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TiTULO

Estudio de la actividad antimicrobiana de microparticulas de silice sobre Escherichia coli.

RESUMEN

El uso inapropiado de los antibidticos puede favorecer la aparicion, propagacion y persistencia de
los microorganismos, produciéndose como consecuencia una resistencia a los antibidticos que
hace necesaria la administracion de elevadas dosis de los mismos, lo que genera en ocasiones
toxicidad. Por ello aumenta la demanda del desarrollo de sistemas alternativos para prevenir y
tratar las enfermedades bacterianas. Por este motivo, en el presente estudio se ha utilizado la
nanotecnologia para la sintesis de particulas mesoporosas de silice, que son usadas debido a su
carga y/o funcionalizacidon con compuestos antimicrobianos naturales; en nuestro caso se utilizé
acido caprilico por sus elevadas propiedades antimicrobianas. El objetivo fue evaluar la actividad
antimicrobiana del acido caprilico, tanto libre como anclado, sobre la viabilidad de Escherichia
coli. Haciendo uso de la difraccion de rayos X, la microscopia electréonica de transmisién, el
potencial zeta y el andlisis termogravimétrico, se obtuvo la caracterizacidon del material de dxido
de silice con el acido caprilico anclado, lo que determind el correcto anclado de estos materiales
sobre la superficie, sin afectar a la estructura hexagonal caracteristica de este material. Se
compard con el acido caprilico libre sobre el microorganismo indicador, que produjo una
reduccion del crecimiento bacteriano con una concentracion minima bactericida comprendida
entre 1 y 5 mM. Esta reduccién se confirmdé mediante el uso de microscopia de fluorescencia. Sin
embargo, el acido caprilico anclado no inhibié completamente a la bacteria en las condiciones del

estudio.

Palabras clave: Particulas mesoporosas de silice, agente antimicrobiano, concentracién minima

bactericida, acido caprilico, Escherichia coli.



TiTOL

Estudi de I'activitat antimicrobiana de microparticules de silice sobre Escherichia coli.

RESUM

L'ds inadequat dels antibiotics pot afavorir I'aparicid, propagacid i persisténcia dels
microorganismes, produint com a conseqiliéncia una resisténcia als antibiotics que fa necessaria
I'administracié d'elevades dosis dels mateixos, el que genera en ocasions toxicitat. Per aixo
augmenta la demanda del desenvolupament de sistemes alternatius per prevenir i tractar les
malalties bacterianes. Per aquest motiu, en el present estudi utilitzem la nanotecnologia per a la
sintesi de particules mesoporoses de silice, que sén utilitzades degut a la seua carrega i/o
funcionalitzaci6 amb compostos antimicrobians naturals; en el nostre cas es va utilitzar acid
caprilic per les seues elevades propietats antimicrobianes. L'objectiu va ser avaluar |'activitat
antimicrobiana de I'acid caprilic, tant lliure com ancorat, sobre la viabilitat d'Escherichia coli. Fent
us de la difraccid de raigs X, la microscopia electronica de transmissio, el potencial zeta i I'analisi
termogravimetric, es va obtindre la caracteritzacié del material d'oxid de silice amb I'acid caprilic
ancorat, el que va determinar el correcte ancorat d'aquests materials sobre la superficie , sense
afectar I'estructura hexagonal caracteristica d'aquest material. Es va comparar amb I'acid caprilic
[liure sobre el microorganisme indicador, que va produir una reduccié del creixement bacteria
amb una concentracid minima bactericida compresa entre 1 i 5 mM. Aquesta reduccié es va
confirmar mitjangant I'is de microscopia de fluorescéncia. No obstant aix0, I'acid caprilic ancorat

no va inhibir completament al bacteri en les condicions de I'estudi.

Paraules clau: Particules mesoporoses de silice , agent antimicrobia, concentracié minima

bactericida, acid caprilic, Escherichia coli.



TITLE

Study of the antimicrobial activity of silica microparticles against Escherichia coli.

ABSTRACT

The inappropriate use of antibiotics can favour the appearance, propagation and persistence of
microorganisms, resulting in antibiotic resistance, consequently, the administration of high doses
of antibiotic becomes necessary. As this many times produces toxicity, the demand for the
development of alternative systems to prevent and treat the bacterial disease is increasing.
Because of this, in this study we use the nanotechnology for the synthesis of mesoporous silica
materials, which is used owing to its charge and/or functionalism with natural antimicrobial
particles; in this case, we used caprilic acid because of its high antimicrobial properties. The aim
was to estimate the antimicrobial activity of caprilic acid, both free and anchored against
Escherichia coli viability. Making use of X-ray Diffractometer, transmision electron microscopy,
zeta potential and thermogravimetric analysis, we obtained silica with caprilic acid anchored
characterization. It was also able to establish the correct anchorage of this material on the
surface, without affecting the typical hexagonal structure of this material. It was compared with
the free caprilic acid against the indicator microorganism, which produced the bacterial grow
reduce with a minimal bacterial concentration between 1 and 5 mM. This reduction was
confirmed through fluorescence microscope use. However the anchored caprilic acid has not

completely inhibited the bacteria in this study conditions.

Key words: Mesoporous silica material, antimicrobial agent, minimal bacterial concentration,

caprilic acid, Escherichia coli.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es una proteobacteria perteneciente a la familia de enterobacteriaceaes siendo
del género Escherichia.

1.1.1 Caracteristicas morfoldgicas y bioguimicas

Escherichia coli se encuentra cominmente en el tracto entérico del ser humano y de animales de
sangre caliente, su presencia es un indicador de contaminacién fecal, tanto directa como
indirecta. En ambientes extraentéricos la vida de este microorganismo es corta y por
consiguiente, la presencia del mismo es un claro indicador de una reciente contaminacion

(Pascual-Anderson, 2005; Buchanan y Doyle, 1997)

Estas bacterias son anaerobios facultativos que se adaptan bien a situaciones sin oxigeno. En
cuanto a sus caracteristicas, de manera general para las diferentes cepas, el rango de
temperaturas 6ptimas para el crecimiento de la misma se sitia entre 7 y 50 2C siendo su
temperatura éptima de 37 °C. Pueden crecer en presencia de hasta un 6% de NacCl, el pH
mediante el cual la bacteria se multiplica es neutro siendo el minimo para crecer de 4,4 y un
maximo de 10. En cuanto a la actividad de agua, estas bacterias crecen con un minimo de 0,95

siendo 0,995 el valor éptimo (OMS, 2011; Doyle y Schoeni, 1984).

En lo relativo a las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, se trata de bacilos Gram-negativos
con un tamafo que oscila entre 1,1-1,5 um de didmetro y 2,0-6,0 um de longitud, generalmente
son moéviles mediante flagelos peritricos no esporulados, y son fermentadores de lactosa
produciendo acido y gas. En agar forman colonias lisas, poco elevadas, convexas, grises con
superficie brillante y dispersables en solucién salina. El aislamiento de estas colonias se realiza

mediante medio de cultivo caldo verde brillante o agar Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX).

1.1.2 Toxiinfecciones alimentarias asociadas

Las enfermedades bacterianas de origen alimentario son aquellas enfermedades causadas por la
presencia de bacterias infectivas o sus toxinas en un alimento que actian en tracto
gastrointestinal cuando son ingeridas. Estas enfermedades se dividen en infecciones e
intoxicaciones alimentarias. Las infecciones alimentarias son enfermedades ocasionadas por la
ingestién de bacterias vivas, invadiendo de ese modo el organismo del huésped o liberando
toxinas en su tracto gastrointestinal. Por otra parte, las intoxicaciones alimentarias son

enfermedades ocasionadas por la absorcion intestinal de toxinas sintetizadas por las bacterias al
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crecer y multiplicarse sobre un alimento, no es la presencia y crecimiento de las bacterias las que
provocan la enfermedad sino las toxinas elaboradas por algunas especies bacterianas (Pascual -

Anderson, 2005).

E. coli ha sido reconocido como patégeno especifico de enfermedades tanto intestinales como
extra-intestinales produciendo tanto infecciones como intoxicaciones alimentarias. Existen
diversos tipos de E. coli enterovirulentos implicados entre los que destacan los expuestos a

continuacion (Pascual- Anderson, 2005):

- Escherichia coli enteropatégeno (EPEC)
- Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC)
- Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC)

- Escherichia coli enterohemorragico (EHEC)

Escherichia coli enteropatdgeno (EPEC) es la causa principal de brotes de diarrea neonatal aguda
gue se producen en instituciones infantiles con poca higiene, sobretodo en épocas calurosas. Los
brotes de diarrea infantil asociados con (EPEC) son poco comunes en paises desarrollados y mas

comunes en paises en via de desarrollo.

La bacteria actua llegando al organismo del huésped y colonizando todo el intestino causando en
él una lesion patoldgica. La aparicidon de los sintomas varia entre 6 h y 3 dias con un tiempo medio
de 24 h. La enfermedad se manifiesta con dolor abdominal, nduseas, vomitos y fiebre ligera. En

las ocasiones en los que los sintomas se prolongan puede aparecer deshidratacion y acidosis.

La mayoria de estos brotes de infeccidn son generados por ingestién de agua mal clorada y carne

poco cocinada y/o contaminada.

La enfermedad producida por Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC) afecta tanto a nifios como
adultos. Estas cepas llegan a la mucosa del colon e invaden las células epiteliales y se multiplican,
originando una inflamacidn y ulceracién de dicha mucosa. El periodo de incubacién es entre 8 y
24 h, manifestandose con escalofrios, fiebre, disenteria profusa, dolor de cabeza, mialgias,

calambres abdominales y heces mucosas y sanguinolentas.

Se conocen brotes de esta enfermedad asociados con la ingestiéon de quesos blandos tipo Brie y

Camembert y por ingestion de agua contaminada.

Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC) es la causante principal de diarrea infantil en los paises
subdesarrollados y se transmite a partir de alimentos o agua contaminados con heces humanas o

fecales.
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El mecanismo de patogenicidad comienza tras la ingestion de una tasa elevada de
microorganismos. Después de sobrevivir al ambiente del estdmago, estos colonizan la capa de
mucosa del intestino delgado y elaboran enterotoxinas termolabiles y/o termoestables. Esta
bacteria actia mediante la produccién de dos toxinas. Una toxina es termolabil, la cual se inactiva
a 60 °C, mientras que la otra toxina es termoestable resistiendo 100 2C durante 30 min. Los
sintomas, por lo general, aparecen de forma subita y explosiva, en este caso no hay fiebre y es
muy comun la deshidratacidn. Los sintomas tienen un periodo de incubacién de 24 h siendo la

duracion de éstos entre 3 y 20 dias.

Escherichia coli enterohemorragico (EHEC). Es considerado como el patégeno mas importante

dentro de los tipos de E.coli enterovirulentos de origen alimentario.

La cepa mas conocida de EHEC es E.coli 0157:H7, aunque recientemente se han notificado otros
serotipos con el mismo potencial patégeno. El mecanismo de accidon de esta cepa no estd muy
claro, pero se han identificado factores de virulencia importantes. La bacteria, al ser ingerida, se
reproduce y habita el tracto gastrointestinal donde produce las toxinas que actuan sobre el colon.
Los limites de crecimiento de esta bacteria se situan entre 8 C y 45 2C, pero es capaz de
sobrevivir a la congelacién durante mas de 9 meses a -20 2C. Se trasmite a través de la leche,
huevos, carne picada de bdvido, cordero y cerdo, ensaladas vegetales crudas, alimentos

fermentados y acidos.

