sodio y la resazurina sédica, se obtuvieron de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espana). El metanol, el isopropanol, el diclorometano, el etanol, el acido
sulfarico (98% H.SO.), el peréxido de hidrégeno (30% H:0,), el acido acético
glacial (98%), el n-hexano (96%), el DMSO, el agar de conteo (PCA) y el medio
liquido de soja y tripsina (TSB) se obtuvieron de Scharlab (Barcelona, Espafa). El
cristal violeta (10g/L) se obtuvo de Merck KGaA, (Darmstadt, Alemania). La
acetona (99.5%) de LABBOX LABWARE (Barcelona, Espana). La solucion salina
tamponada y fosfatada (PBS) se obtuvo de VWR (Pensilvania, EE. UU.).

2.2. Precultivo de las bacterias aisladas.

Para este estudio se trabajo con 13 cepas de bacterias obtenidas mediante
aislamiento a partir de muestras de biopeliculas formadas en las tuberias de una
red de baja presion, siendo las siguientes:

-Brevundimonas nasdae. - Staphylococcus lentus.
-Acinetobacter Iwoffi. -Pseudomonas Koreensis.
-Brevundimonas vesicularis. -Cellulosimicrobium cellulans.
-Massilia aurea. -Priestia endophytica.
-Aminobacter sp. -Microbacterium oxydans.
-Ensifer adhaerens. -Kocuria rhizophila.

-Paenarthrobacter nitroguajacolicus.



Para obtenerlas, se rascaron 8cm? de superficie de la tuberia con un hisopo
en condiciones estériles y se re-suspendi6 el rascado en 2mL de PBS. Tras su
homogeneizacion, se cultivd una dilucion 1:100 en medio PCA y se dejé crecer
durante 24 horas a 30°C. Las colonias obtenidas se re-aislaron mediante triple
estria en medio PCA vy, tras 24 horas a 30°C, se preservaron en criovial para
futuro uso. Ademas, se re-suspendio otra parte en 200uL para extraccion de DNA
con el kit de purificacion de ADN gendmico GeneJET (Thermo Scientific™),
usando el protocolo para bacterias gram-negativas recomendado por el
fabricante. Las bacterias se caracterizaron mediante secuenciacion Sanger del
gen 16S rRNA usando los cebadores 27F y 1492R gracias al servicio de
secuenciacion IBMCP (Valencia, Espaina). Tras la obtencién de la secuencia
nucleotidica, se realizd6 un alineamiento frente a la base de datos del NCBI
mediante BLAST.

Para las distintas partes de este estudio, se hizo un cultivo previo de bacterias
comun a todos los protocolos que se describen en este trabajo. Partiendo de un
cultivo inicial en criovial de las bacterias aisladas, se sembraron en medio solido
PCA 24 horas a 30°C. Se procedio a un re-cultivo en agar PCA 24 horas a 30°C.
Por ultimo, se estabilizaron los cultivos en medio liquido en TSB durante 24 horas
a 30°C, buscando conseguir una carga bacteriana de 108UFC/mL. Esto se midi6
mediante Nanodrop con 2uL del cultivo y leyendo la absorbancia a 600nm. En
caso de que difiriera, se ajustaron las diluciones para que la carga inicial fuera
siempre la misma.

2.3. Capacidad de adhesion de las bacterias.

Para el estudio de la capacidad de adhesion, se utilizé el método de Orhan-
Yanikan et al. (2019) sin la adicion de CAE. Se utilizé una placa multipocillo de 96
pocillos en la que se introdujo en cada uno 180uL de TSB junto a 20uL del
precultivo liquido bacteriano. Se cultivd 24 horas a 30°C. A continuacion, se
eliminé el TSB de los pocillos y se lavaron con 200uL de PBS, para tefirlos
posteriormente con 200uL de cristal violeta a una concentracion de 1g/L durante
10 minutos. Este se elimind y se lavaron los pocillos tres veces con agua destilada.
Por ultimo, se anadi6 a cada pocillo 200uL de acido acético al 33% para destenir
la biopelicula y se midié la absorbancia a 630nm. La capacidad de adhesion
bacteriana se clasific6 de acuerdo con la absorbancia medida de cada muestra
con respecto a la del control negativo, siguiendo el criterio expuesto en la Tabla
1.



