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RESUM

Aquest treball s’ha basat en I’estudi de la capsaicina, la substancia que provoca el gust
picant dels pebrots, i més concretament del seu efecte contra microorganismes amb 1’objectiu
de realitzar un producte antimicrobid. No obstant, primerament, ha calgut fer els
procediments adients per tal d’obtenir aquesta substancia. Amb aquest motiu, s’ha realitzat
un estudi que s’han basat en extreure el compost d’una de les varietats més picants de pebrots
1 analitzar els extractes obtinguts per determinar la qualitat exacta de capsaicina aconseguida
(i la seva concentracio pels estudis posteriors). Paral-lelament, s’han fet calculs de rendiment
que han demostrat que la capsaicina és un producte car i no es massa viable el seu Uis com a

principi actiu d’un antimicrobia des d’un punt de vista economic.

Una vegada obtinguda la substancia, s’han fet un seguit d’estudis per tal de determinar
el seu efecte antibacteria i1 antifingic que, tot i no ser del tot precisos, han permes reafirmar
I’existéncia de certa acci6 antimicrobiana de la capsaicina, tot i que no és comparable a la
d’altres productes del mercat. També s’ha realitzat un estudi sociologic amb I’objectiu de
valorar la demanda de productes antimicrobians de la poblacio, amb el qual s’ha descobert

que els productes més demandats son els desinfectants per a la llar.

Paraules clau: Capsicum, capsaicina, oleoresina, microorganismes, antimicrobians,

antiseptics, desinfectants, antibacteria, antifungic.

Resumen

Este trabajo se ha basado en el estudio de la capsaicina, la substancia que provoca el
gusto picante de los pimientos, y mas concretamente su efecto contra microorganismos con el
objetivo de realizar un producto antimicrobiano. No obstante, primeramente, ha hecho falta
hacer los procedimientos adecuados para obtener dicha substancia. Con este motivo, se ha
realizado un estudio que se ha basado en extraer el compuesto de una de las variedades mas
picantes de pimientos y analizar los extractos obtenidos para determinar la cantidad exacta de
capsaicina conseguida (y su concentracion para estudios posteriores). Paralelamente, se han
hecho calculos de rendimiento del proceso que han demostrado que la capsaicina es un
producto caro y no es muy viable su uso como principio activo de una antimicrobiano des de

un punto de vista econdmico.
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Una vez obtenida la substancia, se han hecho un seguido de estudios para determinas su
efecto antibacteriano y antifungico que, aun sin ser muy precisos, han permitido reafirmar la
existencia de cierta accion antimicrobiana de la capsaicina, aunque no es comparables a la de
otros productos del mercado. También se ha realizado un estudio socioldgico con el objetivo
de valorar la demanda de productos antimicrobianos de la poblacion, con el que se ha

descubierto que los productos mas demandados son los desinfectantes de uso doméstico.

Palabras clave: Capsicum, capsaicina, oleorresina, microorganismos, antimicrobianos,

antisépticos, desinfectantes, antibacterianos, antifiingicos.

Abstract

This project is based on the study of capsaicin, the substance that makes hot peppers be
spicy, and more concretely in its effect against microorganisms with the objective of making
an antimicrobial product. However, firstly, it has had been necessary to pull the organic
compound out of the pepper. That’s why there is a study in this project in which capsaicin
has been extracted from one of the spiciest varieties of hot peppers. This extract has been
analysed in order to delimit the exact quantity of substance obtained (and its concentration to
do subsequent studies). Concurrently, performance calculations of the process of extraction
have been made and they have shown that capsaicin is an expensive product and its use as the
active ingredient of an antimicrobial product is not very viable from an economical point of

view.

Once the substance has been obtained, some studies to determine its antibacterial and
antifungal effect have been made. They have shown, although not in an accurate way, that
capsaicin has some antimicrobial action, but not comparable to the activity of other products
in the market. A sociological study has also been made in order to look into the demand of
antimicrobial products of the population, with which it has been discovered that the most

purchased products are home disinfectants.

Tags: Capsicum, capsaicin, oleoresin, microorganisms, antimicrobials, antiseptics,

disinfectants, antibacterial, antifungal.
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INTRODUCCIO

Mai s’ha plantejat per que piquen alguns pebrots? Pot la substancia que provoca aquest
efecte tenir altres aplicacions? Com pot extreure’s dels pebrots? Podria ser una d’aquestes
aplicacions la d’antimicrobia? Quins microorganismes es veurien afectats? Comportaria
algun benefici utilitzar aquesta substancia enlloc d’una convencional per a aquesta funci¢?
Quin seria el tipus d’antimicrobia més adequat per al compost? Estaria disposada la poblaci

a utilitzar aquest producte?

Avui en dia, un dels principals problemes als que s’enfronta la medicina moderna és la
resisténcia als antibacterians que estan desenvolupant alguns bacteris patogens. El desmesurat
us que s’ha fet dels antibiotics (la gent els ha utilitzar per tractar patologies que no estaven
provocades per bacteris) ha causat que alguns d’aquests microorganismes hagin desenvolupat
resisténcies a la seva accid (inclis multiresisténcies, €s a dir, bacteris resistents a més d’un
antibacteria). Aquest fet implica que alguns antibacterians siguin completament ineficagos en
la lluita contra malalties bacterianes. Es per aixd que una de les linies d’investigacio més
freqilients dels laboratoris farmaceutics és la recerca de noves substancies antibacterianes.
Aquesta es basa en la sintesi de nous compostos. No obstant, també s’han descobert noves
substancies naturals amb accid antibacteriana (a part dels propis antibiotics). En aquesta linia

d’estudi es situa el present projecte.

La capsaicina és una substancia present als pebrots del genere Capsicum que es
caracteritza per causar el gust picant caracteristic de la majoria d’especies d’aquest fruit. La
pebrotera produeix aquesta compost com a proteccid davant d’adversitats. Seria possible que

la capsaicina disposés d’accid contra microorganismes?

Segons la bibliografia consultada, s’ha vist com molts estudis afirmen que la capsaicina
té moltes aplicacions en el camp de la medicina degut als seus efectes (analgesics,
antiinflamatoris, antioxidants i anticancerigens). També s’han trobat alguns productes al
mercat (fungicides) I’element basic dels quals és la capsaicina i estudis que reafirmen el seu
efecte antibacteria contra un llistat concret de bacteris. Aixd demostra 1’existéncia d’un efecte
antimicrobia d’aquesta substancia (hipotesi recolzada per nombroses publicacions). Es per
aix0 que aquest projecte s’ha orientat a 1’estudi de ’accid contra microorganismes de la

capsaicina per a la realitzacié d’un producte antimicrobia.
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La principal motivacié per a la realitzacié del treball ha estat la creacié d’un producte
beneficids per a la societat, que ajudi a combatre microorganismes nocius en diversos ambits
(higiene personal, cura de ferides, manteniment de plantes...). Per exemple, la capsaicina es
troba, en grans quantitats, en pebrots picants que poden ser conreats en climes tropicals.
Precisament en aquestes zones, la bona higiene escasseja. ;Podrien, els habitants d’aquests
paisos, conrear pebrots per a I’extraccio de capsaicina i utilitzar aquesta en forma d’antiséptic
o desinfectant per a millorar la seva higiene? ;Podrien utilitzar aquesta substancia per evitar
’aparicio de plagues als seus conreus sense 1’s de pesticides quimics? Com es pot veure hi
ha un gran nombre de possibles aplicacions per a I’hipotétic producte que caldra contrastar

amb els resultats d’estudis practics.
Es per aixo que els objectius d’aquest projecte son:

» Extreure capsaicina de pebrots picants i1 analitzar-la per determinar la concentracio (i
quantitat de capsaicina obtinguda) de I’extracte.