En el Informe anual del Sistema de Informacidon Microbioldgica del afio 2013 se notificaron un
total de 6 aislamientos de E.coli enterohemorragico procedentes de 4 laboratorios de Espania.
Cuatro de los casos se diagnosticaron por aislamiento de heces y dos por deteccién de la toxina en

heces (Instituto de Salud Carlos IIl, 2015).

1.2 METODOS PARA INHIBIR EL CRECIMIENTO MICROBIANO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Los métodos tradicionales para inhibir el crecimiento microbiano en los alimentos se basan en
tratamientos fisicos, principalmente el tratamiento térmico, y métodos quimicos como los
conservantes alimentarios. El tratamiento térmico provoca pérdida de nutrientes y alteracién de
las caracteristicas organolépticas de los alimentos. Por otra parte, los conservantes quimicos
artificiales son empleados para limitar el nUmero de microorganismos capaces de crecer dentro
de los alimentos, pero el creciente rechazo por parte de los consumidores a los riesgos
potenciales de salud asociados con algunas de estas sustancias, ha iniciado una investigacién de
métodos alternativos para inhibir dicho crecimiento. En este sentido encontramos diversos

enfoques basicos para la conservacién de alimentos (Weiss et al. 2009):
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=

Manipulacidn aséptica para impedir la entrada de microorganismos en los alimentos.

2. Eliminacidon mecdanica de microorganismos a través de lavado o filtrado.

3. Destrucciéon de microorganismos mediante aplicacion de calor, presidn, irradiacién o
sustancias quimicas desinfectantes.

4. Inhibicién del crecimiento de patdgenos alimentarios a través de organismos de control
ambiental.

5. Inhibicion del crecimiento microbiano mediante adicion de compuestos antimicrobianos

naturales como aceites esenciales o ciertos acidos organicos, acidos grasos libres, ciertas

enzimas y proteinas animales asi como compuestos de origen microbiano como las

bacteriocinas.

A continuacién se describen algunas de las nuevas metodologias que estdn siendo desarrolladas

como alternativas al uso de tratamientos térmicos y conservantes quimicos tradicionales.

Altas presiones

El empleo de altas presiones en alimentos ha cobrado en los Ultimos afios un enorme interés,
debido a su accién conservante. Existen dos procedimientos: la presidon dinamica y estatica. La
primera de ellas consigue la inactivacion de microorganismos, pero se encuentra todavia en fase
de estudio y desarrollo. El segundo procedimiento utilizado es la presién estdtica donde el
producto es sometido a elevados niveles de presion hidrostdtica (100-1000 MPa) de forma
continua durante varios minutos. Esta tecnologia, denominada comuUnmente altas presiones
hidrostaticas (High Pressure Processing, HPP), puede aplicarse directamente en alimentos liquidos
o en cualquier producto envasado sumergido en un fluido de presurizacién. El modo de accidén de
las altas presiones hidrostaticas consiste en una disminucion de sintesis de ADN microbiano,
aumento de la permeabilidad de las membranas celulares, desnaturalizacidn de biopolimeros y
proteinas, incluida la inactivacién de enzimas, por cambios en la estructura intramolecular
(>300MPa) en los microorganismos. Estos hechos afectan a la viabilidad de los microorganismos.
En condiciones habituales de procesado, no afectan a enlaces covalentes y pueden no alterar ni el
aroma ni el sabor de los alimentos pero sin embargo si que pueden alterar la textura, el color y la

apariencia (Herrero y Romero de Avila, 2006).
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Radiacién Ultravioleta (UV)

La radiacion ultravioleta es empleada en la industria alimentaria por su capacidad de reduccién
exponencial de microorganismos. En este tratamiento es dificil establecer pardmetros respecto a
la intensidad que requiere, debido a que no todos los alimentos necesitan la misma dosis de
radiacion. La radiacién UV actua afectando al ADN de los microorganismos mediante la separacién
de la doble hélice, de esta forma causa mutaciones en estos evitando la reproduccién de los
mismos (Haro-Maza y Guerrero- Beltran, 2013). Este tratamiento es utilizado para inactivar
diversos microorganismos incluyendo los virus. Asi mismo, diversos autores han probado la
combinaciéon de este tratamiento junto a otros. Lopez-Rubira et al. (2005) combinaron la
radiacion ultravioleta con atmédsferas modificadas dando lugar a un buen método para la
conservacién de alimentos.

King y Hung (2012) combinaron la radiacion UV-C junto con ozono y agua electrolizada oxigenada
con el fin de inhibir E. coli 0157:H7 en mora azul inhibiendo de 1.96 a 4 érdenes logaritmicos con
una radiacion de 7KJ/m?.

La radiaciéon UV ha sido una respuesta satisfactoria como método de conservacién ofreciendo
productos microbiolégicamente seguros manteniendo las caracteristicas sensoriales muy
similares al alimento en fresco. Los efectos de dicho tratamiento pueden ser observados
inmediatamente tras su empleo durante el periodo de almacenamiento del producto (Haro-Maza

y Guerrero- Beltran, 2013).

Envases de atmdsfera modificada

El envasado en atmdsfera modificada (MAP) es una técnica en la que el aire en el interior de los
envases alimentarios es reemplazado por mezclas de gases con diferentes composiciones que
aportan diferentes propiedades al envase. Este tipo de envasado presenta una serie de ventajas
tales como el aumento significativo de la vida util de los alimentos frescos y/o procesados, y el
mantenimiento de las caracteristicas organolépticas del producto fresco. Las desventajas del uso
de este tipo de envasado es el alto coste en la inversién en los equipos, los gases y materiales de

envases, y la necesidad de mantener la temperatura controlada.

Didxido de carbono (CO,)

El diéxido de carbono es utilizado en la industria alimentaria para la conservacién de los
alimentos. Presenta una accién inhibitoria en una amplia gama de bacterias, mohos y levaduras.
Al tratarse de un gas, penetra facilmente a través de los poros inactivando directamente a los

microorganismos al privar a las células del suministro adecuado de oxigeno. La eficacia del gas
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depende de la temperatura, pH, duracidn de contacto y actividad de agua que posee el alimento

(Haas et al. 1989).

Bacterias acido-lacticas

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son imprescindibles en la mayoria de las fermentaciones de
alimentos, en las que los acidos y otros metabolitos inhibitorios procedentes de dichas bacterias,
son una técnica importante en la conservacién de alimentos (Presser et al. 1998). Una de las
contribuciones mas importantes que presentan estos microorganismos es el aumento de la vida
util que adquiere el producto fermentado en comparacién con aquel sin fermentar (Abee et al.,

1995).

Ademads, las bacterias dacido-lacticas (BAL) producen bacteriocinas, grupo heterogéneo de
proteinas antibacterianas que varian segun la actividad, modo de accién, peso molecular, origen
genético y propiedades bioquimicas (Abee et al., 1995). Estas sustancias son utilizadas como
método alternativo a los conservantes quimicos artificiales para limitar el numero de
microorganismos capaces de crecer dentro de los alimentos. Existe una gran variedad de
bacteriocinas que son producidas por las BAL, siendo cada una particular en cuanto a los
espectros de inhibicién, por lo que son utilizadas de diferente forma en la industria alimentaria.
Algunas bacteriocinas se utilizan en procesos que requieren la inhibicion del crecimiento de
bacterias indeseables relacionadas con el productor de la bacteriocina, y en otros casos se aplican
para inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos o degradadores de alimentos

(Gonzalez-Martinez et al., 2003).

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos volatiles obtenidos a partir de plantas.
Son considerados como los principales agentes antimicrobianos naturales en alimentos. Los
aceites esenciales se han utilizado ampliamente como bactericidas, virucidas o fungicidas en
aplicaciones medicinales y cosméticos. Hoy en dia se emplean especialmente en la industria
farmacéutica y sanitaria, y en la industria agricola y alimentaria (Bakkali et al., 2008). Pueden
actuar como prooxidantes afectando a las membranas celulares internas y a los organulos como

las mitocondrias de los microorganismos (Bakkali et al., 2008).

La hidrofobicidad de los aceites esenciales les permite la interaccion con los lipidos de la
membrana celular y las mitocondrias, hace ambas permeables por lo que libera el contenido

citoplasmadtico de la bacteria.
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Las condiciones fisicas que mejoran la accién de dichos aceites son un pH bajo, una baja

temperatura, y niveles bajos de oxigeno (Burt, 2004).

Acidos grasos libres

Entre las diversas aplicaciones de los acidos grasos libres, destaca su capacidad antimicrobiana. El
modo de accién antibacteriano aun es poco conocido, pero se ha comprobado que su accién
principal es sobre la membrana celular, donde los AGL interrumpen la cadena de transporte de
electrones y la fosforilacidon oxidativa. Ademas de interferir en la produccién de energia celular,
los acidos grasos también pueden inhibir la actividad enzimatica alterando la absorcion de los
nutrientes, y produciendo la autooxidacion de productos y la lisis de las células bacterianas. El
modo no especifico de accidn y su seguridad los hacen atractivos como agentes antibacterianos
para diversas aplicaciones como la medicina y la conservacion de alimentos entre otras (Desbois y

Smith, 2010).

Proteinas animales

Diversas proteinas animales como la lisozima o la lactoferrina estan siendo estudiadas para su
posible uso como compuestos antimicrobianos naturales. La lactoferrina es una glicoproteina que
presenta poder antimicrobiano contra bacterias patdgenas tanto in vitro como in vivo. Puede
tanto inhibir como retardar el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, como
Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes entre otras.
La capacidad bactericida de la lactoferrina se atribuye a la interaccién directa de la molécula o
parte de ella con la membrana externa de los microorganismos. Esto provoca la liberacion de LPS
aumentando la permeabilidad de la membrana y produciendo la liberacion del contenido

citoplasmatico de la bacteria (Ramos- Clamont et al., 2010).

1.3 AcCIDOS GRASOS LIBRES

1.3.1 Caracteristicas

Los acidos grasos libres (AGL) son moléculas formadas por una cadena hidrocarbonada con un
grupo carboxilico (-COOH) y un grupo metilo (-CHs) en los extremos. El tamafio de la cadena
hidrocarbonada varia, estando por lo general formadas por un grupo par de atomos de carbono.
Los AGL formados por cadenas de 10 a 28 atomos de carbono son los mas abundantes en Ia

naturaleza.

Los AGL presentan un caracter hidrofilico debido al grupo funcional del acido carboxilico el cual se

ioniza cuando se encuentra en disolucidn con el agua; mientras que la cadena hidrocarbonada es
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hidrofébica, formando asi una molécula anfipatica. La estructura predominante en la molécula es
la cadena hidrocarbonada, apolar, por lo que la solubilidad en agua depende de la longitud de la

cadena.