TABLA 1. Criterio para asignar un nivel de adhesion.

Absorbancia medida Nivel de adhesion
Entre 0 y Control negativo Bajo
Entre Control negativo y 2xControl negativo Medio
Entre 2xControl negativo y 4xControl negativo Alto
4xControl negativo o0 mas Muy alto

2.4. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
diferentes compuestos de aceites esenciales.

Para el estudio de la concentracion minima inhibitoria (CMI), se utilizé el
protocolo descrito por Sarker & Kumarasamy (2017), que se adaptdé a las
condiciones de este trabajo. Para cada una de las cepas objeto de estudios se
mezclo en una placa de 96 pocillos medio TSB con cantidades crecientes de una
disolucién de cada uno de los CAE en DMSO, para favorecer su disolucion de
modo que estos quedasen a las siguientes concentraciones: 10mg/mL, Smg/mL,
2,5mg/mL, 1,25mg/mL, 0,612mg/mL. Previo a este ensayo se determind la
cantidad maxima de DMSO que resultaba toxica para las células. Una vez
obtenidas las diferentes concentraciones de CAE en el medio de cultivo se
procedio a inocularlos con las diferentes cepas. Se realizé un control positivo y
control negativo de cada una de las condiciones evaluadas (s6lo TSB, TSB con
DMSO en las distintas concentraciones y TSB con CAE en las distintas
concentraciones). La placa, se cultivd a 30°C durante 24 horas. A continuacion,
se tinieron con 30uL de resazurina al 0,25%, y se dejaron tefir durante dos horas.
Una vez pasado este tiempo, se observaron pocillos con cambio de color (de azul
a rosado), donde no se inhibié el crecimiento, y pocillos azules, donde si que
hubo inhibicion. 10uL del medio de cultivo de los pocillos donde se habia
observado cambio de color, se cultivaron en PCA a 30°C durante 24 horas, para
asegurar el crecimiento o inhibicion. Esta metodologia se ha resumido en la
Figura 2.
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FIGURA 2. Esquema del estudio de la concentracidon minima inhibitoria.



2.5. Capacidad de adhesion con presencia de aceites esenciales.

Para el estudio del efecto de los aceites esenciales libres en la formacion de
biopeliculas, se uso6 el método descrito por Orhan-Yanikan et al. (2019).

En una placa de 96 pocillos se llené cada uno con 200uL de una solucion
formada por una dilucién 1:20 de cada uno de los precultivos, TSB y una diluciéon
de aceite esencial en una concentracion determinada, que se obtuvo a partir de
los resultados de la CMIL.

Esta placa se incub6 durante 24 horas a 30°C. Durante este tiempo, las
bacterias se reprodujeron y formaron o no una biopelicula sobre los distintos
pocillos. Una vez transcurrido este tiempo, se procedié a la limpieza y tincion de
las biopeliculas. Para ello, se retird el medio liquido de cultivo de cada uno de los
pocillos, y se realizé un primer lavado con 200uL de PSB. A continuacion, se
tineron con 200pL de cristal violeta a una concentracion 1 g/L, que se dejo
durante 10 minutos. Seguidamente se retird la solucidén de cristal violeta y los
pocillos se limpiaron tres veces con 200yl de agua destilada. Finalmente, a cada
pocillo se le afadio 200uL de acido acético al 33% y se leyo la absorbancia a
630nm. El control negativo se realizé de la misma forma, pero sin inoculacién
bacteriana y el control positivo sin la adicion de aceites esenciales, sustituyéndolo
en ambos casos por TSB. La metodologia ha quedado representada en la Figura
3.
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FIGURA 2. Esquema del estudio de la capacidad de adhesion con presencia de aceites esenciales.



2.6-Capacidad de adhesidén en placas de acero funcionalizadas.