# Demostrar si la capsaicina té acci6 antibacteriana 1 antifiingica.

# Valorar la concentracié de principi actiu del producte antimicrobia a partir de I’Gs de
metodes d’estudi de la sensibilitat (antibiogrames...).

# Valorar el tipus d’antimicrobia que es pot realitzar amb la capsaicina a partir dels
resultats dels estudis.

# Realitzar un estudi sobre la poblacid (enquesta) per descobrir la demanda de
productes antimicrobians.

»# Valorar la viabilitat d’un producte antimicrobia amb capsaicina com a principi actiu a

en funcio dels resultats de tots els estudis.

A partir d’aquests objectius s’han definit unes hipotesis que hauran de ser contrastades

per mitja d’estudis practics. Les hipotesis son les segiients:

# La capsaicina pot ser extreta de qualsevol producte picant per mitja de 1’extraccio
Soxhlet. No obstant, per facilitar el procés i poder realitzar-lo amb quantitats més
grans, es pot fer una recreacid del metode d’extraccié amb instruments més senzills

obtenint un producte de amb una concentraci6 superior al 10% de capsaicina.

# La capsaicina es troba en major quantitat a la placenta del pebrot. Aixo és degut a que
¢s a les cel-lules d’aquesta part de la planta on es metabolitza especialment la
fenilalanina (aminoacid del qual provenen els capsaicinoides, entre ells la capsaicina)

per obtenir diversos composts no proteics.
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# La capsaicina perd el seu efecte antibacteria amb el pas del temps (conservant-la a
temperatures al voltant dels 7°C i protegida amb el pas del temps). Al tractar-se d’un
alcaloide (compost organic), la capsaicina és molt sensible a les condicions
ambientals i pot degradar-se amb facilitat si no es mescla amb substancies que ajudin

a mantenir les seva estructura.

» La capsaicina té efecte antifngic i antibacteria, és a dir, afecta tant a fongs com a
bacteris. Aix0 pot ser degut a que la seva estructura (formada en part per un acid gras)
li aporta un caracter lipofil que facilita ’absorci6 de les cél-lules. Per tant, no té una

especificitat elevada davant de microorganismes.

# La capsaicina té una accié antimicrobiana prou elevada, inclis en concentracions
baixes, ja que la majoria de microorganismes no disposen de les peroxidases
necessaries per a degradar la substancia i evitar els seus efectes.

» Els tipus de productes antimicrobians més adients per a emprar capsaicina com a
component primordial son els biocides: antiséptics i1 desinfectants, donada la baixa

especificitat de la substancia davant microorganismes.

En general, la capsaicina pot ésser emprada com a principi actiu d’un antis€ptic per a
mans en concentracions baixes (degut a la seva irritabilitat i la sensibilitat a la llum 1
I’oxigen) o un desinfectant per a estris diversos gracies al seu poder antimicrobia i la seva

manca d’especificitat.

Finalment, per facilitar la lectura del treball, s’ha dividit aquest en dos grans blocs: toric

1 practic. El contingut de cada bloc és el segiient:

» Bloc teoric: consta dels coneixements necessaris per a entendre els estudis practics.
Esta format per tres apartats. En el primer es parla dels antimicrobians en termes
general i es fa especial mencid a la seva classificacié (amb ’objectiu d’indicar les
caracteristiques de cada grup per a poder indicar el tipus del producte final). En el
segon apartat es parla dels antiséptics 1 desinfectants, un cas concret d’antimicrobians,
ja que el producte final segurament sera un d’aquests tipus. Finalment, s’ha parlat de
la capsaicina, les seves caracteristiques, el lloc d’on s’obté... per tenir un maxim

coneixement del principi actiu de 1I’antimicrobia.

4 Bloc practic: consta de sis estudis. El primer és un estudi destinat a identificar
caracteristiques de la matéria primera d’obtencié de capsaicina: els pebrots. El segon,

s’ha basat en I’extracci6 de capsaicina i I’analisi dels extractes (oleoresines). S’han fet
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calculs de rendiment per a fer la valoracid economica del procés. El tercer, quart i
cinque estudi han servit per a determinar 1’efecte antimicrobia (concretament 1’accio
antibacteriana i1 antifingica) de la capsaicina. El sis¢ estudi és 1’estudi sociologic,
I’estudi de la demanda de productes antimicrobians. S’ha realitzat una enquesta per a

determinar aspectes com: 1’antimicrobia més comprat, el format d’us més estes...
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1. ELS ANTIMICROBIANS

L’objectiu principal d’aquest treball és realitzar un producte antimicrobia. Per tant és
necessari coneixer exactament en que consisteix aquest concepte i saber quins tipus hi ha per,
un cop realitzat, saber com classificar-lo. A més, cal diferenciar clarament el significat de
certs termes que s’exposaran a continuacio ja que poden portar a confusio. Pot semblar que
paraules com, per exemple, antiséptic i desinfectant signifiquen el mateix i no és aixi. Al llarg

d'aquest apartat s'intentara marcar la diferéncia entre aquests i altes mots.

1. 1. Aspectes generals

Al llarg de la historia, una de les principals causes de mortalitat de la poblacid6 han
estat les malalties infeccioses. Es consideren malalties infeccioses aquelles afeccions
causades per I’acci6 d’organismes patogens. El descobriment de substancies capaces
d’eliminar aquests éssers va permetre iniciar la lluita contra les infeccions. Aquestes

substancies no eren altres que els antimicrobians.

Tot 1 que el concepte d’antimicrobia ha anat canviant amb el pas del temps (degut a
descobriments de substancies molt diferents per al mateix Us), actualment es defineix el terme
com a tota substancia quimica que, en baixa concentracid, és capa¢ de provocar la mort o la
inhibici6 del creixement de microorganismes sense ser toxica per a I’organisme superior a qui
s’aplica. Dit en altres paraules, un antimicrobia és una substancia que permet eliminar els
patogens causants d’una malaltia sense intoxicar al malalt (ja sigui persona, animal, planta...).
Es important remarcar que les substancies antimicrobianes tenen dianes d’acci6, és a dir, no
afecten a tots els microorganismes per igual, hi ha microbis que en seran sensibles i d’altres

que no.

Abans d’aprofundir més, cal comentar algunes obvietats. Es clar que els humans
utilitzen els productes antimicrobians per tal de desfer-se de microorganismes patogens. No
obstant, tal i com es veura més endavant, no tots els microorganismes séon nocius. Hi ha
microbis beneficiosos que s’aprofiten a nivell industrial (com el Lactobacilus bulgaricus, que
s’utilitza per a fer iogurt) o sense que hom en sigui conscient (la microbiota' del tub digestiu
dels animals permet, entre d’altres, que obtinguin nutrients de substancies que no poden

digerir). Per aix0 ¢€s necessari que els antimicrobians tinguin dianes precises (afectin

' Microbiota: totalitat de microorganismes que habiten en un medi particular.
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majoritariament a microorganismes patogens) i el seu Us sigui controlat, ja que en cas contrari
es poden generar les anomenades resisténcies a antimicrobians (aquests deixen de ser efectius

contra determinats microbis als que tedricament afectaven) entre d’altres.

1. 2. Classificacio dels antimicrobians

La immensa majoria d’antimicrobians son utilitzats com a farmacs per a tractar
malalties en humans. Es per aix0, entre d’altres, que és important classificar-los segons els
seus efectes, ja que aixi es pot saber els antimicrobians necessaris per tractar les diferents

patologies infeccioses.