Los acidos grasos se pueden clasificar en funcion de la longitud de la cadena hidrocarbonada,
(siendo acidos grasos de cadena corta aquellos que contienen entre 2 y 6 carbonos, de cadena
media entre 8 y 12 carbonos y de cadena larga mas de 14 carbonos), la presencia de dobles
enlaces en dicha cadena o la posicién de los dobles enlaces. Los acidos grasos saturados no
presentan isomeria, es decir, contienen enlaces simples y por tanto, poseen una estructura lineal
que facilita el empagquetamiento. Asi mismo, presentan una elevada temperatura de fusidn por lo
gue son sdlidos a temperatura ambiente. Por contra, los acidos grasos insaturados presentan
isomeria (cis - trans) debido a la presencia de dobles enlaces en su cadena. En la naturaleza
predomina la forma cis la cual presenta una estructura angular, por lo que pueden tener
problemas en el empaquetamiento. Poseen una temperatura de fusién mds baja que los
saturados por lo que son liquidos a temperatura ambiente. Dichos acidos son muy reactivos,

debido a la presencia de los dobles enlaces.

1.3.2 Funciones

Estas moléculas suelen encontrarse unidas a otros compuestos tales como el glicerol, azlcares o
grupos fosfatos, para asi formar lipidos. Los lipidos son componentes integrales de las estructuras
celulares, como las membranas formadas por fosfolipidos. Los dcidos grasos pueden ser liberados
de los lipidos mediante accidon enzimatica y asi convertirse en acidos grasos libres, teniendo

diversas actividades bioldgicas muy potentes (Desbois y Smith, 2010)

Los 4acidos grasos poseen multiples funciones, como su funcidon estructural, energética y
reguladora. Cabe destacar su capacidad antibacteriana, siendo capaces de inhibir el crecimiento

de bacterias y patdgenos.

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los acidos grasos depende de la longitud de la cadena
hidrocarbonada asi como la presencia, el nimero, posicién y orientacién de los dobles enlaces
(Desbois y Smith, 2010)

Los AGL insaturados de cadena media o larga son mds activos frente a bacterias Gram-positivas
gue en las Gram-negativas. A su vez la conformacidn cis de estos acidos tiende a ser mads activa
contra las bacterias que aquellos que poseen conformacién trans. Por lo general dichos acidos
grasos tienden a tener mayor poder antimicrobiano que los AGL saturados, siendo éstos ultimos

mas activos cuando las cadenas son de entre 10 y 20 carbonos. La eficacia antimicrobiana tiende a
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disminuir a medida que va aumentando o disminuyendo el nimero de carbonos en la cadena

(Desbois y Smith, 2010).

Los mecanismos especificos por los que los AGL causan inhibicién del crecimiento bacteriano o su
muerte, dependeran de la estructura de estos acidos, la bacteria diana y los sitios en los que los
AGL pueden acceder. El control efectivo del crecimiento bacteriano y la supervivencia podrian
implicar multiples mecanismos, afectados por factores como el pH y la temperatura (Desbois y

Smith, 2009).

Los acidos grasos pueden tanto matar una bacteria directamente (accién bactericida) como inhibir
su crecimiento (accidn bacteriostatica), donde la bacteria permanece viable pero no puede

someterse a un proceso de divisidn celular en presencia de estos acidos (Sheu y Freese, 1972).

Todavia no estd claro cémo los acidos grasos ejercen sus funciones antibacterianas, pero parece
ser que la diana principal es la membrana bacteriana. En la membrana interna de las bacterias
tanto Gram-positivas como Gram-negativas tiene lugar la fase final de produccidn de energia, ya
qgue es donde se encuentra la cadena de transporte de electrones. Este proceso se puede ver
afectado por la accion de los AGL. La interaccion de estos acidos grasos con la membrana interna
bacteriana puede generar una interrupcion en la cadena de transporte de electrones en la célula
bacteriana, reduciendo asi la produccién de ATP y quedando la bacteria de este modo privada de

una fuente de energia.

Por otra parte, la estructura anfipatica de los AGL les permite actuar como detergentes que
pueden interactuar con la membrana celular creando poros de tamafio variable. De esta forma
pueden solubilizar la membrana, generando una pérdida de componentes esenciales para el
crecimiento bacteriano, tales como las proteinas, o secciones grandes de la bicapa de lipidos,

causando asi, la inhibicidn del crecimiento o la muerte celular (Desbois y Smith, 2010).

Otro efecto antimicrobiano de los AGL es el poder inhibitorio sobre diversas enzimas cruciales
para el desarrollo bacteriano. Por otro lado, los acidos grasos, tanto saturados como insaturados,
pueden inhibir la capacidad para absorber los nutrientes necesarios para que las bacterias
permanezcan viables (Desbois y Smith, 2010). Otro posible mecanismo de accidn de los AGL es la
produccion de productos de degradacion secundarios de dichos 4dcidos con funcién
antimicrobiana como perdxido de hidrégenoy especies reactivas de oxigeno, producidos por la

peroxidacion, o la auto-oxidacién produciendo oxilipinas y aldehidos.

1.3.3 Aplicaciones
La amplia gama de actividad y el modo no especifico de accidon que presentan los AGL, los hacen

atractivos como agentes antimicrobianos para diferentes aplicaciones tales como la medicina,
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agricultura, conservacion de alimentos y formulacion de cosméticos o nutracéuticos. A pesar del
evidente potencial de dichos compuestos, las propiedades antibacterianas no han sido todavia
explotadas plenamente. Una de las razones por las que se da este hecho podria ser la longitud de
la cadena de poliinsaturaciones que presenta el acido, que hace que sean inestables y que tiendan

a unirse a otros compuestos como las protel'nas.

En relacién a las aplicaciones biomédicas, actualmente hay un incremento del aumento de la
prevalencia de bacterias resistentes a los medicamentos, por lo que es necesario el
descubrimiento y desarrollo de alternativas a los antibidticos convencionales. Los AGL son
moléculas de defensa en los sistemas inmunes innatos de los organismos multicelulares,

pudiendo ser manipulados para la prevencion y el tratamiento de infecciones bacterianas.

En la actualidad, las mejores perspectivas de explotacidon en la medicina son para las terapias
dirigidas a la mejora de las concentraciones de los AGL naturales en la piel. Otras aplicaciones
terapéuticas de estos acidos grasos en los seres humanos podria ser la prevencion de caries
dentales, la reducciéon de las infecciones gastrointestinales infantiles mediante la adicién de
dichos acidos a la leche infantil o el tratamiento de ulceras estomacales producidas por

Helicobacter pylori.

La utilizacién de los AGL en la agricultura y acuicultura se debe a la creciente preocupacion por la
resistencia que los patégenos han mostrado hacia los antibidticos, asi como por los residuos que
los antibidticos puedan generar. Estos han sido utilizados como suplemento en la alimentacién
animal, ya que aumentan la produccién de carne o pescado al reducir las bacterias que se
producen en el sistema digestivo. Otra aplicacion seria la utilizacidon de dichos acidos para el
tratamiento de mastitis bovina y el control de las infecciones en abejas. Otra posible aplicacién de
estos acidos seria su inclusion en alimentos para prevenir e inhibir el crecimiento de

microorganismos patdgenos o responsables del deterioro de alimentos (Desbois y Smith, 2010).

1.4 ACIDO CAPRILICO
El acido caprilico es un acido graso saturado, formado por ocho atomos de carbono, también
conocido como 4acido octanoico. Se encuentra de forma natural en la leche materna humana,

leche de cabra y bovino, aceite de coco y aceite de palma.

El punto de fusidn de este acido graso es 16,7 2C (liquido a temperatura ambiente), disminuyendo
su solubilidad a medida que la temperatura se reduce. Se trata de un antimicrobiano natural

altamente aromatico cuyo olor se describe como rancio (Santos et al., 2011).
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El acido caprilico puede ser utilizado como un suplemento nutricional para la salud. De acuerdo
con el cédex alimentario y las regulaciones de varios paises, el presente acido ha sido reconocido
como seguro (GRAS), tras amplios estudios que han revelado su inocuidad para la salud humana

(Choi et al., 2013)

Numerosos estudios han demostrado la actividad antimicrobiana que posee el acido caprilico
contra diversos patdgenos, incluyendo virus y bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-
negativas, y parasitos. El mecanismo de accion del acido caprilico no se conoce con exactitud pero
parece que la actividad antimicrobiana tiene lugar en su estado protonado o acido, alterando la
cadena de transporte de electrones en la membrana bacteriana, siendo esta su principal sitio de

accioén a pH 7 (Desbois y Smith, 2009).

Nakamura y Zanger (1968) estudiaron el efecto bactericida del dcido octanoico, propidnico y
acético sobre el crecimiento in vitro de Shigella y dos cepas de E. coli. Sus descubrimientos
indicaron que el acido caprilico a niveles de dosificacidn del 0,3% fue muy eficaz contra las tres
bacterias, mientras que los dos acidos restantes requirieron niveles de dosificacion mas elevados
(>1,0%) para una reduccion significante de las bacterias. Richter et al., (1993) demostraron la
accion bactericida de este compuesto indicando que una concentraciéon de 1000 ppm de acido
octanoico a pH 2,96 podia reducir Staphylococcus aureus y E. coli en 6,96 y 7,30 6rdenes
logaritmicos, respectivamente. Asi mismo, el estudio demostré que el acido octanoico tiene
mayor poder bactericida que el acido decanoico (C10) y el acido hexanoico (C6). Estudios mas
recientes han estudiado el efecto del acido caprilico sobre E. coli 0157:H7 a pH 5,6 y 6,8. Los
resultados indicaron que con una solucién de 0,5% de 4acido caprilico a pH 5,6 la poblacién de E.

coli se reducia aproximadamente 6,5 drdenes logaritmicos en un minuto (Burnett et al., 2007).

Con la creciente tendencia a la demanda de los alimentos cada vez mas naturales, hay un
renovado interés en el uso de los acidos grasos y sus derivados como alternativa a los agentes
antimicrobianos sintéticos. Dada la probada actividad antimicrobiana del acido caprilico, dicho
acido graso podria ser empleado en la conservacién de alimentos y mejora de la alimentacidn,
pudiendo ser utilizado como suplemento nutricional (Choi et al., 2013). El efecto bactericida del
acido caprilico en combinacién con tratamientos térmicos suaves fue estudiado en la inactivacion
de Cronobacter sakazakii y Salmonella enterica en leche infantil reconstituida. Los resultados
mostraron que a medida que la temperatura aumentaba, el efecto bactericida se veia
incrementado, destruyendo totalmente las células sin recuperacion de la viabilidad celular.
Después del tratamiento combinado, se observd que la células tenian una estructura deformada,
y se produjo una desintegracién de la membrana celular con liberacidon de material celular y por

tanto, muerte celular (Choi et al., 2013). Los efectos sinérgicos de acido caprilico junto con el
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tratamiento térmico suave se deben a la mayor solubilidad de estos compuestos con las altas
temperaturas, lo que aumenta su capacidad para romper las membranas celulares (Jang y Rhee,

2009; Nair et al., 2004).

La aplicacion o administracion como suplemento de acido caprilico presenta una serie de
desventajas debido a sus propiedades sensoriales como olor a rancio y sabor desagradable
(Hulankova et al., 2013). También puede haber una reduccion de la actividad antimicrobiana
cuando interacciona con los componentes de los alimentos. Una de las soluciones para abordar
estos problemas puede ser el uso de la encapsulacidon. De esta forma se permite a los AGL
mantener sus propiedades y aumentar la estabilidad frente a agentes externos. Asi, problemas
como la transferencia de masas, la interaccion de los constituyentes de los alimentos o la
alteracién de la funcionalidad debido a los procesos alimentarios fisicos y quimicos, pueden ser

impedidos (Ruiz-Rico et al., 2015).

