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L - Fraccian hidrofilica
Fraccién lipofilica

TENSIOACTIVO- BioTENSIOACTIVO _

Se disuelve en grasas y aceites

Tension superficial: la cantidad de energia que se requiere e disuelve en agua
para incrementar la superficie de un liquido por unidad de
area y se mide en mN/m.

el
M.—

Tensioactivo: Molécula anfifilica que modifica la tension
superficial de las interfaces agua/aire, lig./lig. y
forma agregados moleculares a concentraciones elevadas

¢POR QUE BIOTENSIOACTIVOS?

Biocompatibles Log de la concentracion
B i od egra d a b I es La interaccion de las particulas en \a.wissﬂici del
Obtencidn por quimica verde a4 e g s st comoura

Inclusa soporta el peso de un insecto pequedio.
Este efecto se llama tension superficial:
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Propiedades biolégicas interesantes para su
aplicacion ambiental o sanitaria

Identificacion de Nuevos BioTS
Caracterizacién de su composicidon quimica Q00 Qo
Estudio de sus propiedades bioldgicas y e W

’ i s . LAS MOLECULAS DEL AGUA. CADA MOLECULA ESTA
ADNDLIA~AAND N o [ — RODEADA POR OTRAS Y
a AS FUERZAS SE COMPENSAN.

ﬁ'ﬁ‘-lll-l AM Marqués
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Familia de | Tipos Especie productora
tensioactivo

Bajo peso molecular: tensioactivos

Glicolipidos

Lipopéptidos y
lipoproteinas

Acidos Grasos y
fosfolipidos

Ramnolipidos

Trehalosa lipidos

Soforolipidos
Manosileritroil lipidos
Surfactina
Liquenisina

lturina

Fengicina

Fosfatidiletanolamina

Acidos grasos

Flavolipidos

Elevado peso molecular: emulsionantes

Pseudomonas aeruginosa
Serratia rubidea
Rhodococcus erythropolis
Gordonia amycalis
Candida bombicola
Candida antactica
Bacillus subtilis BC12
Bacillus liqueniformis
Bacillus subtilis RB-14

Bacillsu subtilis B6-1
Sphingobacterium
detergens
Corynebacterium lepus
Flavobacterium sp.

Tensioactivos
poliméricos

Emulsan
Liposan

Alasan

Tensioactivos ,
. Vesiculas
particulados
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Acinetobacter
calcoaceticus
Candida lipolytica
Acinetobacter
radioresistans
Acinetobacter
calcoaceticus

BIOTENSIOACTIVOS

Ventajas:

+ Produccién sostenible: cultivo a partir de materiales
renovables y residuales: Aceites de fritos, melazas

+ Biocompatibles y digestibles

+ Menor toxicidad

+ Estables a condiciones variables de pH, temp, salinidad
+ Emulsionantes

Inconvenientes:

- Bajo rendimiento de produccién
- Mezclas de BioTS

- Precio elevado




PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Trehalosalipidos

Ramnolipidos

Fosfolipidos

“Flavolipidos”

Lipopéptidos

Gordonia
amicalis
E-05

Rhodococcus
erythropolis
5177

Pseudomonas
aeruginosa

4772

Pseudomonas
aeruginosa
47T2AAD

Sphingobacterium detergens

6.25

Bacillus
licheniformis
AL1l.1

Tension
superficial
(Eficacia)

32,6 mN/m
Cultivo
entero

27,9 mN/m

32,9 mN/m

31,6 mN/m

33 mN/m

22 mN/m

29-30 mN/m

Tensidn
interfacial

3,1 mN/m

5 mN/m

5,4 mN/m

5,2 mN/m

10 mN/m

8 mN/m

cMC
(Eficiencia)

39,2 mg/L

300 uM
(37mg/L)

110 pM
(104,6
mg/L)

105 mg/mL

180 mg/L

6300mg/L

14,7 uM
(15 mg/L)

