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RESUMEN

Los aceites esenciales y sus compuestos activos poseen una reconocida actividad antifingica; sin embargo, su

utilizacion en alimentos es limitada debido al impacto sensorial que ocasionan en el producto final. Una de las estrategias
para reducir la volatilidad de este tipo de compuestos y atenuar su impacto sensorial es la inmovilizacién en particulas de
silice porosas. En este estudio, se ha evaluado la actividad antifungica del eugenol libre e inmovilizado en la superficie de
microparticulas de silice mesoporosas (familia MCM-41). La actividad antifingica de este compuesto se ha evaluado frente
a los mohos Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillum expansum y las levaduras Zygosaccharomyces bailii y
Zygosaccharomyces rouxii.
Los resultados obtenidos mostraron que el eugenol libre e inmovilizado en las microparticulas de MCM-41, presentaron una
buena actividad antifingica, siendo el efecto inhibitorio del crecimiento de los mohos y levaduras estudiados mayor en el
caso del eugenol inmovilizado. En el caso de las levaduras Z rouxi y Z. balilii el valor de la Concentracion Minima Fungicida
(CMF) para el compuesto inmovilizado fue 0,2 mg/mL frente a los 0,4 mg/mL del compuesto libre, lo que supone una
reduccion del 50% de la concentracion necesaria para la inactivacion completa de estos microorganismos. En el caso de
los mohos evaluados, en general, la inmovilizacion también consiguié mejorar el efecto antifingico del compuesto libre. Los
resultados obtenidos confirman que el uso del eugenol inmovilizado en la superficie de las microparticulas de MCM-41
podria ser empleado como un agente antifingico interesante en la industria de alimentos frente a contaminaciones
producidas por el desarrollo de mohos y levaduras.

Palabras clave: Actividad antifiingica, eugenol, particulas mesoporosas de silice, MCM-41

RESUM

Els olis essencials i els seus compostos actius posseixen una reconeguda activitat antifiingica; no obstant aixo, la seua
utilitzacié en aliments és limitada a causa de I'impacte sensorial que ocasionen en el producte final. Una de les estratégies
per a reduir la volatilitat d'aquest tipus de compostos i atenuar el seu impacte sensorial €s la immobilitzacié en particules
de silici poroses. En aquest estudi, s'ha evaluat I'activitat antifingica de I'eugenol lliure i immobilitzat en la superficie de
microparticules de silici mesoporoses (familia MCM-41). L'activitat antifangica d'aquest compost s'ha avaluat front les
floridures Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium expansum i els rents Zygosaccharomyces bailii i
Zygosaccharomyces rouxii. Els resultats obtinguts van mostrar que I'eugenol lliure i immobilitzat en les microparticules de
MCM-41, van presentar una bona activitat antifiingica, sent I'efecte inhibitori del creixement de les floridures i rents estudiats
major en el cas del eugenol immobilitzat. En el cas dels rents Z rouxi i Z. bailii el valor de la Concentracio Minima Fungicida
(CMF) per al compost immobilitzat va ser 0,2 mg/mL front els 0,4 mg/mL del compost lliure, el qual suposa una reduccio del
50% de la concentracio necessaria per a la inactivacié completa d'aquestos microorganismes. En el cas de les floridures
evaluats, en general, la immobilitzacié6 també va conseguir millorar I'efecte antifingic del compost lliure. Els resultats
obtinguts confirmen que I's de I'eugenol immobilitzat en la superficie de les microparticules de MCM-41 podria ser empleat
com un agent antifingic interessant en la industria d'aliments front les contaminacions produides pel desenrotllament de
floridures i rents.
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ABSTRACT