1.5 MATERIALES MESOPOROSOS DE OXIDO DE SILICIO

1.5.1 Caracteristicas

Los materiales mesoporosos de dxido de silicio son sdlidos que se componen de una estructura
porosa con cientos de canales vacios (mesoporos) capaces de absorber y/o encapsular cantidades
relativamente elevadas de moléculas bioactivas. El tamafio de los poros es variable, oscila entre 2

y 50 nm, y presentan gran area superficial (1000m?/g) (Slowing et al. 2008).

El empleo de particulas mesoporosas en el ambito de la alimentacidén se debe a sus caracteristicas
Unicas tales como su biocompatibilidad, la estructura ordenada de sus poros con alta capacidad

de carga, y gran area superficial facilmente modificable.

Las particulas porosas de oxido de silicio se clasifican segin su tamafio de poro como
microporosas (didmetro £ 2 nm), mesoporosas (diametro de 2 nm < d = 50 nm) y macroporosas

(didametro = 50 nm) (Corma, 1997).

Las caracteristicas de estos materiales son ideales para los procesos de absorcion de moléculas
bioactivas. Uno de los materiales mesoporosos mas descrito es el material MCM-41 (Mobil
Compositon of Matter) que fue sintetizado por primera vez en 1992 junto con los demas
miembros de la familia M41S. Estos compuestos se caracterizan por ser materiales cristalinos que
poseen canales unidimensionales y tener una composicién quimica modificable mediante la

adicion de cationes metadlicos o variaciones en las condiciones de sintesis (Beltran et al., 2003).
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La estructura de este material actia como una plantilla, ideal para la carga y/o funcionalizacién de
agentes bioactivos dentro o fuera de sus mesoporos, manteniendo su estabilidad vy
biocompatibiliad (Asefa y Tao, 2012). El area superficial grande y la capacidad de modificar de

forma independiente el tamafo del poro permiten la carga de combinaciones diversas.

La superficie de silice puede ser funcionalizada con grupos orgdnicos diferentes, a través de
procedimientos de anclado. Asi mismo posee un elevado potencial para la absorcidn selectiva y la
liberacion de farmacos, siendo utilizado en las nuevas estrategias terapéuticas (Di Pasqua et al.,

2008).

La biocompatibilidad e inocuidad de dichos materiales ha sido estudiado en los ultimos afios pero
todavia no estd claramente establecida. Los diversos estudios presentes en la literatura han
evidenciado que hay grandes diferencias en el potencial toxicoldégico de las particulas
mesoporosas de 6xido de silicio en funcién de sus diversas propiedades fisicoquimicas. Los
resultados sugieren que la toxicidad de estas particulas depende principalmente de la morfologia
(tamafio/forma), el estado de agregacion, la carga superficial, hidrofobicidad y dosis (Hudson et
al., 2008). En general, los estudios de toxicidad han mostrado que las microparticulas presenta
escasa toxicidad en comparacion con las nanoparticulas, sobre todo las de menor tamafio, y la
funcionalizacion de la superficie de los materiales con moléculas orgdnicas incrementa la

biocompatibilidad de las mismas (He et al., 2009; Tang et al., 2012).

1.5.2 Aplicaciones
La utilizacién de la nanotecnologia estd cada vez mas vigente, transformando los sectores
médicos y de bioingenieria, y proporcionando asi la utilizacion de métodos alternativos para la

administracion de farmacos, compuestos bioactivos, o la regeneracién de drganos.

Los materiales mesoporosos resultan de un creciente interés en el campo de la salud. Pueden ser
utilizados como portadores de farmacos tras haber comprobado sus buenos resultados in vivo en
animales. Han sido utilizados como métodos alternativos a la terapia fotodindmica y la
quimioterapia para tratamientos de cdncer (Mamaeva et al., 2013). Otra aplicacién de las
particulas mesoporosas de silice es para encapsular nutracéuticos, logrando la liberacion

controlada de los farmacos.

Las tecnologias de nano-fabricacidn se estan adaptando y desarrollando rapidamente para su uso
en la industria alimentaria. Cuentan con diversas aplicaciones tales como nuevos materiales de
embalaje, nuevos ingredientes alimenticios, asi como sensores para detectar patdgenos,

alérgenos, contaminantes e indicadores de degradacion en la calidad de alimentos. Son también
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aplicables para la creacion de nuevos auxiliares tecnoldgicos nano-estructurados tales como

filtros, membranas y reactores (Weiss et al., 2009).

Asi mismo, podrian ser utilizados como catalizadores de la sintesis de nutrientes esenciales, para
la encapsulacién y liberacién controlada de moléculas bioactivas como vitaminas o enzimas para
mejorar las caracteristicas nutricionales y organolépticas de los alimentos, asi como sensores para

detectar productos téxicos (Hudson et al., 2008; Climent et al., 2009; Bernardos et al., 2013).

1.6  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La importancia de la transmisién de enfermedades por via alimentaria causada por

microorganismos es un problema de salud publica en todo el mundo.

El crecimiento de microorganismos causantes de toxiinfecciones alimentarias en la industria ha
provocado que aumente el uso de antimicrobianos para alargar la vida util de los alimentos y
controlar el crecimiento de los microorganismos. El uso inapropiado de estos antimicrobianos ha
producido resistencia en diversas bacterias frente a ciertos patdgenos, que puede transmitirse en
la cadena alimentaria. A su vez pueden ocasionar el acimulo de residuos téxicos en dichos
animales, lo que obliga a un periodo de seguridad antes de su consumo. Un ejemplo de este
fendmeno es la resistencia a las fluoroquinolonas, una de las clases de farmacos antibacterianos
mas utilizadas en el tratamiento de las infecciones urinarias por E. coli. Esta resistencia se
encuentra muy extendida a nivel mundial. En los afos ochenta cuando aparecieron estos
farmacos, la resistencia a ellos era casi inexistente. Hoy en dia hay paises en los que este

tratamiento es ineficaz en mas de la mitad de los pacientes (OMS, 2014).

La tendencia mundial del sector agroalimentario a garantizar la inocuidad de los productos que se
consumen, junto con la demanda del consumidor de obtener productos cada vez mas naturales,
ha llevado a un interés en la produccién de sustancias antimicrobianas naturales. Estos
compuestos pueden ser obtenidos de plantas, animales o fuentes minerales, siendo los aceites
esenciales presentes en las plantas y los acidos grasos presentes en la leche los de mayor interés.
Una de las posibilidades seria el empleo de la nanotecnologia para llevar a cabo la sintesis de
materiales con caracteristicas antimicrobianas contra diversos patégenos. El anclado del acido
caprilico, con propiedades antimicrobianas, a materiales de silice para la liberacion controlada de
farmacos o antimicrobianos, seria una alternativa al uso de antibidticos y/o antimicrobianos

tradicionales.
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2 OBIJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1  OBIETIVOS
El objeto principal del presente trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana del acido caprilico
tanto libre como anclado en sélidos mesoporosos sobre Escherichia coli.

Para llevar a cabo dicho objetivo se plantearon los siguientes diversos objetivos especificos:

1. Caracterizacién del sdlido MCM-41 sintetizado y funcionalizado con acido
caprilico mediante diversas técnicas instrumentales.

2. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria del acido caprilico libre
sobre Escherichia coli.

3. Estudio del mecanismo de accidon del acido caprilico mediante ensayo con
fluorocromos.

4. Estudio de la influencia de particulas mesoporosas de silice funcionalizadas con

acido caprilico sobre la viabilidad de Escherichia coli.

2.2 PLAN DE TRABAJO

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos se siguio el siguiente plan de trabajo.

1. Reuvisidn bibliografica relacionada con el estudio
Sintesis de las microparticulas mesoporosas MCM-41

Funcionalizacién del soporte mesoporoso con acido caprilico

W N

Caracterizacion de los materiales

4.1. Difraccién de rayos X

4.2. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
4.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

4.4. Potencial zeta

5. Estudio de la actividad antimicrobiana del acido caprilico libre

5.1. Preparacion de los medios de cultivo
5.2. Preparacion del indculo
5.3. Determinaciéon de la concentracién minima bactericida mediante el método de

macrodilucién y el recuento en placa

5.4, Microscopia de fluorescencia
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6. Estudio de la actividad antimicrobiana del acido caprilico anclado

6.1. Preparacion de los medios de cultivo

6.2. Preparacion del indculo y suspension de particulas

6.3. Determinacién de la viabilidad celular mediante recuento en placa
7. Tratamiento estadistico de los datos

8. Evaluacion de los resultados y elaboracién de un informe final
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 SINTESIS DEL MATERIAL MESOPOROSO DE OXIDO DE SILICE (MCM-41) MICROPARTICULADO

La sintesis del material mesoporoso se llevé a cabo segln el protocolo descrito por Pérez-Esteve
et al. (2015). Se empled trietanolamia (TEA) como agente director de la estructura,
tetraetilortosilicato (TEOS) como fuente de silice y bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
como surfactante (Figura 3.1). Todos los reactivos y disolventes empleados en las etapas de
sintesis y funcionalizacidon fueron suministrados por Sigma (Sigma-Aldrich Quimica S.L., Madrid,

Espafia).

La sintesis de microparticulas MCM-41 se realizé siguiendo la denominada "ruta de atranos". La
relacion molar entre los reactivos empleados fue la siguiente: 7 TEA: 2 TEOS: 0.52 CTAB: 0.5

NaOH: 180 H,0.

Para realizar dicha sintesis se pesaron 52,4 g de TEA, compuesto que ayuda a la formacién de la
estructura ordenada de las particulas, al que se adiciond una disolucion de 0,98 g de hidréxido
sodico (NaOH) en 2 mL de agua destilada. La mezcla resultante se calenté a 120 2C y 300 rpm, y
tras este periodo se disminuyd la temperatura a 70 2C y se afiadieron 22 mL de TEOS.
Seguidamente se calentd la mezcla a 118 2C y se adicionaron 9,36 g de CTAB, el cual actia como
surfactante formando micelas sobre el que se forma la estructura de silice. A continuacion, se
disminuyd la temperatura a 70 2C y se afadieron 180 mL de agua destilada aumentando la
velocidad a 700 rpm, y obteniendo asi la formacidn de un precipitado. Una vez formado este, se
mantuvo en agitacién durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo, la suspensién
se introdujo en un recipiente de teflén a 100 C y se mantuvo durante (20-24h) con el fin de

obtener la estructura final del material.

Transcurrido dicho tiempo, la suspension fue filtrada a vacio y el sélido se lavd con agua destilada
y etanol hasta pH neutro obteniendo asi el sélido SO. Dicho material obtenido se secé a 72 °C
durante 24 h y se calciné a 550 2C durante 5 h con el fin de eliminar completamente el CTAB,

obteniendo el sélido S1.
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Figura 3.1. Sintesis de particulas MCM-41 - Pasos del mecanismo de formacion de particulas MCM-41 destacando la
formacion de micelas, la hidrdlisis y reacciones de condensacion a través de la adicion de TEOS y productos finales
después de la eliminacidn de la plantilla y calcinacion (Yang et al. 2011).