HLB
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Caracterizacion quimica

Trehalosalipido:
Trehalosa + ac.
Succinico+ 3 ac. grasos

mano-ramnolipico
- ’{.'-V_G \:/\‘\..-DH

— Monoramnolipid

[— Diramnolipid

Fig. 13: TLC revelada amb reactiu de Molish

Trehalosalipidos

Mono- y di-

ramnolipidos

Ramnolipidos

Fosfolipidos

“Flavolipidos”

Lipopéptidos

Gordonia
amicalis E-05

Rhodococcus
erytropolis 51T7

Pseudomonas
aeruginosa 4772

Pseudomonas
aeruginosa
47T2AAD

Sphingobacterium detergens

6.25

Bacillus licheniformis

Liquenisina
AL1.1

Peso
molecular

978

876
(905-821)

504-650

504-650

(650)

10201

Composicion
hidrofébica

C14:Ol c16:11
c:18:0, C18:1l CH?:_

clO'O

c:9:0' C11:0

C8:0'C10:OI ClZ:O'
C12:1' c14:1

C8:OIC10:0’ ClZ:Ol

C12:1

C16:11 C16:OI
ClS:O

C16:0' ClS:O

c:14:0' C15:0' C16:0

Fuente de
carbono

C11—13

C11—13

Aceites
residuales de
fritos

Aceites
residuales de
fritos

Cometabolismo:
glucosa 20 % + C;,.453 1,5%

Melazas
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i+
UNIVERSITAT o
BARCELONA

AM Marqués
7-5-2019

Produccidn
Extracto
orgdnico

0,5g/L

0,48-1,12 g/L

15g/L

19,2 g/L

0,068 g/L 0,47 g/L
Simple omision

0,21 g/L->3,2g/L
Superficie de
respuesta




PRODUCCION DE LIQUENISINA

Medio Mineral-
g/L):

Glucosa (10)

NH,NO; (4)

KH,PO, (4)

Na,HPO, (5,7)
FeSO,-7H,0 (0,01)
MgS0,-7 H,0 (0,14)
CaCl, (7x10°°)
Sol.Oligoele. (0,05mL)

Simple omision:

MM2 (g/L)

Glucosa (20)
(NH,),HPO, (6,6)

309eC

Optimizacion de

la extraccion

Precipitacion
acida
Extraccion
organica
(AcetatokEt:
metanol 8:1)

Metodologia superficie

de respuesta: Disefio
rotacional central

compuesto.

Medio con

melazas

(/L)

Melazas (107,8)
NaNO; (6,4)
K,HPO, (4)
Na,KH,PO, (5,7)

RESULTADOS

Glucosa

Melazas

BioTS: 0,21 g/L
TSup: 37,7 mN/m

AM Marqués
7-5-2019

UNIVERSITATox
BARCELONA

BioTS: 0,55 g/mL
TSup: 28,5 mN/m
CMC: 15 mg/L

SDS

BioTS: 0,86 g/L

BioTS: 3,2 g/L
(1g/L purificado)

Coste 1Kg
Fuente C

49,30+iva€/Kg
Sigma

0,38 €/Kg
Agroterra

Produccion

20g glucosa/
0,86 g/L lich

107,8g Melazas/
1g/L lich

Coste 100g Lch

114 €

4€

Componentes

Medio complejo

Medio simple

Rhamnolipido

Tiempo cultivo

48h

72h

Surfactina

Purificacion

Simple

Compleja
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Aplicacion ambiental

Aplicaciones ambientales de BT
Desorcidon de Metales Pesados
Extraccion del petréleo
Biorremediacion del petréleo: THL

AM Marqués
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Percentatge de biodegradacid
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Biodegradacio dels n-alcans, prista i fita (20d)
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Figura 22. Dades de biodegradacio dels n-alcans per a temps 20 dies 1 40 dies en les dues condicions de
cultiu: Creixement del Consorci en abséncia del trehalosalipid (blau) 1 en preséncia del trehalosalipid
(vvermell).




CClpClCidCld emulsionante: diagrama de fases ternario

Trehalosalipidos

RO 7.0
N,

Origanum compactum ..

50
Iscpropyl myristate Paraffin

Fig. 4. Phase diagram illustrating the emulsion area with isopropy! myristate (A) and parafine (B).