Essential oils and their active compounds have a recognized antifungal activity; however, their use in food is limite

to the sensorial impact they cause in the final product. One of the strategies to reduce the volatility of this type of compounds
and to attenuate their sensorial impact is the immobilization in porous silica particles. In this study, the antifungal activity of
free and immobilized eugenol on the surface of mesoporous silica microparticles (MCM-41 family) has been evaluated. The
antifungal activity of this compound has been evaluated against the molds Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium
expansum and the yeasts Zygosaccharomyces bailii and Zygosaccharomyces rouxii. The results showed that free eugenol
and immobilized in MCM-41 microparticles showed good antifungal activity and the inhibitory effect of growth of molds and
yeasts studied was higher in the case of immobilized eugenol. In the case of yeasts Z rouxi and Z. baili the value of the
Minimum Fungicide Concentration (CMF) for the immobilized compound was 0.2 mg / mL versus 0.4 mg / mL of the free
compound, which is a reduction of 50% of the concentration necessary for the complete inactivation of these
microorganisms. In the case of molds evaluated, in general, immobilization also succeeded in improving the antifungal effect
of the free compound. The results obtained confirm that the use of immobilized eugenol on the surface of MCM-41
microparticles could be used as an interesting antifungal agent in the food industry against contaminations caused by the
development of molds and yeasts.

Key words: Antifungal activity, eugenol, mesoporous silica particles, MCM-41.
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1. INTRODUCCION

El reino Fungi es el grupo de organismos eucariotas donde se incluyen microorganismos unicelulares como levaduras y
mohos. Estos microorganismos son los principales responsables del deterioro de frutas y verduras, asi como de otros
productos como zumos, mermeladas, quesos, etc (Gammariello et al., 2014). Entre los diferentes mohos filamentosos
responsables del deterioro de materias primas y/o alimentos procesados, caben destacar los géneros Aspergillus y
Penicillium por su ubicuidad y su facil propagacion (Yiannikouris & Jouany, 2002; Rodriguez et al., 2015). EI género
Aspergillus ocasiona grandes pérdidas econdémicas por provocar la alteraciébn de los alimentos que invade y por su
capacidad para producir micotoxinas (Samson et al., 2014). Por otro lado, el género Penicillium se caracteriza por su
capacidad para descomponer la materia organica, dando lugar a la putrefaccion de productos pre- y post-cosecha (Frisvad
& Samson, 2004, Pitt & Hocking, 2009, Samson et al., 2010).

Las levaduras también son responsables de la alteracién de una gran variedad de alimentos como zumos de frutas,
refrescos, bebidas alcohdlicas, alimentos altamente azucarados, verduras, productos fermentados, productos lacteos y de
panaderia, ademas de carnes y pescados (Fleet, 1992; Deak & Beuchat, 1996). Un ejemplo de levaduras alterantes de
alimentos es el género Zygosaccharomyces, caracterizado por su capacidad para crecer en productos con un elevado nivel
de azucar y valores de pH bajos y por la generacion de CO2, que ocasiona la deformacién y explosion de los envases
alimentarios (Stratford et al., 2013).

Con el fin de proteger a los alimentos frente a este tipo de contaminaciones, la industria de alimentos emplea diferentes
aditivos conservantes como sorbatos y benzoatos. Sin embargo, la percepcion negativa de los aditivos sintéticos por parte
de los consumidores (Tawfik et al., 2015) ha llevado a la industria alimentaria a buscar alternativas naturales (Guynot et al.,
2003). El uso de extractos naturales, como los aceites esenciales (AES) o0 sus principios bioactivos han demostrado poseer
una buena actividad frente a mohos, levaduras y bacterias (Wilson et al.,1997; Gogoi et al., 1997; Pitarokili et al., 1999;
Meepagala et al., 2002). El eugenol, componente mayoritario del AE de clavo (Ribes et al., 2016), es una sustancia
reconocida como segura (GRAS) por la FDA (Food and Drug Administration, 2015) y ha mostrado tener una buena actividad
antifangica frente a Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Emericella y Fusarium spp (Faria et al., 2006; Campanniello et al.,
2010). Sin embargo, su volatilidad, caracter lipofilo y su marcado sabor y olor dificultan su incorporacién a alimentos
(Perdones et al., 2012).