Para el estudio de la adhesion de bacterias sobre placas de acero inoxidable
funcionalizadas con aceites esenciales, se usaron placas de acero inoxidable
316L de un tamano de 20x20x1mm (Gimetal, Valencia). La bacteria seleccionada
se obtuvo a partir de los resultados de los experimentos anteriores, buscando
una bacteria con capacidad de adhesidon alta y con mayor capacidad de
resistencia a los CAE.

Para la funcionalizacion de las placas, se empez6 preparandolas mediante un
lijado con papel de lija de granulometria 1000, seguido de 2000, y de 5000 y un
pulido con pasta de pulido. A continuacién, se realizaron tres lavados con 10mL
de n-hexano sumergido en un bafo de ultrasonidos durante 15 minutos, seguido
de un lavado con 10mL de agua MiliQ durante 10 minutos en ultrasonidos y
finalmente con 10mL de acetona durante 20 minutos, en ultrasonidos. Una vez
pulida y limpia la placa, se activé el acero usando 10mL de solucion piraia (3:1
H.SO4H20;) durante 10 minutos. Se repiti6 este paso una vez, pero
sumergiéndolas en la solucidn pirafia 5 minutos. A continuacion, se hizo un lavado
con 10mL de agua MiliQ para eliminar posibles restos de la solucion pirafna y se
dejaron secar 24 horas a temperatura ambiente. Una vez activadas las placas, se
procedio a la funcionalizacion.

Por un lado, para funcionalizar con trans-cinamaldehido, se siguio el proceso
descrito por Ruiz-Rico et al. (2017). Para ello, se hizo reaccionar primero 1g del
CAE con 2mL de APTES utilizando 25mL de diclorometano, con la finalidad de
obtener el derivado de alcoxisilano capaz de unirse con las superficies de acero.
La mezcla se mantuvo 2 horas en agitacion continua a 400rpm a temperatura
ambiente.

Esta solucion se introdujo junto a una placa de acero inoxidable en un tubo
Falcon de 50mL, y se mantuvo en agitacion durante 24 horas en un agitador
orbital.

Pasado este tiempo, se lavaron las placas dos veces con 10mL de
diclorometano y otras dos con 10mL de etanol. Seguidamente, se pusieron las
placas en un tubo Falcon de 50mL junto con 10mL de metanol y 200mg de
borohidruro sédico (NaBH4), durante 5 horas, con el objetivo de reducir el enlace
imina formado a una amina, para estabilizar el enlace de anclaje. Se mantuvieron
a temperatura ambiente en agitador orbital. Finalmente, se lavaron las placas con
10mL de agua a pH 4 con agitacion manual suave, y se dejaron secar.

Por otro lado, para la funcionalizacién con timol y eugenol, se realizd la
reaccion de Mannich, que consiste en mezclar una amina primaria o secundaria
(en este caso la placa con el APTES), con un aldehido (formaldehido) y un
componente con un hidrogeno activo, en este caso el timol (Cummings &
Shelton, 1960). En un tubo Falcon se hizo reaccionar el APTES con la placa de
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acero inoxidable, formando asi un enlace imina, siguiendo una proporcion de 10g
de acero inoxidable, por 100mL de isopropanol y 3,5mL de APTES y manteniendo
la reaccion en agitacion durante 24 horas en el agitador orbital. A continuacion,
se lavaron las placas con 10mL de isopropanol cuatro veces para eliminar el
APTES libre, y se dejaron secar 24 horas a temperatura ambiente.

A continuacién, se mezclaron en un matraz de fondo redondo las placas con
2,259 de timol, con 1,12mL de formaldehido y 100mL de metanol por cada 10g
de acero inoxidable. Se agitaron en reflujo a 60°C durante 24 horas. Finalmente
se limpiaron las placas con 5mL de metanol cuatro veces y se dejaron secar 24
horas a temperatura ambiente.

Las placas funcionalizadas se observaron mediante microscopia electronica
de barrido de campo para comparar el nivel de funcionalizacién respecto a las
placas sin funcionalizar.