LT TE TR Y o Pty ..
Melaleuca aiternifolia —- Lavandula officinalls

Fig. 1. The pseudo-phase diagrams show the emulsion areas for the OEO {a), TTO (), CEO (¢} and LEO (d) systems. White dots indicate monophasic compositions. The
Intersection (black dods) between the doited lines show the emuision used to study the antimicrobial activity of the emulsions.

Miristato de isopropilo ’-
Rhamnolipidos Aceite de orégano (OEO)

Aceite de oliva
Aceite de cinamomo (CEO)

Aceite de soja
S . Aceite del arbol del te (TTO)

Petroleo Casablanca .
e e L Aceite de lavanda (LEO)

AM Mar ués Fig. 1 Partial ternary phase diagrams st 25 °C of the systems oilf  line (20 % Rhls). The gray area denctes the region of emulsion with
q Rhis/water. Tsopropyl myristate (a), olive oil (b), soybean ail [c),  over 75 % of the total volume emulsified. 100 % emulsions arc
7 5 20" 9 Casablanca petroleum (d). The compositions studied were under the  marked with a dor

v
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LIQUENISINA

RESULTADOS

EFECTO EN LA FORMACION Y ELIMINACION DE BIOFILMS

Pre tratamiento

Datos experimentales
Ajuste

2000

Concentracion {mcg/ml)

C albicans

S aureus

C jejun:

3000

Post tratamiento

® Datos experimentales
— Ajuste

S

2000

Conecentracion (mcg/ml)

’I-l'ﬂl! AM Marqués
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Evaluacion de la Citotoxicidad

Trehalosalipidos

(A) Keratinocyte toxicity

Fosfolipidos y Flavolipidos

Rhamnolipidos

A) Keratinocytes toxicity

ICyo mg/ml 1072
Gell viability (%)

B) Fibroblast toxicity

NRU-Trh MTT-Trn NRU-sds MTT-sds

100
804 ‘ 100
. o Concentration (ug/mi)
60+ |=
a0 1 g
20 )

04 : ' -
L Method NRU-Rha MTT-Rha NRU-sds MTT-sds

Method

Method

(B) Fibroblast toxicity

ICso mg/mll 10°

ICs0 mg/ml 107

——FENRU

s
£
j=23
g
g

NRU-Rha MTT-Rha NRU-sis MTT-sds

Cellviability (%)

NRU-Tra MTT-Trh  NRU-sds  MTT-sds
Method

.
Fig. 7. Comparative cytotoxicity of trehalose lipids from R. erythropolis 51T7 vs. SDS

Fi r @ 5 - . < s 1 10 100

fie 2 Comparur iy hanillinkioms eostropisn Tz g gure3. Comparahve cytotoxicity of rhamno!r pids from P. aeruginosa 4772 vs SDS in keratino- Concentration (ugimi)

e s S e e cytes (A) and fibroblasts (B} as detected with neutral red uptake NRU and MTT assays. Results Fig. 3. Comparative cytotoxicity of Fractions Aand B in human HaCaT keratinocytes
are expressed as 1C50 (the dose inhibiting viability to 50%). Unpublished information.

(A)and inembryonic 3T3 fibroblasts (B) as measured in NRU and MTT assays. Results
are expressed as mean + S.E. of a representative assay.

Rhodococcus Pseudomonas Pseudomonas Sphingobacterium | Sphingobacterium
erythropolis aeruginosa aeruginosa-Mut. detergens detergens

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (apolar) (png/mL) (polar) (png/mL)
MTT  NRU MTT  NRU MTT NRU MTT NRU MTT  NRU

Fibroblastos 117,4 | 91,1 57 58,2 65,1 72 106,4 44,3 700 345

: Queratinocitos 70 90 80 80 60,1 132 68,3 1041,6 431,3
=111
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Interaccion con membranas modelo
Trehalosalipidos

= VVesiculas de fosfatidilcolina ' ] ; RGmNOIipidOS

+carboxifluoresceina
= BioTs
» Salida del contenido

“
-
)
8

=
8

CF leakage (% of max)
8

CF leakage (% of max)

ke
Lon ]

i
o

Rayleigh light scattering
(% ofinitial value)

<1
L=]

F Time {min)

Fig. 2. Time course of CF leakage {increase in fluorescence intensity) in POPC LUV at 1
A POPC/||50PC20 1 various dirhamnolipid concentrations. The concentrations of dirhamnolipid (nM) 1 2
are shown close to the curves. The concentration of POPC was 25 pM. Temperature Time (mnin)
[ ] PO PC ‘was maintained constant at 25 °C.