Con el fin de reducir la volatilidad y mejorar la solubilidad de los AEs y sus componentes bioactivos, se han investigado
diferentes estrategias, lo que permitiria mejorar su capacidad antifangica (Manso et al., 2013) y reducir su impacto en las
propiedades sensoriales del producto final. Entre estas estrategias cabe destacar: i) las emulsiones y nanoemulsiones como
sistemas de liberacion de antimicrobianos naturales (Donsi et al., 2011; Ribes et al., 2016); ii) las peliculas comestibles
(Sanchez-Gonzélez et al., 2011); iii) los envases activos (Manso et al., 2013) y; iv) los materiales porosos para el
encapsulado, cargado o inmovilizacion de los antimicrobianos naturales (Bernardos et al., 2014).

Entre los materiales que han sido estudiados para la inmovilizacion de AEs o sus principios bioactivos cabe destacar el
uso de las particulas de silice mesoporosas y, en concreto, dentro de este grupo la familia de las particulas MCM-41 (Mobil
Composition of Matter). Las particulas MCM-41 son estructuras de diéxido de silicio (SiO2), que permiten el anclado de
moléculas bioactivas en su superficie y son especialmente interesantes por su estabilidad, biocompatibilidaad y elevada
capacidad de carga. Existen estudios que han demostrado que la inmovilizacion de los AEs 0 sus principios bioactivos en
la superficie de las particulas de silice mesoporosas podria mejorar la actividad antimicrobiana de estos compuestos y
reducir su impacto sensorial en el producto final (Ruiz-Rico et al., 20015; 2017).

El objetivo del presente trabajo es evaluar la actividad antifungica del eugenol libre e inmovilizado en la superficie de
microparticulas de MCM-41 frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium expansum, Zygosaccharomyces bailii
y Zygosaccharomyces rouxii con el fin de ser utilizado en la industria alimentaria para evitar el deterioro causado por
contaminacion por mohos y levaduras.



45572, UNIVERSITAT
“||);) POLITECNICA
DE VALENCIA

it

INSTITUTO DE INGENIER{A DE
ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales
2.1.1 MICROORGANISMOS, MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Aspergillus flavus (CECT 2685), Aspergillus niger (CECT 20156), Penicilium expansum (CECT 20140),
Zygosaccharomyces bailii (CECT 12001), y Zygosaccharomyces rouxii (CECT 1229) fueron suministradas por el Centro
Espafiol de Cultivos Tipo (CECT, Burjassot, Espafia).

Los medios de cultivo empleados en el estudio fueron los siguientes: Potato Dextrose Broth (PDB), Potato Dextrose
Agar (PDA), Yeast Peptone Dextrose Broth (YPDB) y Agar (YPDA), todos ellos suministrados por Scharlab S.A. (Barcelona,
Espafia). Como dispersante se utiliz6 Tween 80 (Scharlab S.A., Barcelona, Espafia).

La sintesis de las microparticulas MCM-41 se realizO empleando los siguientes reactivos: trietanolamina (TEA),
tetraetilortosilicato (TEOS), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTABr), hidréxido sédico (NaOH), y etanol (C2HeO). Para
llevar a cabo la derivatizacién del eugenol se utilizé hidréxido de potasio (KOH), cloroformo (CHCI3), &cido sulfarico (H2SO4)
y 2-butanona (C4HsO). En la inmovilizacion del eugenol en las particulas MCM-41 se empleo (3-Aminopropyl) triethoxysilano
(APTES), diclorometano (CH2Clz), sulfato de magnesio (MgSQa) y acetonitrilo (C2H3N).

El eugenol empleado en el presente trabajo, asi como los reactivos y disolventes utilizados en las etapas de sintesis,
derivatizacion e inmovilizacion fueron suministrados por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA ).