Hi ha molts criteris de classificacio dels antimicrobians: segons el seu origen, el seu

efecte... Els principals son els segiients:

1. 2. 1. Segons ’origen

El criteri de classificaci6 segons 1’origen (natural o artificial) de la substancia
antimicrobiana va comportar certs debats dins de la comunitat cientifica. En els inicis de
I’antimicrobioterapia (que no sén el 1928 amb el descobriment de la penicil-lina (Figura
1-1), com es pot pensar, ja que el concepte d’antibiosi existeix des de molt abans) ja es
pensava que els antimicrobians eren substancies inicament d’origen natural. No obstant, amb
el pas del temps, I’evolucio cientificotecnologica i la necessitat de trobar noves substancies
antimicrobians (per I’aparici6 dels primers bacteris resistents), es van comencar a sintetitzar

noves substancies amb poder antimicrobia. Aixi, trobem antimicrobians dels tipus:

# Antibiotics: agents antimicrobians produits per microorganismes (bacteris i fongs
principalment) o c¢l-lules especialitzades i concretes d’organismes superiors (plantes,
animals...). Tenen, per tant, un origen natural. Gran part dels antimicrobians
descoberts fins al moment son d’origen natural (representen més del 50% del total).
Recents estudis han demostrat que, en el cas dels microorganismes, no sintetitzen els
antibiotics per tal d’eliminar competidors (a mode de supervivencia), sind que els
utilitzen com a missatgers. La concentracié amb que determinats bacteris o fongs
produeixen els antibidtics és tan baixa que no afecta al desenvolupament de la seva
diana (microorganisme al que afecta). Simplement els serveixen per comunicar-se.
Es important destacar que el terme antibiotic no s’ha de confondre mai amb el
concepte d’antimicrobia o antibacterid, ja que en molts ambits (com el meédic)

s’utilitzen com a sindnims i1 no ho sén (el mot antibiotic es refereix a la procedéncia

14
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natural del producte, la paraula antimicrobia s’utilitza per destacar que la substancia
té ’efecte d’eliminar microorganismes i quan es parla d’antibacteria es concreta el

tipus de microorganisme al que afecta la substancia).

Figura 1-1 Alexander Fleming, descobridor de la
penicil-lina, el primer antibiotic conegut (produit
per fongs del génere Penicillium.

Font: https://elpais.com/elpais/2014/04/30/planet
a_futuro/1398877429 460108.himl

» Antibiotics semisintetics: son agents antimicrobians derivats dels antibiotics, és a
dir, modificacions quimiques d’antimicrobians naturals que, per tant, tenen una
estructura quimica molt similar (Figura 1-2). Van sorgir per la necessitat de combatre
microorganismes que els antibiotics tradicionals no podien (bacteris resistents...). Un

exemple és ’amoxicil-lina (derivada de la penicil-lina).

H
N S
0

A

//—OH

de la penicillina (A) i [’amoxicil-lina (B),
ambdues tenen una estructura molt similar.

B Fonts: https://es.wikipedia.org/wiki/Penicilina i

0O https://es.wikipedia.org/wiki/Amoxicilina

@)
NH,
Ho oy
HO ), : S Figura 1-2 Formula quimica semide-senvolupada
¢ TIX
(0) t
/—0H

# Quimioterapics: substancies antimicrobianes obtingudes mitjangant sintesi quimica.
Aquesta sintesi ha de ser partint de zero, és a dir, a partir de substancies que no tenien
poder antimicrobia en un inici. Un dels principals exemples son les sulfamides
(sulfapiridina, sulfatiazol...) descobertes cap a la década del 1930, un conjunt de
substancies quimiques derivades de la sulfonamida (amides d’acid sulfonic) que

actuen com a antimicrobiostatics, dels quals es parlara més endavant.
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1. 2. 2. Segons la diana

Abans de comencgar cal esmentar que els unics éssers vius que poden actuar com a

patogens (causant malalties a organismes superiors) son algunes de les especies dels segiients

grups: virus, bacteris, fongs, protozous, helmints i artropodes (Taula 1-1). Cal tenir en

compte que els tres ultims s’engloben en el grup de parasits.

PRINCIPALS GRUPS D’ORGANISMES PATOGENS

Nom

Descripcio i exemples

Imatge

Virus

Els virus sén fragments d’acids nucleics (DNA o RNA)
que poden disposar o no d’estructures proteiques
(capsides) i embolcalls lipidics capacos de multiplicar-se
a I’interior d’una cél-lula i passar a altres per iniciar un
nou cicle de reproduccié. Tenen una mida d’entre 20 i
300 nm (només son visibles amb microscopi electronic).
La seva catalogacié com a éssers vius és controvertida,
ja que només actuen com a tal a ’interior de cel-lules.

EXEMPLES: adenovirus (virus del refredat comu),
VIH (causant de la SIDA)...

Bacteris

Els bacteris son cél-lules procariotes’ el citoplasma de
les quals esta envoltat per una membrana i una paret
cel-lular i al seu interior conté ribosomes i un nucleoide
format per DNA, entre d’altes. Alguns bacteris disposen
també de capsules, flagels i fimbries. Tenen una mida
d’entre 0,5 i 5 um amb la qual cosa sén observables
mitjancant un microscopi Optic. Destaquen els
micobacteris, amb caracteristiques Uniques dins dels
bacteris.

EXEMPLES:  Staphylococcus  aureus  (causant
d’infeccions  cutanies), Salmonella sp. (causen
enteritis)...

Fongs

Els fongs constitueixen un grup molt ampli, perd es
caracteritzen per ser eucariotes’ i heterotrofs ‘. Es
classifiquen en tres grups segons la morfologia cel-lular:
levaduriformes (unicel-lulars 1 d’unes 4-7 pm),
filamentosos (pluricel-lulars constituits per hifes’ que
poden ser microscopics com algunes floridures o
macroscopics com els bolets) i dimorfics (presenten
forma filamentosa en estat normal i levaduriforme quan
actuen com a parasit en teixits).

EXRMPLES: Candida albicans (causant d’infeccions
cutaneomucoses),  Microsporum  canis  (causant
d’infeccions cutanies)...

? Procariota: cél-lula sense nucli definit (el material genétic hereditari esta dispers pel citoplasma).

? Eucariota: cél-lula amb nucli definit per una membrana que envolta el material genétic hereditari.

* Heterotrof: organisme que necessita de matéria organica com a font de carboni per nodrir-se.

> Hifa: filament format per cél-lules cilindriques i allargades. El seu conjunt en fongs s’anomena miceli.
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Protozous

Els protozous s6n microorganismes unicel-lulars
eucariotes’ i heterotrofs’. A diferéncia de les cél-lules
bacterianes i fungiques, els protozous no disposen de
paret rigida, amb la qual cosa poden fagocitar alguns
nutrients. La majoria disposen de cilis 1 flagels
d’estructura complexa i diferent a la de les c¢l-lules
procariotes. Tenen una mida variable d’entre 3 1 100 um.

EXEMPLES:  Entamoeba  histolytica  (causant
d’infeccions digestives), Leishmania infantum (causant
d’infeccions sistematiques)...

Parasits

Helmints

El terme helmints fa referéncia genérica als animals
invertebrats que tenen aspecte de cuc. Més concretament
engloba als platihelmints (de forma plana i continua),
cestodes (de forma plana i segmentada) i nematodes (de
forma cilindrica). Un mateix helmint pot causar diverses
patologies en funci6 de ’area de 1’ésser superior que
colonitza.

EXEMPLES: Taenia solium, Ascaris lumbricoides...

Artropodes

Els artropodes son animals invertebrats amb simetria
bilateral i cos segmentat, caracteritzats per tenir un
esquelet quitinds (format per quitina) i apeéndixs
articulats. Dins dels artropodes els més importants per la
seva capacitat patogenica son els insectes (tres parells de
potes) i els aracnids (quatre parells de potes).