. Fig. 3. Effect of dirhamnolipid on the turbidity of POPC LUV suspensions.

| | PO PC/CO|ESte r0| 5 . 1 Dirhamnolipid was added to the final concentration indicated on the curves (pM)

o e from a 5 mM stock solution. Rayleigh light scattering was measured at excitation

(o] POPC/ POPE /5} /9-"""')_’{} a and emission wavelengths of 400nm. POPC concentration was 25 UM, and
7 femperature was maintained at 25 °C.

o POPC/Col 2:1 =

A POPC/Col 1:1

Initial rate of CF leakage
(% max min™)

o POPC/Liso 20:1
e POPC

m POPC/POPE 4:1
APOPC/Col 5:1

Fig. 5. Dependence of the initial rate of CF leakage on dirhamnolipid lcoq_cenﬁauon. o POPC/PO P E 3 . 1
Initial rates were taken from the linear portions of the curves shown in Fig. 4 kpz_m_el A Po PC/CO' 2 . 1
¢ A). Dirhamnolipid was added from a 5mM stock solution. The ‘n.jtal lipid
AM Marques concentration was 25 M (as lipid phosphorus). The following compositions were * POPC/COI 1 . 1
7 5 20]9 assayed: POPC (closed circles), POPC/lysoPC 10:1 (open circles), POPC/POPE 4:1
el (closed squares), POPC/POPE 3:1 (open squares), POPC/cholesterol 5:1 (closed up
triangles), POPCjcholesterol 2:1 (open up triangles), POPC/cholesterol 1:1 {closed
down triangles).

Initial rate (% max/min)

100
[DiRL] {:=M)

ITATox
BARCELONA




Vesiculas de fosfatidilcolina RESULTADOS

* VVesiculas de fosfatidilcolina
+carboxifluoresceina

* BioTs

» Salida del contenido

LIQUENISINA

A Fosfatidilcolina/ lecitina 1:1
o Fosfatidilcolina/ colesterol 2:1

® Fosfatidilcolina

.
Qo
o
T
c
°
Q
1
e
®
&
-l

(% max fluorescencia)

o Fosfatidilcolina:

o
(=)
—

Tiempo (s)

Trehalosalipidos

Velocidad inicial de liberacion de CF
(% max min™)

Ramnolipidos

[Liquenisina] (uM)

Lipopeptidos

300 pM

110 pM

14,7 uM

Salida
Carboxi-
fluoresceina

200 uM

Lag 2 min
40% - 8 min
100% - 2-3h

200 uM

100% - 4 min

24 uM

Lag 10-20 seg
92% - 5 min
100% - 20 min

Caracteristicas

Lento
= turbidez
PERMEACION

Rapido
PERMEACION/
SOLUBILIZACION

Rapido
= tubidez
PERMEACION

Colesterol 1:1
W Fosfatidilcolina/

Fosfatidiletanolamina 1:1




Interaccion con membranas bioldgicas

Trehalosalipidos Ramnolipidos Fosfolipido Flavolipido " '__
|== Frcizea
{7 kol

cMC 300 UM (37 mg/L) 110 uM (104,6 mg/L) | 180 mg/L 6300 mg/L C
Fosfolipidos
“Flavdlipidos”

Hso (20min) | 75 M (99 mg/L) | 65 uM (61,8 mg/L) 200 mg/L >1000 mg/L

Caracteristi | 80 uM: 80 uM: 200 mg/L: Saturacion al 83%
cas 40 min hemol 100% | 15 min hemol 100% 60-120 min hemol 100% | hemol

Lisis osmoética, Lisis por Hemdlisis total en Agar Hemolisis parcial
poro 34 A solubilizacion, Sangre en Agar

poros >72 A Sangre

o1
Log Concentraticn igiL)