2.2  Evaluacion de la actividad antifungica del eugenol libre

La metodologia empleada para determinar la actividad antifingica del eugenol libre frente a A. flavus, A. niger y P.
expansum fue adaptada del trabajo llevado a cabo por Manso et al. (2013). Las 3 cepas se incubaron en PDA a 25 °C
durante 7 dias, y a partir de ellas se prepararon inéculos de 10®° UFC/mL de cada uno de los mohos estudiados, en tubos
de agua estéril con 0,7% (p/v) NaCl y 0,1% (p/v) Tween 80.

En este trabajo se estudiaron concentraciones de eugenol libre de 0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mg/mL. Para ello se prepararon
matraces Erlenmeyers con 15 mL de PDB, el eugenol necesario para alcanzar la concentracion establecida y un 1% (p/v)
de Tween 80. Los matraces Erlenmeyers fueron inoculados con 0,1 mL de la suspensién de esporas (108 UFC/mL). Como
control positivo, se utilizaron matraces con 15 mL de PDB inoculados (0,1 mL del in6culo) y un 1% (p/v) de Tween 80; y
como control negativo la misma preparacion, pero libre de indculo. Las muestras fueron incubadas a 25 °C durante 3 dias,
en un agitador orbital (180 rpm). Tras la incubacioén, 0,1 mL de las suspensiones de cada uno de los matraces se sembraron
en placas de PDA e incubaron a 25 °C durante 3 dias. Los resultados obtenidos de estos recuentos se expresaron como
log UFC/mL.

Con el fin de evaluar la actividad del eugenol libre frente a Z. bailii y Z. rouxii, se adapto la metodologia descrita por
Chang et al. (2015). Las 2 cepas se incubaron en YPDB a 25 °C durante 2 dias. Inéculos de 10® UFC/mL, para cada una
de las levaduras estudiadas, fueron preparados en tubos de agua estéril con 0,1% (p/v) Tween 80. En este ensayo se
emplearon las mismas concentraciones de eugenol libre descritas con anterioridad, las cudles fueron incorporadas a
matraces Erlenmeyers con 15 mL de YPDB y un 1% (p/v) de Tween 80 . Los matraces Erlenmeyers, fueron inoculados con
0,1 mL (108 UFC/mL) de la suspensién de células. En este caso, se emplearon también controles positivos y negativos, tal
y como se ha descrito anteriormente. Las muestras fueron incubadas a 25 °C durante 2 dias, en un agitador orbital (180
rpm). Tras la incubacién, se realizaron las siembras de las suspensiones de cada uno de los matraces en placas de YPDA
que fueron incubadas a 25 °C durante 2 dias.

A partir de los resultados obtenidos se establecio para cada microrganismo la Concentraciéon Minima Fungicida (CMF)
ya que la estimacion mas comun de la actividad fungicida de cualquier sustancia. El valor de CMF se define como la
concentracion mas baja del agente antifingico necesaria para matar el 99,9% del inéculo final después de la incubacion



45572, UNIVERSITAT
“||);) POLITECNICA
DE VALENCIA

it

INSTITUTO DE INGENIER{A DE
ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO
bajo las condiciones establecidas. En este sentido, CMF fue establecida para cada microorganismo como la concentracion
de eugenol mas baja utilizada en la que no hubo crecimiento de colonias tras incubacién (CLSI,1998).
Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

2.3 Sintesis y caracterizacion de las microparticulas MCM-41 con eugenol inmovilizado. Evaluacién de su
actividad antifungica

2.3.1 SINTESIS DE MCM-41

La sintesis de las microparticulas MCM-41 se llevé a cabo siguiendo el protocolo descrito por Pérez-Esteve et al. (2015)
empleando TEA como agente estructurante, TEOS como precursor inorganico y fuente de silice, y CTABr como surfactante
cationico.