Una vez funcionalizadas las placas, se anadieron en un tubo Falcon de 50mL
junto a 30mL de TSB y 300uL del precultivo bacteriano, y se dejaron a 30°C
durante 96 horas. Tras esto, se eliminaron el medio liquido y se lavaron las placas
con 15mL de PBS. Una vez limpias, se afiadieron 15mL de cristal violeta a una
concentracion de 1 g/L y se dejaron tefiir durante 10 minutos. A continuacion, se
lavaron las placas tres veces con agua destilada para eliminar el exceso de tinte,
y se anadieron a tubos Falcon nuevos de 50mL junto a 10mL de acido acético al
33%. Se agitaron y se anadieron 200uL de cada muestra a una placa multipocillo.
Se realizaron también dos controles, un control negativo con la placa y el caldo
de cultivo, pero sin el indculo y un control positivo con una placa sin funcionalizar,
el caldo y el in6culo. Se midi6 la absorbancia a 630nm en el espectrofotometro.
Esta metodologia se ha resumido en la Figura 4.
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FIGURA 3. Esquema del estudio de la adhesion en placas de acero funcionalizadas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Capacidad de adhesioén de las bacterias.

La Tabla 2 muestra la clasificacion de las bacterias objeto de estudio segun su
capacidad de adhesion, baja, media, alta o muy alta.

TABLA 1. Clasificacion de las bacterias en funcién de su capacidad de adhesion.

Baja Media Alta Muy alta
-Massilia aurea -Brevundimonas -Brevundimonas -Kocuria rhizophila
vesicularis nasdae
-Aminobacter sp. -Ensifer adhaerens |-Acinetobacter -Staphylococcus
Iwoffii lentus
-Cellulosimicrobium | -Paenarthrobacter |-Pseudomonas
cellulans nitroguajacolicus Koreensis
-Microbacterium -Priestia
oxydans endophytica

Teniendo en cuenta la capacidad de las diferentes cepas para formar
biopeliculas se seleccionaron aquellas 6 que presentaban una capacidad de
adhesion alta o muy alta para las siguientes fases del estudio. Estas fueron:
Brevundimonas nasdae, Pseudomonas koreensis, Acinetobacter Iwoffii, Kocuria
rhizophila y Staphylococcus lentus.

Esta seleccion se refuerza en base a los estudios previos sobre la formacion
de biopeliculas, Belgini et al. (2014) reportaron la capacidad de Brevundimonas
nasdae, de formar biopeliculas en filtros de ésmosis, Rossi et al. (2018) que
encontraron distintas propiedades de las biopeliculas formadas por
Pseudomonas koreensis aisladas de la industria lactea. Estos resultados también
concuerdan con los de Marti et al. (2011) donde se estudia la adhesion de
distintas especies de Acinetobacter en distintos ambientes, entre ellas
Acinetobacter Iwoffii, Elhariry et al. (2018) donde se estudian métodos de
eliminacion de biopeliculas formadas por Kocuria rhizophila, y Al-Azawi (2018),
donde se detecta la formacion de biopeliculas de Staphylococcus lentus en
catéteres urinarios.




3.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

En la Tabla 3 se presentan los valores de la CMI para cada bacteria y CAE.
Con el cinamaldehido, se obtienen CMI mas bajas que con timol y eugenol,
reforzando estudios como el de Doyle & Stephens (2019), donde se expone la
efectividad del cinamaldehido sobre el crecimiento bacteriano.

En el caso de Acinetobacter Iwoffii y Pseudomonas koreensis, la CMI es mayor
con el timol, mientras que Staphylococcus lentus es mayor con el eugenol. En
cambio, Kocuria rhizophila es mas sensible al timol que al cinamaldehido.
Brevundimonas nasdae fue la bacteria con la CMI mas baja en todos los CAE.

TABLA 2. Valores de CMI obtenidos.

Especie CMI (mg/ml)
P Eugenol | Cinamaldehido | Timol
Brevundimonas <0.625 <0625 <0625
nasdae
Acinetobacter Iwoffii 1 0,5 1,25
Pseudomopas 1 0.5 1,25
koreensis
Staphylococcus 1,25 0.5 0,125
lentus
Kocuria rhizophila 1,25 0,625 0,375

3.3. Capacidad de adhesion con presencia de aceites esenciales.

Tras haber obtenido las CMI, se determiné la capacidad de adhesion de las 6
bacterias objeto de estudio en presencia de una concentracion similar a la CMI,
una inferior y una superior para cada uno de los CAE. Dichos valores quedan
recogidos en la Tabla 4.