Fig. 1. Hacmolysis at different B3 concenzrations. Erythrocytes were incubated far
1 hat37°C The polats enclose the error bars of the measurement (data are presenied

Trehalosalipidos Rhamnolipidos Fosfolipidos  [EEass

-
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Hemolysis (%)
3

Y% Hemolysis
&

Hemoglobin release (%)
»n
Q

. " 80
Time (min) Time (min}

Figure 3. Trehalose lipid-induced hemoglobin release (rom human T frain Fie.2. H I ed by diff
erythrocytes as a function of time. Trehalose lipid was added at time e : 18- acmalysis produc Efent concenirations of BS Fraction A. Fraction
i % fi h th es.

z¢ro from a 1 mM stock solution Lo give [final concentrations of Big: J--Dithamnolipid induced hemagk‘mg I;']"'“‘I“ i ',Ama".n;fy [:d@ ;15 Awas added at time zero from a stock selution to give final concentrations of 0.2 2/1

20(®). 25 (O). 27 (8), 30 (O, 60 (a). and 80 22M (2). Hemoglobin Dirhamnolipid was added at time zero to the fina cnncentraungl dicated (p ) -1 015 all. a1 Z

ulu wsdammlmd 4y dmmmmw At 37 °C. a5 exnlaie from a 5 mM stock solution. Hemoglobin release was determined in a discontinuous (-@-L 0015 g1 (~a-), 0,10 2/1L{-m-}, and 0.05 g/L{-4-). Hemoglobin release was deter-
A J:mnlﬁm assay at 37 °C, as explained under Methods. Hundred percent hemoglobin release mined in a discontinuous assay at 37 *C. The points enclose the error bars of the

was determined after lysing the cells with distilled water. The curves correspond to MEasUrement .I'd,“_] are presented as mean + 5.E., n ..-'_{}.

== ng th cells with distilled wates. Tl‘u. datac ‘spend to the : : barc inds h dard
"“Eh AM Mﬂrques of three independent expertinents = standard error (error Hhesaverapm:ofities. independentiexpermments - Eframbals INGICATe. ChensARCAN
3 error.
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HEMOLISIS

Hemédlisis (% max)

AM Marqués
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Lipopéptido: Liquenisina

Tiempo (min)

Heo (20min) | 75 uM (99mg/L) | 65 pM (61,8mg/L) | 200 mg/L >1000 mg/L 6uM (6,1mg/L)

Caracteristicas

Hemdlisis (% max)

Trehalosalipidos Ramnolipidos Fosfolipido Flavolipido Lipopéptido

300 uM (37 mg/L)

80 uM: 40 min
hemol 100%
Lisis osmatica,
poro 34 A

Diametro (A)

110 pM (104,6
mg/L)

80 uM: 15 min
hemol 100%
Lisis por
solubilizacién,
poros >72 A

RESULTADOS

180 mg/L 6300 mg/L 14,7uM (15 mg/L)

200 mg/L: 60-
120 min hemol
100%
Hemdlisis total
en agar sangre

Saturacion al 83%
hemol.

Hemdlisis parcial
en agar sangre

15 uM: 12 min
hemol 100%
Lisis osmotica,
poro 34 A



RESISTENCIA BACTERIANA

RESISTENCIA BACTERIANA A LOS ANTIMICROBIANOS

- Higiene alimentaria

- Vacunas » Calidad de vida elevada

- Antibidticos

» Expectativa de vida elevada

o Rapida emergencia de bacterias resistentes a antimicrobianos
. Fendmeno natural de evolucion bacteriana 3" \\ —

. Uso incorrecto de antibioticos: aceleracion QYo - \
. Extension mas rapida de resistencia que su control : °

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE)
AM Marqués 2020-2050 — 2,4 millones de muertesii

Linihioes 7-5-2019
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La resistencia a los antibidticos avanza a distintos ritmos

Promedio de infecciones causadas por bacterias resistentes

Islandia
Paises Bajos
Noruega
Suecia
Finlandia
Dinamarca
Suiza

Reino Unido
Austria
Australia
Bélgica
Alemania
Estonia
Luxemburga
Eslovenia
Canada
Nueva Zelanda
Francia
Irlanda
Republica Checa
OCDE
Espafia
Letonia
Lituania
Hungria
Japén