La obtencion de las microparticulas MCM-41 se realizé siguiendo la denominada “Ruta de los atranos”. Para ello, se
pesaron 52,4 g de TEA que se adicionaron a 0,98 g de NaOH disueltos en 2 mL de agua y 11 mL de TEOS. La temperatura
de mezcla se aument6 hasta los 118 °C y, una vez alcanzada esta temperatura, se afiadieron 9,36 g de CTABr con el fin
de conseguir la formacién de las micelas a partir de las cuales se forma la estructura de silice. A continuacion, la temperatura
se disminuy6 de nuevo la temperatura hasta 70 °C y se afiadieron 180 mL de H20 destilada. La mezcla se mantuvo en
agitacién a 700 rpm y temperatura ambiente durante 1 h. Tras una filtracidén, se recogié el polvo resultante y se realizaron
lavados con agua y etanol para eliminar el surfactante. A continuacién, el sélido se sec6 a 70 °C durante 24 h. y finalmente
se calcind a 550 °C durante 5 h, para eliminar los restos de surfactante.

2.3.2 DERIVATIZACION E INMOVILIZACION DEL EUGENOL EN MCM-41

La derivatizacion del eugenol se llevé a cabo con el objetivo de mantener el grupo hidroxilo del compuesto activo libre,
siendo este crucial en el desarrollo de la actividad antifangica (Ben Arfa et al., 2006; Gill & Holley, 2006). Para ello, se utilizo
la reaccion “Reimer-Tiemann” donde 22 mmol de eugenol se disolvieron en 150 mL de agua a 80 °C. A continuacion, se
bajo la temperatura de la mezcla hasta 60 °C, y se adicionaron 400 mmol de KOH y 88 mmol de cloroformo. El cloroformo
se afiadio a lo largo de 7 h (1 mL/h) puesto que se trata de una reaccion exotérmica. A continuacion, se mantuvo la
temperatura a 60 °C durante 8 h mas. Transcurrido este tiempo, la disolucion fue acidificada con 50 mL de H2S0a4 al 10%
(v/v) y la mezcla fue extraida empleando 2-butanona.

Para la inmovilizacion del eugenol en las particulas MCM-41, el aldehido obtenido tras la derivatizacién se hizo
reaccionar con el APTES, con el fin de sintetizar los derivados alcoxisilanos, que permitiran la funcionalizacion del eugenol
en las microparticulas de MCM-41. Para ello, 2 mL del aldehido de eugenol junto con 20 mL de diclorometano fueron
tratados con 10 mmol de APTES y 0,5 mg de MgSOa. La mezcla fue agitada a 38 °C durante 1 h, filtrada y, posteriormente,
la fase organica fue eliminada a baja presion obteniendo de este modo el correspondiente derivado alcoxisilano de eugenol.

Finalmente, 1 g de MCM-41 junto con 30 mL de acetonitrilo y el compuesto derivatizado obtenido, se agitaron a
temperatura ambiente durante 5.5 h. Transcurrido este tiempo, se llevo a cabo un filtrado, lavado con acetonitrilo y secado
durante 24 h a baja presién hasta conseguir un sélido de color amarillo.

2.3.3 CARACTERIZACION DE LAS MICROPARTICULAS MCM-41
La caracterizacion de las microparticulas MCM-41, se realizé siguiendo los métodos descritos por Pérez-Esteve et al.

(2016). El analisis del tamafo de particula se llevé a cabo mediante el uso de un difractometro laser (Mastersizer 2000,
Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Las muestras se diluyeron en agua destilada a 2000 rpm hasta alcanzar
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un rango de obscuracion del 10%. La teoria de Mie fue aplicada considerando un indice de refraccion de 1,45 y un indice
de absorcion de 0,001.

Para llevar a cabo el analisis del potencial-{ de las muestras, éstas fueron diluidas con agua destilada y se llevaron a un
bafio de ultrasonidos durante 2 min con el objetivo de impedir la agregacién de las microparticulas. El equipo empleado
para determinar el potencial- de las muestras fue el Zetasizer nano-Z (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).
El modelo matemético de Smoluchowsky fue empleado con el fin de convertir las medidas de la movilidad electroforética
en valores de potencial-{ (Sanchez-Gonzalez et al., 2010).