3.2 ANCLADO DE ACIDO CAPRILICO AL SOPORTE MCM-41

La superficie del sélido MCM-41 desnudo (S1) fue funcionalizada con acido caprilico obteniendo
asi el solido final (S2). Para ello, en primer lugar se funcionalizd el soporte con 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES), y tras esto, se realizé el anclado del acido graso entre el grupo
carboxilico terminal y el grupo amino previamente inmovilizado, obteniendo un soporte con

cadenas hidrocarbonadas con el grupo metilo terminal.

En primer lugar, se realizd la funcionalizacién con APTES con el objetivo de introducir grupos
amino al material de o6xido de silicio. Para ello, 1 g del sélido MCM-41 calcinado (S1) fue
suspendido en 30 mL de acetonitrilo y a dicha mezcla se adicionaron 2mL de APTES. La mezcla se
dejé en agitacién durante 5,5 h, y a continuacion, se filtré la suspension, se lavé el sélido con 100

mL de acetonitrilo y se secd a 37 2C durante 24 h.

Tras la funcionalizacidon con APTES, 1 g del sélido obtenido anteriormente fue suspendido en 40
mL de diclorometano y a la mezcla se adicionaron 1,47 mL de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA).
Esta suspensién se enfrid en un bafio de hielo hasta alcanzar los 0 2C, y a continuacién se
adicionaron 1,2 mL de cloruro de octanoilo gota a gota. La mezcla final se dejé 2h en agitacién a
temperatura ambiente, y tras esto, se filtrd, lavd con diclorometano (100 mL) y se secé a 37 eC

obteniendo el sélido final S2.
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3.3 CARACTERIZACION DE LOS SOLIDOS MESOPOROSOS

La caracterizacidén estructural de las diferentes microparticulas se llevd a cabo mediante las

diferentes técnicas instrumentales.

3.3.1 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X es una técnica analitica no destructiva que permite la identificacion de los
diferentes compuestos cristalinos que forman una muestra sdlida. Las determinaciones se
llevaron a cabo mediante un difractdmetro Bruker AXS D8 Advance (Karlsruhe, Alemania) con
radiacién CuKa (A = 1.5406 A) en el intervalo de barrido 1.3°< 28 < 8.3°, con pasos de contaje de

0.04 °(26) y con un tiempo de 3s/paso.

3.3.2 Microscopia Electrénica de Transmisidn

La microscopia electrdnica de transmision (TEM) genera imagenes de dimensiones nanométricas.
Las imagenes de TEM se llevaron a cabo en un microscopio Philips CM 10 (Koninklijke Philips
Electronics N.V, Eindhoven, Paises Bajos) operando con un voltaje de aceleracion de 80KV. La
preparacion de la muestra se realizé mediante la dispersiéon de una pequeia cantidad de sélido en
diclorometano. La suspensiéon formada se mantuvo en un bafio de ultrasonidos durante 5
minutos. Seguidamente se colocd una gota de la suspension sobre una rejilla de cobre de 3 mm
de didmetro rodeada con una pelicula de carbono utilizada como soporte. A partir de las

imagenes obtenidas se calculd el tamafio medio de las particulas (n=30).

3.3.3 Potencial zeta

El potencial zeta permite la determinacién de la carga superficial y la estabilidad de las particulas
en una suspension liquida. Las medidas del potencial zeta de los sélidos se realizaron en un
equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) a 25 2C. El potencial zeta se calculé a
partir de la movilidad de las particulas empleando el modelo Smoluchowski. Las muestras se
prepararon a una concentracion de 1 mg/mL en tampodn Ringer suplementado con
dimetilsulféxido (DMSO) y fueron sonicadas durante 2 min antes de su medida para evitar la
formacién de agregados. El valor promedio de 5 medidas se establecidé como resultado de

potencial zeta.

3.3.4 Analisis termogravimétrico

El grado de funcionalizaciéon se determind por analisis termogravimétrico (TGA). Las
determinaciones se llevaron a cabo en un equipo TGA / SDTA 851e Mettler Toledo, mediante un
programa de calentamiento con una rampa de calentamiento de 10 °C por minuto desde 25 2C

hasta 100 C seguido por una etapa de calentamiento isotérmico a esta temperatura durante 60
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min bajo una atmodsfera de nitrégeno (80 ml/min). Tras esto, el programa continué con un
segmento de calentamiento dinamico desde 100 2C hasta 1000 °C usando una atmosfera
oxidante (aire 80 ml/min) y una etapa de calentamiento isotérmico a esta temperatura durante
30 min. A partir de los resultados obtenidos, se calculd la concentracién de AC anclado, con el fin

de establecer las concentraciones de trabajo en los ensayos microbioldgicos.

3.4 ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

3.4.1 Medios de cultivo

Para la reconstitucién de las cepas microbianas y la preparacién de inéculos se utilizaron los
medios generales Plate Count Agar (PCA) y Tryptic Soy Broth (TSB). Para los ensayos de actividad
antimicrobiana se utilizé un medio de cultivo selectivo, con el objetivo de identificar el
microorganismo en base al aspecto de la colonia obtenida y poder detectar cualquier tipo de
contaminacion en el proceso. El medio de cultivo selectivo utilizado fue Tryptone Bile x-
glucoronide (TBX) Agar. Todos los medios de cultivo fueron suministrados por Scharlab (Sharlab
S.A., Barcelona, Espaia). La composicion de los medios de cultivo utilizados se muestra en el

Anexo I.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 15 min a 121 °C, tras lo cual
fueron enfriados en un bafio a 50 oC y distribuidos en placas Petri estériles en una camara de

flujo, para garantizar la asepsia del proceso.

El medio de cultivo liquido TSB se prepard disolviendo 30 g del medio en 1 L de agua destilada. El
caldo TSB se distribuyd en tubos de ensayo dosificando 10 mL en cada tubo y los tubos fueron

esterilizados en autoclave durante 15 min a 121 °C.

Para la realizacién de los ensayos fue necesario preparar tubos de 10 mL y matraces Erlenmeyer
de 30 mL de solucién Ringer. Dicha solucién se prepard disolviendo 2.2 g de cloruro de sodio,
0,105 g de cloruro potasico, 0.12 g de cloruro calcico y 0.05 g de bicarbonato de sodio en 1 L de
agua destilada. Tras disolverse mediante agitacion a temperatura ambiente se prepararon los
matraces Erlenmeyer y los tubos de ensayo correspondientes, los cuales fueron esterilizados en

autoclave a 1219C durante 15 min.

Las placas y tubos estériles se conservaron en nevera a 4°C hasta su uso. Antes de ser utilizados

en cada ensayo, fueron atemperados a condiciones ambientales.
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3.4.2 Cepa bacterianay preparacion del inéculo

La cepa de Escherichia coli (CECT 1103) utilizada en el presente trabajo fue suministrada por la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). La reconstitucidon de la cepa se realizd segun las

instrucciones dadas por la CECT.

La preparacién del inéculo se realizé siguiendo el método de suspension directa de colonias. A
partir de una placa de un cultivo puro de 24 h se tomd una colonia con un asa de siembra y se
transfiriéo a un tubo de 10 mL de medio TSB. El tubo se agitdé durante 15-20 s y se mantuvo en
incubacién 24 h a 37 2C en condiciones aerobias. Tras esto, el indculo se centrifugd a 4000 rpm

durante 5 min y el pellet obtenido fue resuspendido en un tubo con 10 mL de solucién Ringer.

3.4.3 Ensayos de sensibilidad antimicrobiana

Para la realizacion de los ensayos de acido caprilico libre en primer lugar se prepardé una
disolucién stock de acido caprilico en DMSO. Para ello, 650 mg (0,71 mL) de acido caprilico se
disolvieron en 6 mL de DMSO. Diferentes volimenes de dicha disolucién (0,004, 0,02, 0,04, 0,2,
0,4 y 2 mL) fueron adicionados posteriormente a las muestras de incubacion para alcanzar las

concentraciones objetivo de acido caprilico 0,1, 0,5, 1, 5, 10 y 50 mM.

Para el estudio de la actividad antimicrobiana del acido caprilico anclado se adicionaron
diferentes cantidades de sélido S2 (materiales y métodos) a los matraces de incubacion para
obtener las concentraciones de ensayo de acido caprilico anclado (66, 132, 660, 1320, 1980 y
2640 mg/mL). Dichas suspensiones se agitaron y se mantuvieron durante tres ciclos de 5 minutos

en un bafio de ultrasonidos para favorecer la disolucién y evitar la aglomeracién de las particulas.

Tanto para los ensayos de actividad antimicrobiana del acido caprilico libre como anclado al
soporte de dxido de silicio se llevé a cabo un procedimiento similar para la preparacién de las
suspensiones de trabajo. Como se ha comentado anteriormente diferentes voliumenes de la
suspension stock de acido caprilico libre o diferentes cantidades de soporte funcionalizado fueron
adicionados a 30 mL de solucién Ringer dispuestos en matraces Erlenmeyer estériles. Tras esto, se
adicionaron 10 pL del indculo bacteriano previamente lavado en solucién Ringer. Las

suspensiones se mantuvieron en un agitador orbital a 150 rpm y 37 C durante 24 h.

En cada ensayo se incluyeron controles negativos de cada una de las condiciones (matraz con
acido caprilico libre o particulas sin inocular) para detectar posibles contaminaciones; y controles

positivos (cultivo microbiano sin tratamiento) para establecer el crecimiento microbiano.
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3.4.4 Siembraen placa

En el presente estudio se realizaron recuentos en placa del microorganismo de estudio con el fin
de determinar el efecto de las distintas condiciones de estudio sobre su crecimiento. Para ello,
pasado el periodo de incubacidon de los matraces de trabajo, se prepararon diluciones decimales
seriadas en tubos de 9 mL de agua destilada estéril. De cada una de las diluciones se sembré en
superficie 0.1 mL sobre las placas de medio selectivo (TBX) y se distribuyd la muestra con un asa
de Drigalsky por toda la superficie. Las siembras se realizaron por duplicado. Las placas se

incubaron a 37 2C durante 24 h.

Tras el periodo de incubacién, se realizé el recuento directo en placa sobre aquellas placas que
presentaron entre 30 y 300 colonias. A continuacion se calculd el promedio de los recuentos
obtenidos para cada condicion. Los valores obtenidos fueron transformados logaritmicamente y
expresado como log UFC/mL. Los resultados obtenidos del recuento de los controles positivos
fueron utilizados para cuantificar el porcentaje de inhibicién del microorganismo en las distintas

condiciones de estudio.

3.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Con el fin de estudiar el efecto cualitativo del 4cido caprilico sobre la viabilidad de E. coli se realizo
un ensayo de microscopia de fluorescencia con fluorocromos para determinar la integridad de la
membrana celular a diferentes tiempos de incubacién (tiempo 0, 2, 4 y 24 h). Para ello se utilizé la
tincién directa con los fluorocromos SYTO®9 y PI (yoduro de propidio) de las células y posterior
visualizacion mediante microscopia de fluorescencia. Los dos fluorocromos estan integrados en el
sistema comercial LIVE/DEAD Baclight™ (Molecular Probes Inc. Eugene Oregon). EI SYTO®9 es una
molécula de tamario reducido que penetra en las células con la membrana intacta y se une al DNA
emitiendo fluorescencia verde, mientras que el yoduro de propidio posee un tamafo molecular
mas grande por lo que penetra solo en aquellas células que presentan poros de membranas
(células no viables) desplazando al SYTO®9 y proporcionando fluorescencia roja. La maxima
emision/excitacidn para estos fluorocromos es de 480 nm/500 nm para el SYTO ®9 y 490 nm/635
nm para el yoduro de propidio.