Chile

EE.UU.
Portugal
Polonia
Israel

Italia
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Nimero de muertes causadas por ocho bacterias resistentes

por cada 100.000 personas

Italia
Grecia

Portugal

EE.UU.
Francia

Chipre

Malta
Rumania
Polonia
Croacia
Hungria

Irlanda

Bélgica

OCDE

Eslovenia

Republica Checa

Espafia
Bulgaria
Luxemburgo
Reino Unido
Lituania
Austri;
Alemania
Letonia

Dinamarca

Finlandia

Colombia
México
Corea

Grecia
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Suecia
Estonia
Noruega
Paises Bajos
Australia
Canada

Islandia

La investigacién
y el desarrollo de nuevos
antibidticos, en declive
Niimero de nuevos antibiéticos aprobados
por la FDA (Food & Drug Administration)
1983-1987

16
1988-1992

1993-1997
1998-2002
2003-2007
2008-2012

2

2013-2016
5

Grandes companias farmacéuticas con una

linea activa de investigacién y desarrolio
de antibiéticos

18

2016

RESISTENCIA BACTERIANA

Centro Europeo para el Control
y prevencion de Enfermedades:

Promedio de infecciones por
bacterias resistentes 2005, 2015 y 2030




RESISTENCIA BACTERIANA

REDUCCION DE MICROORGANISMOS RESISTENTES

. Lavado de manos. Incremento higiene hospitalaria.
. Mayor control en la prescripcion antibiotica.

. Diferenciacién analitica bact/virus.

. Promocion de prescripcion diferida

. Sensibilizacion publica: 1 solo mundo, 1 sola salud

" Menos farmaceuticas I+D en 1. Inversion en Investigacion de nuevos antibioticos
antibioticos 2. Uso Correcto
* No es rentable - Sélo si son necesarios
Menos nuevos antibidticos - Realizar bien en tratamiento: dosis, duracién
" Investigacion larga y dificil 3. Prevencion:
- Vacunas

I+~  AM Marqués - Habitos saludables
7-5-2019
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RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS:

o Es un mecanismo natural en bacterias
consecuencia de adaptacion al medio

o Hay mayor nivel en ambientes con uso
elevado como antibidticos como hospitales

o Se puede heredar y extender horizontalmente

OMS: Prioridad global de patégenos en hospitales,
ESKAPE: Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumanii

Pseudomonas aeruginosa

AM Marqués Enterococcus faecium
7-5-2019
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RESISTENCIA BACTERIANA

MECANISMOS DE RESISTENCIA

. Reduccion de captacion por cambios de
permeabilidad de membrana externa

. Presencia de bombas de eflujo

. Pérdida de afinidad o bypass de la diana

. Produccion de enzimas inactivadoras

. Formacion de biofilms




RESISTENCIA BACTERIANA
ESTRATEGIAS PARA ABORDAR LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS

+» Antibioticos mas efectivos
» Nuevos compuestos quimicos con nuevos mecanismos de accion
» Desarrollo de ADYUVANTES o Potenciadores de antibioticos
Capacidad de bloguear mecanismos de resistencia o incrementar
la accion del antibidtico.
Con actividad antimicrobiana o no

Tipos de Adyuvantes

Clase I: Actuan sobre el patogeno. Trabajan con los antibioticos en las dianas
® Inhibidores de B-lactamasas: ac. clavulanico, sulbactam, y tazobactam
® Inhibidores de bombas de eflujo: Dificil desarrollo e identificacion
o : incrementan la entrada de antibidticos.
Son compuestos catidnicos anfifilicos (Polimixinas)
- Desestabilizan la M. Ext. y su permeabilidad
- Afectan a la integridad de la M. Cit.
- Pueden tener dianas intracelulares
AM Marqués Clase ll: Actuan sobre el huésped. Mejoran los mecanismos de defensa para potenciar
7-5-2019 la actividad antimicrobiana.
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Tensioactivos derivados de amninoacidos
o lipoaminodcidos

- Cabeza polar con 1 o mas aa obtenidos por
sintesis enzimatica o hidrélisis de proteinas

- Cola hidrofébica hidrocarbonada obtenida de
aceites naturales.