Las im&genes microscopicas de las microparticulas control y funcionalizadas con eugenol (FESEM, Field Emission
Scanning Electron Microscopy) fueron adquiridas con un Zeiss Ultra 55 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Alemania) y
se observaron en el modo de electrones secundarios.

Con el objetivo de determinar la cantidad de eugenol inmovilizado en las microparticulas se llevd a cabo un analisis
multielemental y termogravimétrico (TGA). El andlisis elemental para C, Hy N se llevo a cabo mediante un analisis de
combustion en un modelo CHNOS Vario EL Ill (Elemental Analyses System GMHB, Langenselbold, Germany). El analisis
TGA de las microparticulas MCM-41 con y sin eugenol inmovilizado se llevo a cabo en una balanza TGA/SDTA 851e Mettler
Toledo (Mettler Toledo Inc., Schwarzenbach, Suiza), utilizando una atmdsfera oxidante (aire, 80 mL/min) con un programa
de calentamiento (rampa de calentamiento de 10 °C/min desde 25 °C hasta 1000 °C) y una etapa de calentamiento
isotérmico a esta temperatura durante 30 min. A partir de los resultados obtenidos, se calcul6 la concentracion del aldehido
de eugenol inmovilizado en las microparticulas de silice.

Todas estas determinaciones se llevaron a cabo por triplicado.

2.3.4 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LAS MICROPARTICULAS MCM-41 FUNCIONALIZADAS CON EUGENOL

El estudio de la actividad antifungica del eugenol inmovilizado en las microparticulas MCM-41 frente a A. flavus, A. niger,
P. expansum, Z. bailii y Z. rouxii se realizé siguiendo el método descrito en la seccion 2.2 (Evaluaciéon de la actividad
antifangica del eugenol libre).

Las concentraciones de eugenol inmovilizado en las MCM-41 fueron establecidas en base a los resultados del andlisis
termogravimétrico y el andlisis elemental, con el fin de emplear concentraciones del eugenol inmovilizado equivalentes a
0,1, 0,2, 0,3 y 0,4 mg/mL de eugenol libre. En este estudio se emplearon controles positivos y negativo, empleando el
mismo procedimiento descrito en la seccion 2.2. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

2.4 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en el estudio referente a la actividad antifangica del eugenol libre e inmovilizado en la superficie
de las microparticulas MCM-41, fueron analizados mediante un ANOVA simple. Los datos fueron procesados con
Statgraphics Centurion XVI (Statpoint. Technologies, Inc.,Warrenton, VA, USA).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Evaluacion de la actividad antifungica del eugenol libre

La actividad antifangica del eugenol libre frente a A. flavus, A. niger, P. expansum, Z. bailii y Z. rouxii se presenta en la
Figura 1. Tal y como se observa en la figura, la actividad antifingica del eugenol libre fue dependiente de la concentracion,
de forma que a mayor concentracion de eugenol libre, los recuentos de los diferentes microorganismos fueron mas bajos.
Asimismo, la utilizacion de 0,4 mg/mL de eugenol libre permitié inhibir completamente el crecimiento de A. flavus, A. niger,
Z. bailii y Z. rouxii, considerando esta concentracion con la CMF para estos microorganismos. Sin embargo, P. expansum
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fue mas sensible a este compuesto, produciéndose la inhibicion total con el uso de 0,2 mg/mL de eugenol libre (CMF).
Abbaszadeh et al. (2014) al evaluar la activad antifungica de eugenol frente a A. flavus y A. niger encontraron valores de
CMF ligeramente superiores a los obtenidos en este estudio (0,5 mg/mL y 0,45 mg/mL para A. flavus y A. niger,
respectivamente); mientras que Kumar et al. (2010), empleando concentraciones de eugenol libre de 0,2 pL/mL
consiguieron la inhibicion de Penicillium spp. En otro estudio, Monu et al. (2016) mostraron la inhibicién de Z. bailii mediante
la utilizacion de 0,2 mg/mL de eugenol, siendo en este caso, la concentracion de compuesto antifungico requerida para
inhibir el crecimiento de la levadura, la mitad que la establecida en el presente trabajo. La diferencia entre los resultados
obtenidos en todos estos estudios podria deberse a el empleo de diferentes condiciones de estudio y tipo de ensayo.
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FIGURA 1. Actividad antifangica del eugenol libre frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger y P. expansum tras la incubaciéon a 25 °C durante 3 dias y frente a
Zygosaccharomyces balilii y Zygosaccharomyces rouxii tras la incubacion a 25 °C durante 2 dias. Valores medios (n=3) y desviacion estandar.
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Asimismo, hay que sefialar que todos los microorganismos estudiados fueron sensibles, en mayor o menor medida, al
eugenol libre, ya que incluso las concentraciones mas bajas de eugenol estudiadas consiguieron inhibir el crecimiento
respecto a los controles empleados en cada caso (figura 1)