Para realizar la tincion, se tomd una alicuota de 500 ul de muestra, se mezclé con 0.8 ul de la
mezcla de los dos fluorocromos en una relacién (1:1) del kit LIVE/DEAD Baclight™ vy se incubd en
oscuridad a temperatura ambiente durante 15 min. A continuacién, se tomaron 5 pl de la muestra
tefiida y se depositaron en un portaobjetos recubierto de poly-L-lisina (Sigma Diagnostics, U.S.A.),
y se taparon con un cubreobjetos, incubandose en oscuridad durante 10 min. Transcurrido el

periodo de incubacidn, se procedié a la observacién de las células mediante un microscopio de
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epifluorescencia Olympus BX 50 equipado con un filtro barrera BA515IF y una cdmara Olympus
DP71 (Olympus Optional Co, Hamburg, Alemania).

Se consideraron aquellas células que emitian fluorescencia verde como viables, mientras que
aquellas que emitian fluorescencia anaranjada o roja como no viables. Asi mismo se realizaron

recuentos en placa para verificar que los bacilos que emitian fluorescencia verde crecian en placa.

3.6  ANALISIS ESTADISTICO

Con el objeto de evaluar el efecto del tipo de condicidon de ensayo y concentracion de acido
caprilico sobre el crecimiento microbiano de E. coli, se llevé a cabo un ANOVA simple. El programa
estadistico empleado fue Statgraphics Centurion XVI (Statpoint. Technologies, Inc., Warrenton,
VA, USA). El procedimiento LSD (least significance difference) se utilizd para comprobar las

diferencias a un nivel de significacién a=0,05.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE SOLIDOS MESOPOROSOS.

Tras la sintesis y funcionalizacion de las microparticulas de silice MCM-41, los sélidos se
caracterizaron mediante las distintas técnicas analiticas con el fin de evaluar la estructura de la
particula sintetizada y funcionalizada con acido caprilico. La estructura mesoporosa de los sélidos
sintetizados fue comprobada mediante difraccidn de rayos X y microscopia electrénica (TEM).

Los patrones de difraccién de rayos X se muestran en la Figura 4.1.
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Figura 4.1. Difractograma de Rayos X de las microparticulas MCM-41 - sin calcinar (a), calcinadas (b) y funcionalizadas
con dcido caprilico (c).
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El patrén (a) muestra un pico muy resuelto (100) y tres picos mas débiles que corresponden a los
planos (110), (200) y (210) caracteristicos de la estructura mesoporosa hexagonal de los
materiales de MCM-41 (Heikkila et al., 2010).

Tras la calcinacion (b) se produjo una contraccidn de la celda unidad debido a la eliminacion de
CTAB, por lo que el pico (100) se desplazé hacia la derecha y hubo un ensanchamiento en los
picos (110) y (200) debido a la condensacion de los silanones durante el proceso de calcinacion.

La similitud del pico (100) en los difractogramas de los patrones (b) y (c) respecto al (a) indican
que los procesos de calcinacion y anclado no alteraron la estructura hexagonal tipica de las
particulas de oxido de silicio mesoporosas. Por tanto, los patrones obtenidos en ambos casos
indican que el proceso de sintesis fue correcto y que los procesos de calcinacion y funcionalizacién
mantuvieron la estructura del material.

La morfologia y el ordenamiento hexagonal de los materiales MCM-41 fueron confirmados tras un
analisis morfolégico realizado mediante TEM. Las imagenes obtenidas se muestran en la Figura

4.2.

B 200 nm

Figura 4.2. Imdgenes de TEM de las microparticulas MCM-41 - calcinadas (A) y funcionalizadas con dcido caprilico (B).

En la imagen (A) se observa la presencia de un sistema ordenado de poros hexagonales y los
tipicos canales de silice de este material. Las matrices mesoporosas aparecen como rayas blancas
y negras alternas formando la estructura de los poros vacios. La imagen (B) muestra la misma
porosidad y estructura hexagonal que se muestra en la imagen A.

Tanto el analisis morfolégico y estructural de las imagenes de TEM y los patrones obtenidos por
difraccion de rayos X confirman que los procesos de calcinacion y funcionalizacion con acido

caprilico no han afectado a la estructura y porosidad de las particulas.
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Asi mismo, las imagenes de TEM permitieron determinar el tamafio promedio de las particulas. En
la Tabla X se pueden observar los resultados de tamafio de particula y potencial zeta de las

particulas antes y después de la funcionalizacién.

Tabla 4.1. Tamafo de particula mediante TEM y potencial zeta - del material calcinado y funcionalizado con dcido
caprilico.

Material Tamaiio particula (nm) potencial zeta (mV)
MCM-41 calcinado 1041,90 + 281,84 -21,17+0,44
MCM-41 funcionalizado (S2) 1175,05 + 381,10 2,31+1,21

Los valores obtenidos mediante TEM del tamafio medio de particulas para el sélido MCM-41 se
encuentran en el rango estimado de tamafio microparticulado. Tras la funcionalizacion, el sélido
$2 muestra un tamafio similar al material calcinado sin observarse diferencias significativas entre
ambos materiales. Esto indica que el anclado del 4cido caprilico no modifica el tamafo de las
particulas de forma significativa.

Asi mismo, con el fin de determinar la carga superficial y la estabilidad de las particulas en
suspension se llevo a cabo la determinacidn del potencial zeta. Por lo general, la estabilidad de las
particulas en suspension es mayor cuando el potencial zeta se situa fuera del rango comprendido
entre los valores (-30 y +30 mV). En este rango las suspensiones tienden a agregarse por lo que las
propiedades y funciones de las particulas funcionalizadas pueden verse afectadas. Los valores de
potencial zeta promedio obtenidos para el sélido calcinado y el material funcionalizado con acido
caprilico se muestran en la Tabla 4.1. Estos resultados muestran que ambas particulas se sitian en
el rango de inestabilidad, por lo que puede producirse agregacion de las mismas. Ademas, cabe
destacar que los valores de potencial zeta muestran el cambio de carga superficial que se produce
tras la funcionalizacién con acido caprilico. Las particulas MCM-41 desnudas estan cargadas
negativamente, sin embargo cuando se anclan el acido caprilico presentan carga positiva debido a

los grupos funcionales del APTES y del 4cido caprilico.

El analisis termogravimétrico

Con el fin de confirmar la funcionalizacidn y cuantificar el dcido caprilico anclado al soporte de
6xido de silicio se llevd a cabo el andlisis termogravimétrico de los diferentes sélidos. En la Figura
4.3 se muestran los resultados obtenidos tras el anadlisis termogravimétrico de los materiales

funcionalizados con APTES y 4cido caprilico.
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Figura 4.3. Termogramas de MCM-41- funcionalizada con APTES (A) y MCM-41 funcionalizada con APTES y dcido
caprilico (B). La linea negra representa la pérdida de peso respecto al tiempo y temperatura y la linea roja muestra la
derivada de la pérdida de peso resaltando los principales saltos de energia.

El analisis de los diferentes picos de la muestra permitié identificar la pérdida principal de la
materia en tres pasos. Como se observa en la figura A se produjo en primer lugar una pérdida del
5,52% (5,52 g de materia organica/100 g de sélido) al producirse un aumento térmico de 0-100
oC, correspondiente a la eliminando del disolvente. En el segundo paso se muestra la gran
cantidad de energia empleada para aumentar la temperatura de 100 a 800 2C. En esta fase

aparecen picos que muestran la pérdida de materia poniendo en relieve la continua degradacién
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del material, corresponde a la pérdida de materia organica (29.27%). Es la etapa mas importante
del analisis del TGA, la cual permite determinar el grado de funcionalizacién a través de la
descomposicién de las aminas unidas a la superficie de las particulas. El dltimo paso constituye la
degradacién final del material entre 800 y 1000 2C, que se produce en los grupos silanoles
presentes en la matriz. Teniendo en cuenta el porcentaje de materia organica (MO) y de residuo
seco de 6xido de silicio, se calculé la cantidad de aminas por gramo de 6xido de silicio (g MO/g
SiO3). Por tanto, teniendo en cuenta que las aminas eran la Unica molécula organica presente en
las particulas del andlisis de TGA puede deducirse que la concentracion de materia organica fue

de 0,32 g aminas/g SiO.

Respecto a la figura B la funcionalizacién de las particulas con acido caprilico dio como resultado
un valor de 0,51 g MO/g SiO,, que corresponde a las aminas y al acido graso anclados sobre la
superficie del material. La diferencia de materia organica entre ambas particulas nos dard lugar a
los gramos de acido caprilico presentes en un gramo de SiO,, resultando 0,21 g de acido caprilico.
Asi mismo, se puede calcular la concentracién de dacido caprilico por gramos de sdlido
funcionalizado teniendo en cuenta el porcentaje de SiO, presente en la particula, obteniendo asi
0,13 g de acido caprilico por gramo de sdélido. La cantidad de acido caprilico anclado fue empleada

en los posteriores ensayos microbiolégicos para definir las concentraciones de estudio.
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4.2 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACIDO CAPRILICO LIBRE

En primer lugar, se llevd a cabo el estudio de la actividad antimicrobiana del acido caprilico en su
forma libre sobre una poblacién de E. coli en fase exponencial.

Los resultados obtenidos en los recuentos de E. coli en las distintas concentraciones de estudio
con 4cido caprilico libre se incluyen en el Anexo Il. El efecto bactericida del acido caprilico libre

sobre el crecimiento de E. coli en solucién Ringer se muestra en Figura 4.4.
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Figura 4.4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de E. coli - tras exposicion a diferentes concentraciones de dcido
caprilico libre. Las distintas letras de las barras indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) de las
diferentes concentraciones. Los valores obtenidos son promedio y desviacion estandar, n = 3.

Como se observa en la Figura 4.4 el efecto del acido caprilico libre se divide en tres grupos
diferentes de concentraciones. El grupo (a), formado por las concentraciones inferiores de 0,1y
0,5 mM, presenta un porcentaje de inhibicidn nulo sobre el inéculo microbiano. El grupo (b) con
una concentracién mayor de dacido caprilico correspondiente a 1 mM produjo una inhibicién
parcial de la poblaciéon bacteriana, mientras que el grupo (c) con mayores concentraciones del

acido graso (5-50 mM) muestra una inhibicién total del indculo bacteriano.

A partir de los resultados obtenidos se puede estimar que la concentracién minima bactericida del
acido caprilico libre se encuentra en un rango de concentraciones entre 1 y 5 mM. Los datos
obtenidos de inhibicidn fueron algo superiores a los reportados por otros autores. Nair et al.,
(2004) estudiaron el efecto del acido caprilico libre sobre Escherichia coli a concentraciones (0
mM; 25 Mm; y 50mM) sobre leche; a concentracién de 25 mM del acido graso y tras una

incubacién a 379C durante 24 h, obtuvieron una reduccién de dos ciclos logaritmicos de la
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bacteria. Mientras que a temperaturas inferiores (42C y 82C) y a 50 mM de &acido caprilico, se

produjo una inhibicién total de la bacteria.