Sintesis seguln quimica verde:
produccion de escasos residuos
uso comp. Quimicos poco peligrosos
Materias primas renovables

Actividad superficial elevada
Propiedades antimicrobianas
Biodegradables

AM Marqués Produccioén sostenible
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RESISTENCIA BACTERIANA

Estructuras de TS lipoaminoacidos
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MEZCLAS CATANIONICAS

Tensioactivo anionico
Liquenisina (-)

UN[\#E;JS'ITATM 7-5-2019

* Jokela, Jonsson, Wennerstrom (1985)

Mezclas catanidnicas: mezclas de Ts de carga opuesta
Pueden producir vesiculas similares a liposomas

Facil preparacién

Agregados con propiedades mejoradas por sinergia.

Vesicula catanionica (+)
Efecto sinérgico

Estas mezclas pueden formar espontaneamente vesiculas termodinamicamente estables
Pueden tener sus propiedades potenciadas, consecuencia de una sinergia entre sus componentes.

Mezclas catanionicas

Tensioactivo cationico
Ts derivado de aa (+, 2+)



Mezclas catanionicas

VESICULAS CATANIONICAS

Propiedades generales:
Similares morfoldgicamente a los liposomas
Se preparan sin consumo de energia
Producen preparaciones termodinamicamente estables
Pueden prepararse utilizando materiales de bajo coste
Con estructuras variables de la cabeza polar se pueden modular diferentes propiedades
La sinergia entre los compuestos que las forman pueden potenciar sus
propiedades bioldgicas
Pueden solubilizar compuestos hidrofdbicos

Lichenysin, Lchgy 1.4

Propiedades especificas de

BioTS + Ts derivado de aminodacido
O Se prepararan con componentes biodegradables,
no toxicos en el medio ambiente
el s O Se prepararan con materiales residuales

BARCELONA




Mezclas catanionicas

MEZCLAS CATANIONICAS

Tensioactivo

Caracteristicas

Tensioactivo geminal de arginina (2+)
Na,Nw-bis(Na-lauroil-arginina)a,w dipropilamina

PM: 822,5 g/mol
T. sup : 35mN/m
CMC: 5x103 mM

Tensioactivo geminal de lisina (2+)
Na,Nw-bis(Na-lauroil-lisina) a,w-hexilendiamida

PM: 808,6 g/mol
T. sup: 30 mMN/m
CMC: 5x103 mM

Tensioactivo geminal de arginina, (2+)
Na,Nw-bis(Nacaproilarginina)a,w-propildiamina

PM: 766,5 g/mol
T. sup: 32
CMC: 4,3 mM

Tensioactivo de cadena simple de arginina, (1+)
Na-caproil-arginina metil ester

PM: 378 g/mol
T. sup.:40 mN/m
CMC: 16 mM

Péptido ciclico con siete aminoacidos como cabeza
polar (GIn-Leu-Leu-Val-Asp(-)-Leu-lle) con una
cadena de acido graso B-hidroxilado de 14-16

PM: 1021,6 g/mol
T. sup: 28,5 mN/m
CMC: 14,7 uM

I+ AM Marqués
UNIVERSITATor 7-5-2019

BARCELONA

carbonos (1-)




ISOTERMA DE COMPRESION EN MONOCAPA Mezclas catanionicas
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Mezclas catanionicas

Determinacion del Potencial Z

* Medida de la carga electrica de la superficie de los agregados

* Valores absolutos >20 indican un sistema electrostaticamente estable
por cargas repulsivas

| |Temsioactivo | PotencialZ

c(ca), _
Tensioactivos

individuales (LA)2 49,7 mV

| tich

CAM-Lich 8:2 45 5 mV
Cy(LA),-Lich 8:2

Gich), 55 | 318
Eicartonss | ass LB
CAM CAM:Lch (8:2)
CAMLich 55
LA Lich 55

- AM Marqués
UNIVERSITATor 7-5-2019
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Mezclas catanionicas