3.2 Caracterizacion de las microparticulas MCM-41

Las microparticulas MCM-41 fueron caracterizadas mediante diversas técnicas analiticas. Los resultados del analisis
del tamafio de particula y del potencial- para las microparticulas MCM-41 sin funcionalizar (Control MCM-41) y las
microparticulas MCM-41 con eugenol inmovilizado (Eugenol-MCM-41) se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. Tamafio de particula (d0.5) y potencial-¢ de las microparticulas MCM-41 sin funcionalizar (Control MCM-41) y las microparticulas MCM-
41 con eugenol inmovilizado (Eugenol-MCM-41).

Muestra do.s (uM) Potencial-¢ (mV)
Control MCM-41 3,1+0,12 -359+142
Eugenol-MCM-41 44+02° -0,4+0,4P

Las muestras sin funcionalizar (Control MCM-41) y las muestras de eugenol inmovilizado (Eugenol-MCM-41) mostraron
diferencias significativas (p<0,05) en el tamafio de particula como consecuencia de la inmovilizacion del eugenol en la
superficie de la MCM-41. En cuanto al potencial-¢, las muestras control presentaron valores de potencial- de -35,9 + 0,1
mV, mientras que las microparticulas con eugenol inmovilizado en su superficie mostraron valores de potencial- { de -0,4 +
0,4 mV. Este cambio en el potencial de las muestras confirma el anclado del eugenol a las particulas MCM-41. Este efecto
también fue observado por Pérez-Esteve et al. (2015) tras la funcionalizacion de soportes de MCM-41 con acido fdlico.

La Figura 2 muestra las imagenes de las particulas MCM-41 sin funcionalizar y funcionalizadas con eugenol obtenidas
mediante el microscopio electrénico de barrido de emision de campo (FESEM). La inmovilizacién del agente bioactivo en
la superficie de la microparticula de silice no produjo cambios en la misma, indicando que la inmovilizacion del eugenol a
las particulas MCM-41 no afecta a su integridad. Estos resultados coinciden con los mostrados por Pérez-Esteve et al.
(2015), en un estudio con microparticulas de MCM-41 funcionalizadas con &cido félico.

a)

FIGURA 2. Imagenes de FESEM de (a) microparticulas MCM-41 sin funcionalizar (Control MCM-41) y (b) funcionalizadas (Eugenol-MCM-41).
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Por ultimo, los resultados obtenidos en el analisis termogravimétrico (TGA) mostraron que la concentracion del aldehido
de eugenol inmovilizado en las microparticulas de silice fue de 65 mg/g.

3.3 Evaluacion de la actividad antifungica de las microparticulas MCM-41 funcionalizadas con eugenol

La actividad antifungica de las microparticulas funcionalizadas con eugenol frente a A. flavus, A. niger, P. expansum, Z.
bailii y Z. rouxii se presenta en la Figura 3.