Por otra parte, Annamalai et al. (2004) estudiaron el efecto antibacteriano del acido caprilico a
concentraciones (35 y 50 mM) sobre Escherichia coli en fluido rumial a pH (5,6 y 6,8) a 392C y 24h
de incubacién, a pH 5.6 en ambas concentraciones obtuvieron una reduccién de la bacteria de 2
ciclos logaritmicos mientras que a pH 6,8 y 35 mM no obtuvieron ninguna diferencia significativa

sobre la inhibicidon de la bacteria.

En el caso de Chang et al. (2010) estudid la inactivacidn de Escherichia coli bajo el efecto del acido
caprilico libre a distintas concentraciones (25 mM; 50 mM; 75 mM) en semillas de alfalfa, la
concentracién de 25 mM de acido caprilico produjo una reduccion en 0.75 ciclos logaritmicos tras
12h de tratamiento.

Las diferencias de los resultados obtenidos en este estudio y los reportados por otros autores
podrian deberse al empleo de caldo de cultivo, a las distintas temperaturas empleadas, a los
distintos pH empleados, a las distintas concentraciones de indculo o la presencia en los alimentos
de compuestos que puedan formar complejos con el dcido caprilico lo que dificulta su actividad

antimicrobiana (Kabara et al. 1972).
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4.3 ESTUDIO CUALITATIVO SOBRE EL EFECTO DEL ACIDO CAPRILICO SOBRE LA VIABILIDAD MEDIANTE

FLUOROCROMOS

Tras la determinacion de la concentracién minima bactericida del acido graso en su forma libre se
llevd a cabo el estudio del efecto del mismo mediante el uso de fluorocromos. Mediante este
ensayo se pudo observar la inhibicidn del cultivo de E. coli por el efecto del acido caprilico a
medida que transcurria el tiempo. La emisién de fluorescencia verde es debida al SYTO®9, al
penetrar a las células con la membrana intacta y unirse al DNA, mientras que la emision de
fluorescencia roja se debe al yoduro de propidio que penetra en aquellas células no viables
debido al dafio en la membrana que produce poros de mayor tamafio. En este ensayo se trabajé
con una muestra de inéculo control asi como una muestra tratada con acido caprilico y se observo
el estado de las células bacterianas en el microscopio de fluorescencia a tiempo 0, 2, 4 y 24 h para
confirmar el efecto inhibitorio del 4cido graso a lo largo del tiempo (Figura 4.5).

En las imagenes de la Figura 4.5 se muestran los cambios sufridos en la membrana celular por las
células de Escherichia coli tras la aplicacion del acido caprilico libre en el periodo de tiempo
descrito mediante la aplicacidon de fluorocromos. A la izquierda se muestran las imagenes de
células bacterianas control tomadas en los distintos tiempos, las cuales permiten la comparacion
respecto a las muestras tratadas con acido caprilico representadas a la derecha de la figura.

En las imagenes de muestra control aparecen las células bacterianas viables emitiendo
fluorescencia verde durante los diferentes tiempos de observacion. La muestra tratada con acido
caprilico muestra un aspecto similar, es decir, bacilos que emiten fluorescencia verde a tiempo 0.
Sin embargo, a tiempo 2 h se observa que la emisién de fluorescencia verde no es tan brillante y
aparece un color mas anaranjado en la célula. La transicién en la viabilidad de la célula hacia
tonos mas rojos se observa en la imagen de tiempo 4 h. La célula aparece de un color rojizo junto
con algunas células dispersas en la disolucién que parece que si mantienen su viabilidad. En la
ultima imagen, tras el tratamiento de 24 h aparece una Unica célula emitiendo fluorescencia roja,
es decir, una célula no viable.

Paralelamente se realizé un cultivo en placa de los controles y de la bacteria tratada con acido
caprilico, comprobandose a las 24 h que la muestra control crecia en placa, mientras que en la
muestra tratada con el 4cido graso no se observaba crecimiento.

Las imagenes descritas confirman la actividad antimicrobiana del acido caprilico sobre la
membrana de Escherichia coli, siendo esta mas efectiva conforme aumenta el tiempo de

contacto.
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Control A. Caprilico

Figura 4.5. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de células de E. coli - control y tratadas con dcido caprilico libre a
diferentes tiempos.

El lugar principal de accién del acido caprilico parece ser la membrana celular, donde tiene lugar

la fase final de produccidon de energia, que es interrumpida por la accion de estos acidos,

32



Resultados y discusion

reduciendo la produccién de ATP y quedando de este modo la bacteria privada de energia. Los
resultados de viabilidad obtenidos en el presente trabajo coinciden con los descritos en la
bibliografia (Desbois y Smith, 2009; Choi, 2013). La emisidon de fluorescencia roja confirma la
aparicion de poros en la membrana celular y por tanto su muerte. Los resultados de este estudio

nos confirman los mecanismos antimicrobianos descritos para dicho acido.

4.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACIDO CAPRILICO ANCLADO

Tras el estudio de la actividad bactericida del acido graso en su forma libre se procedid a
establecer la actividad antimicrobiana del acido caprilico anclado como posible alternativa al uso
del compuesto libre. Los resultados obtenidos del estudio del acido caprilico anclado sobre la

viabilidad bacteriana de E. coli en solucion Ringer se muestran en la Figura 4.6.
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Figura 4.6. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de E. coli - tras exposicion a diferentes concentraciones de dcido
caprilico anclado sobre microparticulas MCM-41. Las distintas letras de las barras indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) de las diferentes concentraciones. Los valores obtenidos son promedio y desviacién estdndar
(n=3).

Tal y como muestra la Figura 4.6 se observan cuatro grupos diferentes de concentraciones en
funcién de la actividad antimicrobiana que producen. El grupo (a) no presenta inhibicidn sobre el
microorganismo, el segundo grupo, (b), con una mayor concentracion de acido caprilico anclado
produjo un minimo porcentaje de inhibicidon y los grupos (c) y (d), que corresponden a las
concentraciones mas altas de 4acido caprilico anclado, produjeron una mayor reduccién de la
poblacidn bacteriana. Estos resultados mostraron que el 4cido caprilico anclado no fue capaz de
inhibir completamente el microorganismo a ninguna de las concentraciones estudiadas, y por

tanto, la concentracidon minima bactericida seria superior 2640 mg/mL.
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Los resultados de inhibicion obtenidos por el acido caprilico anclado muestran una disminucion
del efecto inhibitorio respecto al &cido caprilico libre. La disminucién de la actividad
antimicrobiana puede ser debida al mecanismo de anclado del acido graso sobre la superficie del
soporte de éxido de silice. Por consiguiente, se observa que al anclarse el dcido caprilico al grupo
amina mediante el grupo funcional carboxilico la actividad antimicrobiana se ve muy disminuida.
Dicho grupo funcional puede ser el responsable de la actividad antimicrobiana de la molécula en

su estado libre, por lo que al bloquearlo el compuesto pierde parte de su actividad.

La primera alternativa a la administracién del acido caprilico libre fue estudiada por Ruiz-Rico et
al. (2014). Determinaron la capacidad bactericida del acido caprilico encapsulado sobre las
bacterias Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes.
Los resultados obtenidos fueron que el acido caprilico libre fue mas eficaz sobre las bacterias
Gram positivas encontrandose la concentracion minima bactericida en el rango de concentraciéon
entre 12-15 mM, mientras que el rango minimo bactericida para las Gram positivas se encontré
entre 18,5 - 20 mM. Tras la encapsulacién la actividad antimicrobiana del acido se mantuvo al

igual que las caracteristicas organolépticas indeseables (olor y sabor a rancio).

Respecto al anclado, Pedziwiatr-Werbicka et al., (2014) estudiaron la posibilidad de anclado de los
acidos grasos con materiales mesoporosos tipo SBA-15 recubiertos con nanoparticulas
inorganicas al grupo hidrofébico de la molécula estudiando su potencial tanto antimicrobiano
como hematotodxico. El estudio mostré la importancia del tamafio de la particula mesoporosa
junto a la estructura funcionalizada sobre la interaccién bioldgica asi como la bioestabilidad de

éstos materiales bajo condiciones fisiolégicas.

A pesar de las virtudes que presentaron las particulas de silice desnudas se enfrentaron a algunos
problemas relacionados con su estabilidad quimica y biocompatibilidad. Sin embargo los
materiales recubiertos con nanoparticulas inorganicas mejoraron estas caracteristicas.

Estos materiales con el acido graso anclado presentaron una actividad antimicrobiana
prometedora. Aunque aun queda mucho por investigar para descubrir silicatos organicos con
mayor estabilidad quimica, menor toxicidad y una mayor biocompatibilidad y selectividad al

interactuar con células vivas.
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5 CONCLUSIONES

1. La caracterizacion del material de éxido de silicio con acido caprilico anclado
mediante técnicas instrumentales ha permitido comprobar el correcto anclado del

acido graso sobre la superficie del soporte mesoporoso.

2. Lla caracterizacion de los sélidos mesoporosos MCM-41 mediante andlisis
morfoldgicos y estructurales, Rayos X y microscopia electrénica de transmision,
determind que el proceso de sintesis fue correcto y que el cargado de las particulas

con acido caprilico no afectd a la estructura hexagonal caracteristica de este material.

3. El acido caprilico libre produjo una reduccion del crecimiento bacteriano de E. coli a
las distintas concentraciones en las que fue suministrado, siendo la concentracion

minima bactericida comprendida en un rango entre 1y 5 mM.

4. El mecanismo de accion del acido caprilico libre fue estudiado mediante el uso de
fluorocromos para medir la viabilidad celular, observdndose a las 2h de contacto la
alteracién de la membrana plasmatica y la pared celular del microorganismo
ocasionandole la pérdida de viabilidad, hecho que se confirmé mediante cultivo en

placa.

5. La realizacion del estudio sobre el anclado del acido caprilico a la superficie de las
microparticulas mesoporosas MCM-41, cuya finalidad era enmascarar el olor y que
mantuviera la actividad antimicrobiana, no inhibié completamente el crecimiento del
microorganismo a las concentraciones de estudio. Hecho que podria deberse a la
matriz o caldo de cultivo sobre el que se realizd el ensayo o al modo de anclado del

acido graso.
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7 ANEXOS

7.1  ANEXO |: COMPOSICION DE MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS EN LAS DETERMINACIONES
MICROBIOLOGICAS.

Tabla 7. 1. Composicion (g/L) del Agar Plate Count (PCA).

Peptona de caseina 50¢g
Extracto de levadura 2,5g
Dextrosa 10g
Agar 15,0g
pH 7.0£0.2

Tabla 7. 2. Composicion (g/L) del caldo Tryptic Soy (TSB).

Peptona de caseina (digerido pancreatico de caseina) 17,0
Peptona de soja (digerido péptico de harina de soja) 3,0
Glucosa (dextrosa) 2,5
Cloruro sddico 5,0
Fosfato dipotasico de hidrégeno 2,5
pH 7.31£0.2

Tabla 7. 3. Composicion (g/L) del Agar Triptone Bile X-glucoronide (TBX).