EXEMPLES: Polls, puces, paparres, mosquits...

Taula 1-1 Taula resum dels principals grups d’organismes patogens.

Font: Propia.

La classificacié segons la diana, entenent aquest terme com el patogen al qual

I’antimicrobia afecta, és un dels criteris basics de classificacidé 1 per aix0 disposa d’uns

subtipus especifics de cada grup patogen que es classifiquen segons 1’estructura quimica. Per

exemple, un antibacteria pot ser beta-lactamic o macrolid en funcié de la seva estructura. Els

antimicrobians segons la seva diana son:

4 Antivirals: son el conjunt d’antimicrobians que afecten a virus. El desenvolupament

d’aquest tipus de substancies per al seu Us clinic ha estat dificultos degut a diversos

motius: el desconeixement del cicle reproductiu dels virus, fins fa relativament poc la

virologia no ha pogut demostrar amb certesa fets com els enzims que participen en el

cicle reproductiu de tots els virus (degut a la gran varietat de virus que hi ha, la seva

facil mutacio, el seu dificil cultiu al laboratori...); la possible toxicitat, tal i com es

comenta a la Taula 1-1, els virus necessiten de cel-lules hoste per a fer les seves

funcions 1 les substancies antivirals moltes vegades no distingeixen entre el virus i la

cel-lula (causant problemes en aquesta i en 1’organisme complet); la relaci6 entre
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virus i simptomatologia, un simptoma pot estar causat per diversos virus i un mateix
virus pot causar (i la dificultat en el cultiu de virus complica el fet de saber quin virus
causa la simptomatologia); problemes d’aplicaci6, habitualment ¢s dificil aplicar la
substancia en funcid de la localitzaci6 de la infeccid; etc. Donades aquestes
complicacions, actualment només existeixen antivirals per a contrarestar 1’acci6é de
families concretes de virus. Tots aquests fets expliquen que per al tractament de
determinades malalties com la varicel-la no es receptin farmacs antivirals a menys

que sigui un cas greu.

Antibacterians: son els antimicrobians més utilitzats en 1’ambit clinic huma, ja que el
patogen al que eliminen (bacteris) és el principal causant de malalties en éssers
humans. Degut a aquest fet, disposen d’una classificacio propia molt utilitzada segons
I’origen, estructura quimica i mecanismes d’acci6 (dels quals es parlara, en termes

generals, més endavant).

Cal tenir en compte que en 1’ambit medic s’empra el terme antibiotic com a sindnim
d’antibacteria, degut al fet que practicament tots els antibiotics del mercat s’utilitzen
com a tal. No obstant, tal i com s’ha mencionat amb anterioritat, no signifiquen el

mateix.

Antifiingics: cal destacar que entre la diversitat de fongs (dianes dels antifiingics) es
troben organismes macroscopics. Quan es parla d’antifungics, es fa referéncia a
aquelles substancies que contraresten 1’accié de fongs microscopics (levuriformes i
alguns fongs filamentosos). En comparacié amb I’ampli ventall de substancies
antibacterianes, no hi ha masses molécules amb accié antifungica. La quantitat es
redueix si només es tenen en compte els que s’utilitzen com a terapeutics per a
humans, ja que gran part dels antifiingics utilitzats avui en dia séon emprats en el

sector agrari (tractament de plagues fingiques en cultius, etc.).

Antiparasitaris: tal i com s’ha comentat amb anterioritat, el terme parasit engloba els
protozous, helmints i artropodes. Es pot parlar d’antiprotozoaris, antihelmintics i
antiartropodes, no obstant, s’acostuma generalitzar amb el terme antiparasitaris (tot 1
que de forma no massa precisa, ja que les substancies que actuen contra protozous no

solen afectar a helmints, 1 viceversa).

Pot semblar que els antihelmintics i antiartropodes no haurien de ser considerats

antimicrobians (ja que la gran majoria d’helmints i artropodes son visibles a simple
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vista). No obstant, cal tenir en compte que alguns dels individus d’aquests grups i,

sobretot, les seves larves si tenen mida microscopica.

Les parasitosis (malalties parasitaries) afecten a més de tres mil milions de persones
arreu del mon (i son especialment mortiferes a paisos pobres, on hi ha escassedat de
medicacid contra aquestes patologies). No obstant, l’interés de la industria
farmaceéutica per al desenvolupament de farmacs antiprotozoaris i antihelmintics (ja
que les malalties causades per artropodes son més freqiients en plantes i alguns
animals) ha estat baix. Durant les ultimes dues deécades s’ha treballat per tal de reduir
la toxicitat d’alguns antiparasitaris ja existents. Aquesta toxicitat és deguda al fet que
les cel-lules dels parasits son eucariotes, com les humanes, fet que implica que, en

major o menor mesura, els antiparasitaris afectin tamb¢ les cél-lules humanes.’

Pot ser que una mateixa substancia sigui efectiva contra més d’un dels grups patogens,
no obstant, en aquest cas 1’espectre sera segurament diferent en cadascun dels grups, tal i com

es veura més endavant.

1. 2. 3. Segons I’efecte antimicrobia

A la definicié d’antimicrobia anteriorment esmentada, es comenta que 1’antimicrobia
pot “provocar la mort o la inhibici6 del creixement de microorganismes”. La classificacio
segons I’efecte antimicrobid utilitza aquesta disjuntiva. Segons si maten o inhibeixen el

creixement de microbis es troben substancies dels seglients tipus:

# Microbicides: son els antimicrobians que produeixen la mort dels microorganismes
sobre els que s’apliquen. Les cel-lules deixen de ser viables de forma permanent.

Alguns exemples son: penicil-lina, blasticidina (antifungic)...

# Microbiostatics: son les substancies que inhibeixen el creixement y la replicacié dels
microorganismes sobre els que s’apliquen pero les cel-lules continuen sent viables.
Aquesta situaci6 es dona quan la molécula antimicrobiana té una uni6 reversible amb
el seu mecanisme d’acci6 (dels quals es parlara a continuacid). Per exemple,
I’espectinomicina és un antibiotic antibacteria que s’uneix als ribosomes d’alguns
bacteris de forma temporal, fet que fa impossible la sintesi proteica mentre aquesta

unié perduri.

Cal tenir en compte que una vegada es deixi de subministrar 1’antibacteria

microbiostatic sobre una colonia de microbis, aquests poden recuperar-se i tornar a
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replicar-se. Per aix0 és imprescindible per a la seva eliminaci6 1’accié conjunta de les
defenses (sistema immunologic...) de 1’organisme hoste i I’antimicrobia (mentre

aquest fa efecte I’altre pot combatre la infeccio).

Aquest criteri de classificacid pot combinar-se amb 1’anterior (segons la diana) i
d’aquesta manera es pot parlar de fungicides o fungistatics en lloc de antifungics
microbicides o antifingics microbiostatics (tot i que en el cas dels antivirals només existeixen
virustatics). A més, dins dels bactericides, es parla d’un grup especial, els bacteriolitics, que
son un tipus concret d’antibacterians que causen la mort dels bacteris per mitja de la lisi
d’aquestes. Dit en altres paraules, destrueixen les cel-lules bacterianes eliminant la membrana

citoplasmatica d’aquestes.

Un dels metodes per determinar I’efecte antimicrobia d’una substancia €s mitjancant la
representacié grafica del nombre de cél-lules d’un cultiu sobre les que s’aplica la substancia
amb el pas del temps (Figura 1-3). Aquest metode és especialment emprat per a determinar

P’efecte dels antibacterians.