El empleo de 0,2 mg/mL de eugenol inmovilizado en la superficie de MCM-41, produjo la inactivacion (CMF) de P.
expansum, Z. bailii y Z. rouxii, mientras que el efecto fungicida del eugenol inmovilizado frente a A. flavus y A. niger se
consiguio a la concentracién de 0,3 y 0,4 mg/mL, respectivamente.

Las muestras control-MCM-41 originales (sin funcionalizar) no presentaron inhibicion del crecimiento, lo que indicaria
gue estos materiales no provocan por si solos efecto sobre el crecimiento de los microorganismos estudiados. Estos
resultados coinciden los resultados obtenidos por Wehling et al (2013) los cuales demostraron que las particulas de silice
no presentan actividad antimicrobiana.
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FIGURA 3. Actividad antifiingica de las microparticulas funcionalizadas frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger y P. expansum tras la incubacion a 25 °C durante 3 dias y
frente a Zygosaccharomyces bailii y Zygosaccharomyces rouxii tras la incubacion a 25 °C durante 2 dias. Valores medios (n=3) y desviacion estandar.
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En la Figura 4 podemos comparar el efecto del eugenol libre y del eugenol inmovilizado sobre la superficie
de las microparticulas MCM-41 que sobre los mohos y levadura estudiados en este trabajo. Estos resultados
confirmarian que el proceso de inmovilizacion del eugenol en las microparticulas MCM-41 permitiria reducir
a la mitad la concentracidén de eugenol necesaria para conseguir un efecto fungicida sobre Z. bailii y Z. rouxii;
mientras que en el caso de A. flavus esta cantidad seria un 25% inferior a la necesaria con respecto al eugenol
libre. Sin embargo, en el caso de A. niger y P. expansum la concentracion necesaria para alcanzar este efecto
fungicida es la misma para el compuesto libre e inmovilizado. En el caso de A. niger, concentraciones
inferiores a la CMF el compuesto inmovilizado ejerce una mayor inhibicion del crecimiento que el compuesto
libre por lo que podriamos afirmar que el compuesto funcionalizado presentaria una mayor antifingica que
en forma libre. Este efecto no fue observado para P. expansum donde los porcentajes de inhibicién del
crecimiento fueron en ambos casos similares.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los obtenidos por Vazquez et al. (2001) quienes
comprobaron que la inmovilizacion de eugenol y timol en la superficie de particulas MCM-41 mejoré la eficacia
antifingica de estos compuestos frente a Penicillium citrinum. Estos autores establecieron que esta mejora
en la actividad antifungica podria deberse a que la inmovilizacién podria aumentar la densidad del compuesto
antifingico sobre la superficie del material mesoporoso y/o a la reduccion de la volatilidad de agentes
bioactivos cuando se inmovilizan en la superficie de las microparticulas MCM-41.

10
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FIGURA 4. Efecto del eugenol libre e inmovilizado en microparticulas de silice MCM-41 sobre la inhibicién del crecimiento de
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, P. expansum Zygosaccharomyces bailii y Zygosaccharomyces rouxii

4. CONCLUSIONES

El eugenol libre presenta una buena actividad antifingica frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium expansum, Zygosaccharomyces bailii y Zygosaccharomyces rouxii. La caracterizacion de las
microparticulas MCM-41 confirma la funcionalizacién de las mismas con el compuesto antifiungico evaluado,
el eugenol. Ademds, ningun cambio en la estructura de las particulas ha sido observado tras la
funcionalizacion de las mismas.

La actividad antifungica del eugenol inmovilizado en las microparticulas MCM-41 demuestra una mejora
en la actividad antifingica del compuesto activo respecto al libre. Estos resultados ponen de manifiesto las
microparticulas MCM-41 funcionalizadas con eugenol son prometedores agentes antifingicos. Sin embargo,
para asegurar este uso son necesarios todavia estudios in vivo donde se evalle la actividad antifungica, la

11
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estabilidad de estas sustancias durante el procesado y almacenamiento, asi como el impacto sensorial de
estos agentes en los alimentos.
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