TAMANO DE LOS AGREGADOS

C5(LA),: 194nm
(30-800)
Lch: 100 y 500 nm
Bimodal como surfactina

C5(LA),+Lch 8:2:
200 nm fuerte interaccion

C5(LA),+Lch 5:5:
200 nm fuerte interaccion

AM Marqués

7.5.2019 Tamaiio de las particulas en dispersion acuosa (nm) (Dinamic Light Scatering)

UNIVERSITAT s
BARCELONA




RESULTADOS PRELIMINARES

Microorganismos CMmI CMI
C5(LA),-Lich Cy(LL),-
8:2 Lich 8:2
(uM) (M)

Gram negativas
E. coli 6,2 200 Microorganismos cMmi

E. coli 0157:H7 6,2 100 CAM-
P. aeruginosa 12,5 200 Lich 8:2
K. pneumoniae 12,5 100 (uM)

Gram negativas
E. coli >500
Gram positivas E. coli 0157:H7 >500
S. aureus 6,2 100
MRSA 6,2 100 -

S. epidemidis 6,2 50 K. pneumoniae >500
Y. enterocolytica >500

Y. enterocolytica 3,1 100

P. aeruginosa >500

K. rhizophila 6,2 50

Gram positivas
S. aureus 500
L. monocytogenes 6,2 MRSA 500
Levadura S. epidemidis 125
C. albicans 6,2 K. rhizophila 500
B. subtilis 250
L. monocytogenes >500
Fic= MIC,,,/MIC, + MICg,,/MIC, Levadura
Donde: C. albicans >500
MIC,,,=MIC del geminal en la mezcla
MIC,= MIC del geminal puro
= MIC;,,= MIC del Lp en la mezcla
i+  AM Marqués MICg= MIC del LP puro
BARCELoNA 1-5-2019  Sinergia = FIC <0,5

B. subtilis 6,2 50




CITROMETRIA DE FLUJO RESULTADOS PRELIMINARES

C5(CA),

E: £ coli0157:H7 A: Y. enterocolitica B: E. coli O157:H7
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

E. coli 0157:H7 L. monocytogenes

Control - Control

Tratada con G,(LA), - Tratada con C4(LA),
Tratada conC;(LA),-Lich 8:2 Tratada conCy4(LA),-Lich 8:2

Y. enterocolytica

AM Marqués
7-5-2019

Tratada con C;(CA),-Lich 8:2
Tratada con C5(CA),

Resultados preliminares

B.2

C. albicans
- Tratada con C5(CA),-Lich 8:2
- Tratada con C4(CA),

B. subtilis
Tratada con C;(CA),-Lich 8:2
Tratada con C5(CA),




HEMOLISIS Resultados preliminares

e T =
irritante

Lichenysin  [:¥0] 22.6 0.37

- (Irritante)

133 369 0.28 Poder irritante= H.,/ DI (Indice desnaturalizacidn)

(Irritante) Valores elevados, menor poder irritante (>100-<0,1)

22.1 25.8 0.70
(Irritante)

A: Liquenisina C: C5(CA),+ Liquenisina (8:2)
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#NDICE TERAPEUTICO Resultados preliminares

Microorganismo IT scare | Tmescla
E. coli 0O157:H7 0,43 1,41
Y. enterocolytica 0,21 2,84
B. subtilis 0,85 5,68
C. albicans 0,85 2,84

CONCLUSIONES

Los TS derivados de Arginina™ interaccionan con Lch) formando un pseudoTS con carga + o neutra
formando un sistema catanidnico sinérgico.

Se forman agregados estables de 200nm

Las mezclas catanidnicas C3(LA)2-Lch 8:2 y C3(CA)2-Lch 8:2 tienen actividad antimicrobiana sinérgica frente
algunos microorganismos

La carga cationica libre de la mezcla catanidnica favorece una interaccion electrostatica con las bacterias,
incrementando su efecto antimicrobiano

Las mezclas catanidnicas alteran la membrana citoplasmatica y pudiendo tener otra diana alternativa

La mezcla catanidnica posee un indice Terapéutico mejor

AM Marqués
7-5-2019