Peptona 20,00
Sales biliares No. 3 1,50
X-B-D-glucurénido 0,075
Agar-agar 10,00

pH 7.2+0.2
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7.2  ANEXO ||: RECUENTOS MICROBIANOS A LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ESTUDIO.

Tabla 7. 4. Acido caprilico libre

Concentracion (Mm) Log UFC SD

0,1 6,61 0,00
0,5 7,21 0,00

1 4,45 2,01

5 0,00 0,00
10 0,00 0,00
20 0,00 0,00
30 0,00 0,00
40 0,00 0,00
50 0,00 0,00

Tabla 7. 5. Acido caprilico anclado

Concentracion Sélido Log SD
(Mm) UFC/mL
500 7,10357574 0,00
1000 7,09145356 0,00
5000 7,00888814 0,00
10000 6,2191122 0,53
15000 5,38 2,46

20000 5,05 1,16
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7.3 ANEXO |ll: RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

One-Way ANOVA - %INHIBICION by Concentracién
Dependent variable: %INHIBICION
Factor: Concentracion

Number of observations: 12
Number of levels: 6

The StatAdvisor

This procedure performs a one-way analysis of variance for %INHIBICION. It constructs various tests and graphs to
compare the mean values of %INHIBICION for the 6 different levels of Concentracidn. The F-test in the ANOVA table
will test whether there are any significant differences amongst the means. If there are, the Multiple Range Tests will tell
you which means are significantly different from which others. If you are worried about the presence of outliers, choose
the Kruskal-Wallis Test which compares medians instead of means. The various plots will help you judge the practical
significance of the results, as well as allow you to look for possible violations of the assumptions underlying the analysis
of variance.

Scatterplot by Level Code
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Summary Statistics for %INHIBICION

Concentracién  |Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation  |Minimum  [Maximum |Range
0,1 2 0 0 % 0 0 0

0,5 2 0 0 % 0 0 0

1 2 30,155 2,43952 8,08993% 28,43 31,88 3,45
5 2 100,0 0 0% 100,0 100,0 0

10 2 100,0 0 0% 100,0 100,0 0

50 2 100,0 0 0% 100,0 100,0 0

Total 12 55,0258 48,1385 87,4835% 0 100,0 100,0
Concentracion  [Stnd. skewness Stnd. kurtosis
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Total -0,209998 -1,56542

The StatAdvisor

This table shows various statistics for %INHIBICION for each of the 6 levels of Concentracion. The one-way analysis of
variance is primarily intended to compare the means of the different levels, listed here under the Average column. Select
Means Plot from the list of Graphical Options to display the means graphically.
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WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the largest. This may
cause problems since the analysis of variance assumes that the standard deviations at all levels are equal. Select Variance
Check from the list of Tabular Options to run a formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to
consider transforming the values of %INHIBICION to remove any dependence of the standard deviation on the mean.

Graphical ANOVA for %INHIBICION
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ANOVA Table for %INHIBICION by Concentracion
Source Sum of Squares |Df [Mean Square |[F-Ratio P-Value
Between groups 254845 5 5096,91 5138,66 0,0000
Within groups 5,95125 6 0,991875
Total (Corr.) 25490,5 11
The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of %INHIBICION into two components: a between-group component and a
within-group component. The F-ratio, which in this case equals 5138,66, is a ratio of the between-group estimate to the
within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically significant difference
between the mean %INHIBICION from one level of Concentracién to another at the 95,0% confidence level. To
determine which means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular
Options.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Table of Means for %INHIBICION by Concentracién with 95,0 percent LSD intervals
Stnd. error
Concentracion |Count [Mean (pooled s) Lower limit  [Upper limit
0,1 2 0 0,704228 -1,21848 1,21848




0,5 2 0 0,704228 -1,21848 1,21848
1 2 30,155 0,704228 28,9365 31,3735
5 2 100,0 0,704228 98,7815 101,218
10 2 100,0 0,704228 98,7815 101,218
50 2 100,0 0,704228 98,7815 101,218
Total 12 55,0258
The StatAdvisor

Anexos

This table shows the mean %INHIBICION for each level of Concentracion. It also shows the standard error of each
mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is formed by dividing the pooled standard
deviation by the square root of the number of observations at each level. The table also displays an interval around each
mean. The intervals currently displayed are based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. They are
constructed in such a way that if two means are the same, their intervals will overlap 95,0% of the time. You can display
the intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options. In the Multiple Range Tests, these

intervals are used to determine which means are significantly different from which others.

Concentracién

Box-and-Whisker Plot
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Multiple Range Tests for %INHIBICION by Concentracion

Method: 95,0 percent LSD

Concentracion |Count [Mean Homogeneous Groups
0,5 2 0 X
0,1 2 0 X

1 2 30,155 X
50 2 100,0 X
10 2 100,0 X
5 2 100,0 X
Contrast [Sig. [Difference |[+/- Limits
0,1-05 0 2,43696
0,1-1 * -30,155 2,43696
0,1-5 * -100,0 2,43696
0,1-10 * -100,0 2,43696
0,1-50 * -100,0 2,43696
05-1 * -30,155 2,43696
05-5 * -100,0 2,43696
0,5-10 * -100,0 2,43696
0,5-50 * -100,0 2,43696
1-5 * -69,845 2,43696
1-10 * -69,845 2,43696
1-50 * -69,845 2,43696
5-10 0 2,43696
5-50 0 2,43696
10-50 0 2,43696
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* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor

This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from which
others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has been
placed next to 11 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the 95,0% confidence level.
At the top of the page, 3 homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels
containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences. The method
currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant difference (LSD) procedure. With this
method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means significantly different when the actual difference equals 0.

One-Way ANOVA - %INHIBICION by Concentracién
Dependent variable: %INHIBICION
Factor: Concentracion

Number of observations: 12
Number of levels: 6

The StatAdvisor

This procedure performs a one-way analysis of variance for %INHIBICION. It constructs various tests and graphs to
compare the mean values of %INHIBICION for the 6 different levels of Concentracién. The F-test in the ANOVA table
will test whether there are any significant differences amongst the means. If there are, the Multiple Range Tests will tell
you which means are significantly different from which others. If you are worried about the presence of outliers, choose
the Kruskal-Wallis Test which compares medians instead of means. The various plots will help you judge the practical
significance of the results, as well as allow you to look for possible violations of the assumptions underlying the analysis
of variance.

Scatterplot by Level Code
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Summary Statistics for %INHIBICION

Concentracion |Count |Average |Standard deviation |Coeff. of variation Minimum [Maximum [Range
66 2 0 0 % 0 0 0

132 2 0 0 % 0 0 0

660 2 0 0 % 0 0 0
1320 2 2,33 0,141421 6,06959% 2,23 2,43 0,2
1980 2 13,29 0 0% 13,29 13,29 0
2640 2 19,21 1,41421 7,36186% 18,21 20,21 2,0
Total 12 5,805 7,97609 137,4% 0 20,21 20,21
Concentracion |Stnd. skewness Stnd. kurtosis

66

132

660

1320

1980

2640




Anexos

[Total [1,36177 [-0,646188 |

The StatAdvisor )
This table shows various statistics for %INHIBICION for each of the 6 levels of Concentracion. The one-way analysis of

variance is primarily intended to compare the means of the different levels, listed here under the Average column. Select
Means Plot from the list of Graphical Options to display the means graphically.

WARNING: There is more than a 3 to 1 difference between the smallest standard deviation and the largest. This may
cause problems since the analysis of variance assumes that the standard deviations at all levels are equal. Select Variance
Check from the list of Tabular Options to run a formal statistical test for differences among the sigmas. You may want to
consider transforming the values of %INHIBICION to remove any dependence of the standard deviation on the mean.

Graphical ANOVA for %INHIBICION

660
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ANOVA Table for %INHIBICION by Concentracion
Source Sum of Squares |Df [Mean Square |[F-Ratio P-Value
Between groups 697,778 5 139,556 414,52 0,0000
Within groups 2,02 6 0,336667
Total (Corr.) 699,798 11
The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of %INHIBICION into two components: a between-group component and a
within-group component. The F-ratio, which in this case equals 414,522, is a ratio of the between-group estimate to the
within-group estimate. Since the P-value of the F-test is less than 0,05, there is a statistically significant difference
between the mean %INHIBICION from one level of Concentracién to another at the 95,0% confidence level. To
determine which means are significantly different from which others, select Multiple Range Tests from the list of Tabular

Options.



Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Table of Means for %INHIBICION by Concentracion with 95,0 percent LSD intervals

Stnd. error
Concentracion |Count [Mean |(pooled s) Lower limit  [Upper limit
66 2 0 0,410284 -0,709887 0,709887
132 2 0 0,410284 -0,709887 0,709887
660 2 0 0,410284 -0,709887 0,709887
1320 2 2,33 0,410284 1,62011 3,03989
1980 2 13,29 ]0,410284 12,5801 13,9999
2640 2 19,21 ]0,410284 18,5001 19,9199
Total 12 5,805
The StatAdvisor

This table shows the mean %INHIBICION for each level of Concentracion. It also shows the standard error of each
mean, which is a measure of its sampling variability. The standard error is formed by dividing the pooled standard
deviation by the square root of the number of observations at each level. The table also displays an interval around each
mean. The intervals currently displayed are based on Fisher's least significant difference (LSD) procedure. They are
constructed in such a way that if two means are the same, their intervals will overlap 95,0% of the time. You can display
the intervals graphically by selecting Means Plot from the list of Graphical Options. In the Multiple Range Tests, these
intervals are used to determine which means are significantly different from which others.

Box-and-Whisker Plot
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Multiple Range Tests for %INHIBICION by Concentracion

Method: 95,0 percent LSD
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Concentracion |Count [Mean |Homogeneous Groups
132 2 0 X

66 2 0 X

660 2 0 X

1320 2 2,33 X
1980 2 13,29 X
2640 2 19,21 X
Contrast Sig. [Difference |[+/- Limits
66 - 132 0 1,41977
66 - 660 0 1,41977
66 - 1320 * -2,33 1,41977
66 - 1980 * -13,29 1,41977
66 - 2640 * -19,21 1,41977
132 - 660 0 1,41977
132 - 1320 * -2,33 1,41977
132 - 1980 * -13,29 1,41977
132 - 2640 * -19,21 1,41977
660 - 1320 * -2,33 1,41977
660 - 1980 * -13,29 1,41977
660 - 2640 * -19,21 1,41977
1320 - 1980 * -10,96 1,41977
1320 - 2640 * -16,88 1,41977
1980 - 2640 * -5,92 1,41977

* denotes a statistically significant difference.

The StatAdvisor
This table applies a multiple comparison procedure to determine which means are significantly different from which
others. The bottom half of the output shows the estimated difference between each pair of means. An asterisk has been
placed next to 12 pairs, indicating that these pairs show statistically significant differences at the 95,0% confidence level.
At the top of the page, 4 homogenous groups are identified using columns of X's. Within each column, the levels

containing X's form a group of means within which there are no statistically significant differences. The method

Anexos

currently being used to discriminate among the means is Fisher's least significant difference (LSD) procedure. With this
method, there is a 5,0% risk of calling each pair of means significantly different when the actual difference equals 0.