TABLA 4. Concentraciones seleccionadas para medir la capacidad de adhesion.

Concentracion | Concentracion | Concentracion
superior a la cercana ala por debajo de
CMI (mg/mL) CMI (mg/mL) |la CMI (mg/mL)

Cinamaldehido 1,00 0,50 0,25
Eugenol 2,00 1,00 0,50
Timol 1,00 0,50 0,25
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En las graficas de la Figura 5 se presentan los resultados de absorbancia de
las distintas bacterias tras haber sido tratadas durante 24 horas con los CAE
(timol, eugenol y cinamaldehido) a distintas concentraciones.
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FIGURA 5. Graficas absorbancia vs concentracion de aceite esencial de las distintas bacterias, siendo A Pseudomonas
koreensis, B Brevundimonas nasdae, C Acinetobacter Iwofii, D Kocuria rhyzophila y E Staphylococcus lentus , siendo

0,2 0,4 0.6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
Concentracion de aceite esencial mg/mL

TIM el timol, CIN el cinamaldehido y EUG el eugenol

El timol muestra poco efecto sobre la formacion de biopelicula a las
concentraciones usadas en el caso de Pseudomonas koreensis. En cambio, con
Brevundimonas nasdae y Kocuria rhyzophila se observa que la formacion de
biopeliculas disminuye drasticamente a concentraciones de 0,25 mg/mL,
desapareciendo a 0,5 mg/mL. Por ultimo, con Staphylococcus lentus y
Acinetobacter Iwofii la disminucion de la adhesion ocurre mas lentamente, pero
desapareciendo igual a 0,5 mg/mL. Estos resultados son coherentes con lo
expuesto en Marchese et al. (2016), donde se recogen varios experimentos sobre
las propiedades antibacterianas y inhibidoras de la formacion de biopeliculas del
timol sobre varias cepas bacterianas. En estos estudios se demuestra la
efectividad del timol a concentraciones similares a las usadas en este

experimento sobre el crecimiento de microorganismos.
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El eugenol muestra una inhibicion de la adhesion a 0,5 mg/mL en
Psudomonas, koreensis, Brevundimonas nasdae y Acinetobacter Iwofii, mientras
que Kocuria rhyzophila y Staphylococcus lentus muestran una mayor resistencia
al eugenol, inhibiéndose la adhesion a una concentracion de 2 mg/mL. Los
resultados obtenidos en este experimento son similares a los obtenidos por
Kavanaugh & Ribbeck (2012), donde usan aceites esenciales, componentes de
aceites esenciales y antibidticos para medir la inhibicion de la formacion de
biopeliculas de Pseudomonas spp. y de Staphylococcus aureus, y obtienen unos
valores similares para el eugenol.

El cinamaldehido es muy efectivo en la inhibicién de la adhesion en
Brevundimonas nasdae y Staphylococcus lentus, no apreciandose adhesién a
una concentracion de 0,25 mg/mL. La adhesion disminuye lentamente en
Pseudomonas koreensis y Kokuria rhyzophila, perdiéndose en 1 mg/mL. En
cambio, en Acinetobacter Iwofii se pierde a una concentracion de 0,5 mg/mL. En
el experimento realizado por Kavanaugh & Ribbeck (2012) obtienen unos datos
similares para el cinamaldehido, inhibiéndose la formacion de biopeliculas a 0,2
% vol/vol.

3.4. Caracterizacion de las placas de acero funcionalizadas.

Comprobada la eficacia de los diferentes CAE para inhibir la adhesion de
las cepas con mayor capacidad de adhesion, se procedié a evaluar si la
funcionalizacion de la superficie de las placas de acero inoxidable con estos
compuestos seria una estrategia efectiva para evitar la formacion de biopeliculas.