Microbiostatic Microbicida Bacterilitic
v v 3
3 g E
: ) : ()
S T 4 ?
£ £ :
E .E =
z z <
Temps Temps Temps

Figura 1-3 Grafics model per a la determinacio de [’efecte antimicrobia d’una substancia. En blau,
les cel-lules totals; en vermell, les viables, i la fletxa negra representa el moment en qué s’ha afegit la
substancia antimicrobiana.

Font: Propia

Tal i com es pot apreciar en els grafics (Figura 1-3), en els microbiostatics, el nimero
de cel-lules viables (aquelles que es poden dividir i formar colonies) no descendeix en aplicar
I’antimicrobia ja que la substancia no mata les cel-lules, simplement evita que es n’augmenti
el nombre. En canvi, en els microbicides si que descendeix el nombre de c¢l-lules viables, ja
que la substancia les mata. En ambdoés casos, el nombre de cél-lules totals no disminueix en
aplicar I’antimicrobia, ja que tot i que no creixin o estiguin mortes, el cos de les cel-lules es
manté. Aix0 no passa amb els bactericides, ja que no només maten les cel-lules sind que en

destrueix I’estructura o cos, per tant tan el nombre total com el de viables disminueix.
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1. 2. 4. Segons ’espectre
Es defineix espectre d’accié d’un antimicrobia com la descripcid de les espécies i
generes davant els quals la substancia és efectiva. Per tant, com més especies o geéneres siguin

afectades per la substancia, major sera el seu espectre. Aixi, els antimicrobians poden ser:

» D’ampli espectre: aquells antimicrobians que son efectius contra un gran nombre

d’espécies i1 géneres. Per exemple: cloramfenicol, amoxicil-lina...

» D’espectre intermedi: son antimicrobians que només afecten a un nombre limitat
d’espécies. Alguns exemples: eritromicina i1 els seus derivats (claritromicina,

azitromicina...).

# D’espectre reduit: unicament son actius davant d’un petit nombre d’espécies. Alguns

exemples d’antimicrobians d’espectre reduit son: la vancomicina, la teicoplanina, etc.

Aquest criteri de classificacio és especialment util per a classificar els productes
antibacterians, ja que, al ser els més emprats per al tractament de patologies humanes, és

important con¢ixer exactament les especies bacterianes a les quals afecta (Taula 1-2).

Enterococcus | Streplococcus Bacteroides | Fusobacterium Porphyromonas Prevotella | Actinomyces
Jaecalis mutans/oralis Jorsythus nucleatum gingivalis intermedia | actinomyeetemeomitans

R | 21(60%) 28(31%) 14(42%) 4(33%) 1(17%) 2(50%) 2(50%)
Eritromicina IS | 12(34.%) 56(62%) 17(52%) 8(67%) 5(83%) 2(50%) 1(25%)

T 2(6%) 6(7%) 2(6%) 0 0 0 1(25%)

R | 6(17.1%) 4(4%) 10(30%) 3(25%) 2(33%) 2(50%) 1(25%)
Tetraciclina I's | 29(82.9%) 86(96%) 23(70%) 9(75%) 467%) 2(50%) 3(75%)

T 0 0 0 0 0 0 0

R | 3(8.6%) 3(3%) 8(24%) 2(16%) 1(17%) 1(25%) 0
Amoxicilina IS |32091.4%) 87(97%) 25(76%) 10(84%%) 5(83%) 3(75%) 4(100%)

l_ 0 0 0 0 0 0 0

R | 2(5.7%) 3(3%) 8(24%) 2(16%) 1(17%) 1(25%) 0
Amoxi/Clavul s [33(94.3%) 87(97%) 25(76%) 10(849%) 5(83%) 3(75%) 4(100%)

I— 0 0 0 0 0 0 0

R | 24(68.6%) 18(20%) 31(94%) 975%) 4(67%) 3(75%) 4(100%)
Metronidazol s | 11(31.4%) 72(80%) 2(6%) 3(25%) 2(33%) 1(25%) 0

l_ 0 0 0 0 0 0 0

R | 15(42,9%) 11(12%) 7((21%) 1(8%) 1(17%) 1(25%) 1(25%)
Clindamicina 'S |20(57.1%) 79(88%) 26(79%) 11(92%) 5(83%) 3(75%) 3(75%)

I_ 0 0 0 0 0 0 0

R | 23(65.8%) 16(18%) 13(39%) 5(42%) 2(33%) 1(25%) 1(25%)
Azitromicina s | 6(17.1%) T0(78%) 19(58%) 7(58%) 4(67%) 3(75%) 2(509%)

T 6(17.1%) 4(4%) 1(3%) 0 0 0 1(25%)

Taula 1-2 Distribucio de la susceptibilitat de diferents espécies bacterianes davant d’antibacterians
(d’un estudi realitzat a pacients amb infeccions bucals) on R son el nombre de resultats amb bacteris
resistents, S el de sensibles i I el d’intermedis (ni resistents ni sensibles).

Font: http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci arttext&pid=51698-69462006000100016

Tal i com es pot veure a l’anterior diagrama (Taula 1-2), ’amoxicil-lina és un
antibacteria d’ampli espectre, ja que la totalitat de families bacterianes de I’estudi son

majoritariament sensibles a la substancia. També es pot observar com I’eritromicina és
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d’espectre intermedi (ja que afecta a una part de les families) i el metronidazol d’espectre

reduit (ja que només afecta a una especie bacteriana de I’estudi).

Com s’ha mencionat anteriorment, pot ser que, per exemple, un antibacteria tingui
també accid antifngica. No obstant, I’espectre en un dels dos grups patogens sera

considerablement major.

1. 2. 5. Segons el mecanisme d’accio

S’entén mecanisme d’accid d’un antimicrobia com I’aspecte del cicle vital cel-lular
(des de I’afectaciéo d’un organul cel-lular concret fins a la d’un procés metabolic) que la
substancia altera per tal de causar la mort o inhibicid del creixement del microorganisme.
Aquest criteri de classificacid pot ser ambigu, ja que depenent del grup patogen amb el qual
es treballi els mecanismes d’acci6 son diferents (tots els antibacterians no tenen els mateixos
mecanismes d’accid que tots els antihelmintics). A més, determinar el mecanisme d’accid
d’una substancia antimicrobiana €s un procés dificultds, ja que necessita 1’us de técniques
bioquimiques, en ocasions, molt complexes. Aquest fet explica que en molts antimicrobians

(sobretot antiparasitaris) no es conegui el mecanisme d’accio.

Per tots aquests motius es parlara dels principals mecanismes d’accio i s’esmentara per
a quins antimicrobians segons la diana son valids. Els antibacterians segons els mecanismes

d’acci6 poden ser:

» Inhibidors de la sintesi de la paret cel-lular: son antibacterians o antifiingics que
impedeixen la sintesi i renovacié de la paret bacteriana o fingica, respectivament.
S’uneixen a enzims que permeten aquest procés o directament a 1’estructura cel-lular.
Alguns  exemples:  beta-lactamics  (penicil-lina...),  fosfomicina  (ambdos

antibacterians), equinocandines (antifiingics), etc.

# Modificadors de la permeabilitat de la membrana cel-lular: son antibacterians i
antifingics que s’uneixen a la membrana citoplasmatica o enzims relacionats amb la
sintesi de molécules per a la seva formacid i alteren 1’entrada i sortida de substancies.
Poden crear, per exemple, porus que provoquen la sortida massiva de substancies
vitals per al desenvolupament de la c¢l-lula. En alguns casos poden, fins i tot, causar
la lisi cel-lular. Alguns exemples d’antibacterians: polimixines, lipopéptids etc.

Alguns exemples d’antifungics: amfotericina B, nistatina...
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»# Inhibidors de la sintesi proteica: son antibacterians que unint-se a diverses
estructures (enzims o ribosomes) al llarg del procés de traduccid impossibiliten la
biosintesi de proteines interrompent el cicle vital del bacteri (que no pot crear enzims
per a desenvolupar correctament el metabolisme cel-lular, entre d’altres). Alguns
exemples d’aquests antibacterians son: cloramfenicol, eritromicina, espectinomicina,

etc.

»# Inhibidors de la sintesi de DNA o RNA: son antibacterians, antifungics i antivirals
que s’uneixen a DNA-polimerases i RNA-polimerases (o a zones especifiques de les
cadenes d’acids nucleics) i eviten la duplicacié del DNA i la transcripci6é d’aquest en
RNA. D’aquesta manera s’aconsegueix aturar 1’expressio genica de la cél-lula, amb la
qual cosa s’atura el seu cicle vital. En el cas dels antivirals, s’uneixen a les
polimerases de les cel-lules hoste (fet que pot ser nociu per a elles) o al material
genetic viral. Alguns exemples d’antibacterians son: rifampicina, quinolines,
metronidazole, etc. Un exemple d’antiftingic inhibidor de la sintesi de DNA o RNA ¢és

la flucitosina i ’aciclovir i el foscarnet ho son d’antivirals.

# Alteradors de vies metaboliques: son antimicrobians (a excepcidé d’antivirals) que
provoquen alteracions quimiques en el metabolisme cel-lular (alterant la sintesi o
descomposicid de substancies, el transport d’algunes d’elles, etc.). La immensa
majoria d’antiparasitaris es basen en aquest mecanisme d’accid (el d’una gran part de
la minoria restant és desconegut). Per exemple, molts antihelmintics actuen
disminuint el transport de glucosa (una de les principals fonts d’energia); augmentant
el transport d’ions calci per la pell de ’helmint, causant una paralisi muscular (és el
cas del praziquantel), impedint 1’accié de reductases als mitocondris, impossibilitant

la respiraci6 anaerobica; etc.

En el cas dels antivirals, altres mecanismes d’accié son: bloquejar 1’absorci6 i injeccid
del virus (eviten que aquest infecti la cel-lula), bloquejadors del despullament (eviten que el
material genétic viric surti de la capsida per entrar al citoplasma de la cél-lula hoste),
bloquejadors de I’assemblatge i [’alliberament (eviten que el material genétic viric

s’embolcalli en la capsida i surti a I’exterior de la cél-lula), etc.
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1. 2. 6. Segons la farmacocinética i la farmacodinamica

La farmacocinética és la branca de la farmacologia que estudia els efectes de les
substancies que s’apliquen sobre un organisme en funcié del temps. En canvi, la
farmacodinamica és la branca que estudia els efectes de les substancies que s’apliquen sobre

un organisme en funcié de la seva concentracio.

En aquest context cal mencionar un concepte molt important en microbiologia medica i
farmacologia (sobretot en la lluita contra bacteris): la concentracio minima inhibitoria o MIC
de les seves sigles en anglés (minimum inhibitory concentration). La MIC es defineix com la
quantitat més baixa d’antimicrobia per unitat de volum del medi de cultiu capag¢ d’inhibir el
creixement d’un microorganisme. En antibacterians també es parla de la concentracié minima
bactericida 0 MBC (minimum bactericidal concentration), és a dir, la quantitat més baixa
d’antibacteria per unitat de volum de medi de cultiu capa¢ de matar una determinada colonia
bacteriana. Es evident que la MIC i la MBC estan directament relacionades amb la
farmacodinamica, perd també amb la farmacocinética, ja que si un antimicrobia té una MIC
caldra estudiar els seus efectes amb el pas del temps per veure si té efectes negatius per a

I’organisme sobre el que s’aplica.

Es molt important valorar la relacié entre la farmacocinética i la farmacodinamica de
qualsevol farmac, és a dir, la relaci6 entre el temps d’accio i la concentracié necessaria per a
que un farmac faci efecte. Els antimicrobians no sén una excepcié i segons la seva

farmacocinética i farmacodinamica es classifiquen en substancies:

# Amb acci6 depenent de la concentracié: son antimicrobians que donen millors
resultats amb concentracions superiors a la concentracié minima inhibitoria, més
concretament si s’augmenta entre el 25 i1 640% per sobre de la MIC. En resum, com
més concentracié d’antimicrobia més efecte. Alguns exemples d’antimicrobians amb
accid depenent de la concentracid son els aminoglicosids (antibiotics bactericides
inhibidors de la sintesi proteica) i les quinolines (quimioterapics bactericides

inhibidors de la sintesi de DNA).

4 Amb acci6 depenent del temps: sén antimicrobians la concentracio dels quals ha de
superar la MIC durant cert temps. A més el seu efecte no augmenta amb la
concentracio, €s a dir, concentracions molt altes no faran augmentar 1’activitat
antimicrobiana. Alguns exemples son: els beta-lactamics i1 els glucopeptids

(antibiotics bactericides inhibidors de la sintesi de la paret bacteriana).
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1. 3. Els biocides

A Dinici d’aquest apartat s’ha donat una definicié bastant concreta del terme
antimicrobia i al llarg de tot el bloc s’han exposat exemples de substancies que complien en
la seva totalitat amb les caracteristiques donades. No obstant, hi ha una série de productes
quimics que, tot i tenir la finalitat d’eliminar microorganismes, no concorden amb exactitud
amb la definicié d’antimicrobia. Son alguns dels productes dins del grup dels anomenats

biocides.

El Govern de I’Estat Espanyol defineix el terme biocida (d’acord amb la legislacio
europea) com a tota substancia quimica, mescla d’elles o microorganisme capag de destruir,
contrarestar, neutralitzar, impedir [’accio o exercir un control d’altre tipus sobre qualsevol

. . ., I . RN ) « e, .
organisme nociu per mitjans quimics o biologics”. No obstant, aquesta definicié és ambigua,
ja que segons ella es podria pensar que els antimicrobians estan contemplats com a biocides (i
la seva classificacido només inclouria alguns antihelmintics 1 antiartropodes). Aixo ¢és degut a
que el concepte engloba una gran quantitat de substancies (inclus microorganismes), dels

quals només dos tipus poden ser considerats antimicrobians: els antiseptics i els desinfectants.

Els antiséptics i els desinfectants son substancies quimiques destinades a la destrucci6
de microorganismes, uns s’utilitzen sobre teixits vius i els altres sobre superficies o cossos
inerts, respectivament. Aquest matis és important ja que s’utilitzen aquests termes com a
sindnims 1 no ho son. La gran majoria de desinfectant no poden ser utilitzats com a
antiseptics (ja que danyarien els teixits) 1 molts antiseptics no poden utilitzar-se com a
desinfectants ja que no serien prou eficacos. Un exemple de desinfectant és el llegiu i un

d’antiseptic la clorhexidina, que s’utilitza per a desinfectar ferides.

Tot 1 que ambdues substancies s’empren per a I’eliminacié de microorganismes no
compleixen totes les caracteristiques dels antimicrobians. En primer lloc, la concentracid
necessaria per a que siguin efectius és bastant alta (es pot dir que la seva MIC ¢és
excessivament elevada en comparacié amb la de la gran majoria d’antimicrobians). En segon
lloc, no disposen de dianes concretes o mecanismes d’accid tan especifics com els
antimicrobians. El seu efecte €s degut a que son substancies potencialment toxiques i per tant
poden eliminar gran quantitat de microorganismes sense importar el seu grup patogen
simplement perqué soén toxics (si s’utilitzessin contra organismes macroscopics segurament

també els mataria). Finalment, aquesta toxicitat fa que puguin afectar a I’organisme superior

® Gobierno de Espanya. Biocidas. Publicacié electronica consultable a:
http://www.mapama.gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/productos-quimicos/biocidas/
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sobre el que s’utilitzen de manera que només es puguin aplicar en contextos molt limitats
(sobre la superficie del teixit epidérmic vegetal, la superficie del sistema tegumentari’ dels

animals, algunes mucoses...).