Previo a esta experiencia se procedié a funcionalizar y caracterizar
mediante microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM) las
placas, con el fin de comprobar si la funcionalizacién habia sido correcta o no.
Los resultados obtenidos se muestran en las imagenes de la Figura 6.

Como se puede observar, la orografia de las placas no tratadas consistia
en una superficie muy plana con algunas grietas. Tras el proceso de
pretratamiento por lijado y pulido, estas grietas desaparecen y en su lugar
aparecen algunos rasgufios, que se pueden apreciar en las Figuras 6C y 6 D.
Finalmente, tras la funcionalizacion con los antimicrobianos, se observa el
depdsito de un nuevo material (tonos grises oscuros), siendo este depdsito mas
evidente en el caso del trans-cinamaldehido (Fig. 6B). Las diferencias en el tipo
de deposito podrian deberse al tipo de reaccion quimica utilizada, ya que en el
trans-cinamaldehido no hay derivatizacion de la molécula previa a la
inmovilizacion.
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FIGURA 6. Imagenes de las placas de acero obtenidas por FESEM, siendo A placas de acero sin funcionalizar,
B funcionalizada con trans-cinamaldehido, C con timoly D con eugenol.

3.5. Capacidad de adhesion en placas de acero funcionalizadas.

Tras haber determinado la actividad de los CAE evaluados, se procedio a
evaluar la capacidad de adhesion en placas de acero funcionalizadas. Para ello,
se selecciona la bacteria Kocuria rhyzophila, ya que tiene una capacidad de
adhesion muy alta y presenta menos sensibilidad a los CAE, lo que nos permitia

saber con mayor seguridad si la funcionalizacién cumplia con su propdsito de
evitar la adhesion o no.

40

20

0 .

TIM CIN EUG
Tipo de funcionalizacién

Porcentaje de adhesion (%)

FIGURA 7. Porcentaje de adhesion segun las distintas placas usadas, siendo funcionalizadas con TIM
(timol), CIN (cinamaldehido) y EUG (eugenol).
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En la Figura 7 se representa la adhesion de la bacteria sobre la superficie de
acero inoxidable, marcando el 100% como la adhesion encontrada en el control
positivo, es decir, en ausencia de componentes esenciales inmobilizados. Como
puede observarse, en el caso de la funcionalizacién con timol (TIM) y del
cinamaldehido (CIN), no hubo adhesion confirmando que la inmovilizacién de
estos dos compuestos sobre las placas de acero inoxidable inhibe la adhesion de
una de las cepas con mayor capacidad de adhesion. La figura también muestra
como la funcionalizacion con eugenol (EUG) pese a resultar efectiva en la
reduccion de la adhesion de K. rhyzophila, no hubo una inhibicion completa. Esto
puede deberse al menor efecto antimicrobiano de este compuesto sobre esta
cepa podria deberse a que posee menor capacidad antimicrobiana, tal y como
se evidencio al determinar su CMI (seccién 3.2).

La funcionalizacion de placas de acero inoxidable con componentes
esenciales aceites esenciales disminuye la adhesion de las bacterias en estas
superficies. Estos resultados se refuerzan con los obtenidos por Ruiz-Rico et al.
(2017), que usaron particulas de silice funcionalizadas, obteniendo valores
similares.

4. CONCLUSION

El uso de componentes de aceites esenciales afecta al comportamiento
bacteriano, que dependiendo de la concentracion del mismo tiene un efecto
bactericida o inhibidor de la formacion de biopeliculas. De los CAE usados se ha
demostrado que el cinamaldehido y el timol tienen un mayor poder de inhibicién
de biopeliculas a una menor concentracion, mientras que con eugenol estas
concentraciones de inhibicion son mayores. Una vez fijados sobre placas, los
CAE disminuyen la capacidad de formacion de biopeliculas, siendo las
funcionalizadas con timol y cinamaldehido las mas efectivas. La aplicacion de la
funcionalizacion del acero inoxidable en redes de distribucion de aguas podria
por tanto mejorar la calidad microbioldgica de las mismas, disminuyendo la carga
bacteriana e inhibiendo la formacién de biopeliculas.
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