Donades aquestes diferéncies és comprensible la diversitat d’opinions en quant a la
catalogacio dels antiséptics i1 desinfectants com a antimicrobians. Alguns autors els engloben
com a tal i d’altres afirmen el contrari. Al llarg d’aquest treball es tractara als antiseptics i
desinfectants com a antimicrobians perque la principal funcid d’aquests és la d’eliminar
microorganismes per tal de prevenir les infeccions produides pels patdgens microscopics i, al
cap 1 a la fi, ’eliminacié de microbis sera la primordialitat del producte que es realitzara
durant el projecte (que pot acabar sent un antiséptic o un desinfectant). Al seglient apartat

s’aprofundira en la descripcié d’aquest tipus de substancies.

7 Sistema tegumentari: sistema organic que recobreix els animals, format per la pell i faneres (pél, ungles...)
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2. ANTISEPTICS I DESINFECTANTS

Antiseptics 1 desinfectants son substancies antimicrobianes molt utilitzades a la vida
quotidiana de les persones. Aquest tipus de productes ajuden als humans, entre altres, a
mantenir una higiene optima, evitar el contagi de patogens, facilitar la seva eliminacid... A
més, cal tenir en compte que la produccié d’un antiséptic o un desinfectant és molt més
senzilla que la d’un antimicrobia convencional per a us huma (antibacteria, antifungic...). En
el cas dels antiséptics perque €s limiten a I’administracid per via topica (sobre la pell) 1 aixo
elimina del procés d’estudi del producte moltes de les interaccions farmacologiques, molts
possibles efectes secundaris, etc. En el cas dels desinfectants el motiu és més simple, com
s’apliquen sobre materia inert només cal preocupar-se per la seva efectivitat, cost de

fabricaci6 i altres parametres molt més facils d’estudiar.

Totes aquestes caracteristiques justifiquen que en aquest projecte sigui més viable la
creacid d’un antiséptic o un desinfectant que la d’un antimicrobia convencional. Per aixo en
el segiient apartat es tractaran temes molt diversos sobre aquestes substancies, des de la seva

classificacio fins als requeriments necessaris per a la seva comercialitzacio.

2. 1. Aspectes generals

L’us d’antiseptics i desinfectants és molt necessari per tal d’evitar la transmissio de
microorganismes patogens i per tant de malalties infeccioses. Sembla evident que gracies al
seu descobriment es reduis la mortalitat deguda a aquest tipus de malalties. El primer
antiséptic del qual es té constancia va ser ideat pel metge Ignaz Semmelweis, qui va
aconsellar als obstetres del seu hospital que es rentessin les mans amb una soluci6 de clorur
de calci abans d’atendre un part. Gracies a aixo es va reduir la taxa mortalitat per sepsia
puerperal (infeccid greu que afecta a tot I’organisme) un 70%. No obstant, no va ser fins 25
anys després, amb els descobriments de Louis Pasteur sobre el mén dels microorganismes,

que es va generalitzar [’s d’antiséptics i va sorgir la cirurgia antiséptica o higiénica.

Actualment, I’arsenal de biocides del qual es disposa €s infinitament major. A més, els
antiseptics i desinfectants no només s’utilitzen en I’ambit medic, sind també en I’ambit
quotidia, en la industria alimentaria (elaboracid i comercialitzacié d’aliments...)... fets que
ajuden a evitar el contagi d’infeccions. No obstant, aquest elevat s que es fa dels antiseptics

i desinfectants també té inconvenients. Hi ha estudis que afirmen que aquest creixement en
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I’Gs de biocides esta relacionat amb la resisténcia dels bacteris als antibacterians™. Aixd és
degut a que es creu que alguns biocides tenen mecanismes d’accié similars als dels
antimicrobians convencionals (tot i que els mecanismes d’accid dels antiséptics i

desinfectants s6n encara una incognita de la qual només es tenen algunes teories).

2. 2. Classificacio dels antiséptics i desinfectants

Tot i que la majoria de criteris de classificacid per a als antimicrobians també son
valids per als antiséptics i desinfectants, és evident que en tractar-se de substancies amb un us
diferent alguns d’aquests métodes de caracteritzacid siguin innecessaris (no és massa
important congixer el mecanisme d’accidé del llegiu ja que només importa que actui
correctament eliminant microorganismes) o insuficients (es necessari con¢ixer amb exactitud
els diferents patogens als quals afecta la substancia, és a dir congixer el seu espectre més

concretament).

Els criteris de classificaci6 més rellevants per als antiseptics i els desinfectants (i

necessaris per als requeriments técnics i legals per a la seva comercialitzacid) son:

2. 2. 1. Segons I’espectre d’activitat

Tal i com s’ha mencionat amb anterioritat 1’espectre d’activitat dels antimicrobians
convencionals no ¢és suficient per a classificar els antiseptics i1 desinfectants. Triar una
substancia biocida amb un espectre o un altre és un factor clau per tal d’aconseguir un nivell

de desinfeccio concret.

A diferéncia dels antimicrobians convencionals, I’espectre dels antiseptics i
desinfectants no depén de la quantitat d’especies patogenes a les que afecti. Els microbis
tenen certa resisténcia als processos de desinfeccid. Per exemple, els micobacteris son més
resistents a la desinfeccio que els fongs. Els microbis segons la seva resisténcia a processos
d’eliminacid es poden veure a la segilient imatge (Figura 2-1). Segons 1’espectre d’activitat hi

ha antiseptics i desinfectants:

» De baix nivell: poden eliminar la majoria de bacteris i alguns virus (amb embolcall) 1

fongs. Per exemple, els amonis quaternaris.

# De nivell intermedi: son capagos de destruir tots els bacteris, fongs, virus (amb 1

sense embolcall), i alguns micobacteris. Un exemple ¢s 1’etanol.

¥ GILBERT, P., MCBAIN, A.l., Potential impact of increased use of biocides in consumer products on
prevalence of antibiotic resistance. Clin Microbial Rev 2003; 16: 189-208.
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» D’alt nivell: eliminen tots els microbis dels nivells anteriors a més de protozous (del

genere Cryptosporidium) perd només son capacos d’eliminar algunes esportes

. 9 . .., , ,
bacterianes” si I’exposici6 a aquestes és prolongada. Un clar exemple és el formol.
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Figura 2-1 Classificacio dels microorganismes segons la seva resisteéncia als processos d’eliminacio.
A la part superior es situen els més resistents i a la inferior els menys resistents. A la dreta es pot
apreciar els diferents nivells de desinfeccio segons els microorganismes als que afecten, aspecte
relacionat directament amb els tipus d’antiseptics i desinfectants segons [’espectre d’activitat.

Font:
http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/home_canal salut/professionals/recursos/protocols i reco
manacions/28_centres_sanitaris/documents/prevencio_antisepticsdesinfectants.pdf

Tal i com es pot observar a la imatge (Figura 2-1), encara hi ha uns microbis els quals
son resistents als antiséptics i desinfectants: els prions'’. Aquests només poden ser eliminats

per metodes d’esterilitzacio fisics, dels quals es parlara més endavant.

2. 2. 2. Segons ’estructura quimica
Es possiblement el criteri de classificacié més emprat. Es bassa en diferenciar les
diferents substancies biocides en funci6 dels seus grups funcionals. Els principals grups

quimics d’antiseptics i desinfectants son:

° Espora bacteriana: forma de resisténcia adoptada per alguns bacteris dels géneres Bacilus i Clostridium quan
es troben en condicions adverses. Son estructures més petites que els bacteris altament deshidratades i contenen
les substancies basiques per a la seva supervivéncia i retorn a I’estat vegetatiu (normal).

' Pri6: agents patogens semblants als virus perd inicament formats per proteines.

29




El picant com a desinfectant

30

4 Alcohols: disposen del grup funcional —OH a la seva estructura quimica. Son de

nivell intermedi, tot i que actuen molt bé contra micobacteris. Poden utilitzar-se com a
antiseptics per a la pell o com a desinfectants de superficies, tot i que si es vol
aconseguir una millor desinfeccié s’aconsellen altres tipus de desinfectants (ja que la
seva rapida evaporacio redueix el temps d’actuacid). Els més utilitzats son: etanol o

alcohol etilic, isopropanol o 2-propanol i propanol o 1-propanol.

Aldehids: tenen com a minim un grup =O terminal. So6n desinfectants d’alt nivell i
s’utilitzen per a la desinfeccid de superficies, aparells i instruments quirurgics (no
poden ser utilitzats com antiséptics ja que serien nocius per als teixits). Els més
emprats son el formol (dissolucié de formaldehid, també conegut com metanal) 1 el

glutaraldehid (1,5-pentandial).

Biguanides: es caracteritzen per tenir una successio de grups —NH (alguns d’ells units
amb doble enllag). Tot i que la majoria s’empren com a medicaments per a tractar la
diabetis, la clorhexidina (clorofenilbiguanida) és D’antiseéptic per a ferides per
excel-léncia. Tot i ser de nivell baix, fa disminuir considerablement la flora cutania
segons després de la seva administracid, sense provocar cap irritacid ni molestia 1

tenint una durada d’unes sis hores.

Derivats clorats: son substancies que contenen clor (Cl) a la seva estructura quimica.
La majoria son desinfectants de nivell intermedi i alt, tot i que també hi ha alguns
antiseptics de nivell baix i intermedi (oxiclorose). El seu ts és molt variat, des de la
purificacié de les aigiies (clor elemental) fins a la neteja de la llar (hipoclorit sodic o
llegiu) i1 I’esterilitzacié de material quirargic (cloramines). Cal tenir en compte que la
seva efectivitat esta fortament determinada per una serie de variables: el temps de
contacte, el pH (com més elevat menys activitat antimicrobiana), la temperatura, la
presencia de materia organica (tal i com es comentara més endavant la presencia de
bruticia organica ¢és un factor clau en I’activitat antimicrobiana de molts antiseptics i

desinfectants).

Derivats iodats: es tracta d’antimicrobians que contenen atoms de iode (I) lliures o a
la seva estructura. Basicament son antiséptics de nivell intermedi i alt, no obstant
poden utilitzar-se com a desinfectants en alguns casos determinats (es pot utilitzar
tintura de iode en molt baixes quantitats per a desinfectar aigua en situacions

d’emergencia). El compost iodat per excel-léncia €s la povidona iodada (possiblement
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més coneguda pels seus noms comercials com Betadine® o Topionic®) que s’utilitza
ampliament en I’ambit medic per a desinfectar la pell abans d’operar, injectar o
aspirar, per a netejar ferides, talls... Tot i que a nivell quotidia I’s de la povidona
iodada esta bastant estés, s’haurien d’utilitzar altres antiséptics com la clorhexidina ja
que els composts iodats deixen molts residus que si no es netegen adequadament

poden ser perjudicials.

» Fenols i derivats: disposen de radicals benz¢ amb alcohol (-OH) a la seva estructura
(derivats del fenol). Actuen com a desinfectants de nivell intermedi per a la
desinfeccio de superficies com a alternativa als hipoclorits. Son irritants (fins al punt
que alguns poden causar cremades) i molta gent n’és al-lérgica. Es per aixo que es
consideren toxics en concentracions superiors al 5% en massa i el seu s com a
antiseptics esta restringit a pocs casos (elixirs bucals en concertacions baixes, etc.).

Alguns exemples son: el fenol, cresol, hexilresorcinol, hexaclorof€...

# Metalls pesants: son derivats la plata (Ag) i el zinc (Zn). Fa anys també s’utilitzaven
biocides derivats del mercuri (Hg) pero van deixar d’utilitzar-se per la seva elevada
toxicitat. Tot i que pugui sorprendre, s’utilitzen com a antiséptics de baix nivell pel
tractament de cremades de segon i tercer grau (nitrat de plata), el de I’acne i certes

formes de lupus (sulfat de zinc), etc.

» Oxidants: son substancies formades basicament per oxigen (Oxids, peroxids...).
L’espectre d’activitat dels biocides oxidants varia des del nivell intermedi fins a 1’alt.
Sén utilitzats com a antiseptics (peroxid d’hidrogen o aigua oxigenada) i desinfectants
(oxid d’etile i 0z06, que s’empren en metodes d’esterilitzacid fisics com a substituts del

glutaraldehid).

2. 3. Asepsia i antisepsia

Fins ara s’han mencionat termes com “desinfeccio”, “esterilitzaci6”, “neteja”... sense
fer una distincio clara dels conceptes. Tots ells estan relacionats amb els processos d’asepsia i
antisepsia, ambdos processos d’eliminacié de microorganismes pero el primer de matéria
inert (s’utilitzen desinfectants) i el segon de matéria viva (s’utilitzen antiséptics). Es

important congixer aquests processos amb detall per tal de seleccionar el producte biocida

adequat per a cada cas.
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L’aseépsia ¢és el conjunt de procediments que permeten mantenir lliure de
microorganismes espais, instruments i en general materia inert. Aquest processos son tres: la
neteja, la desinfeccido i Desterilitzacid, ordenats de manera ascendent en funcidé de
I’eliminaci6 de microbis (sent la neteja el procés que menys elimina i D’esterilitzacio la
supressio total de microorganismes). A la segiient imatge (Figura 2-2) es pot veure una

descripci6 grafica del procés.

- ST, (e

« Eliminacié de * Disminuci6 del nombre de microorga- * Supressié total dels microorga-
fexitig ofoRRIOS njsmes de materials inerts. nismes presents en matéria
2 E * Us de desinfectants adequats al nivell. ‘ inert.
inorganics. \

» Us de procediments fisics o

T ibdedemensl ) | desinfectants d'alt nivell
aigua.

! _ durant un temps prolongat.
Figura 2-2 Procés c;’etallat de l’asepsia.
Font: Propia.

Tal 1 com es pot apreciar a la imatge la neteja és imprescindible per tal de poder
desinfectar o esterilitzar un objecte o superficie. Aixo es degut a que els residus organics i/o
inorganics afecten considerablement a I’activitat antimicrobiana dels desinfectants. A més, és
possible que la superficie que es vulgui desinfectar o esterilitzar disposi d’un biofilm''. En
aquest casos ¢és imprescindible eliminar-lo, ja que sind sera impossible eliminar els
microorganismes. La desinfeccio pot ser de tres nivells en funci6é de I’espectre d’activitat de
la substancia utilitzada. En quant a ’esterilitzacio, s’acostumen a utilitzar majoritariament
procediments fisics com 1’as de I’autoclau'” (calor humit), tot i que al sotmetre els materials a
altes temperatures i1 pressions ¢és possible que no tots resisteixin. Per aixo també s’utilitzen
gasos desinfectants (0xid d’etile, acid peracétic...) o desinfectants liquids d’alt nivell
(glutaraldehid) durant un temps prolongat. Cal destacar que aquest no és un procés
necessariament consecutiu que finalitza amb [’esterilitzacio, pot aturar-se en qualsevol dels

estadis en funci6 del nivell aseptic que es desitgi.

Dr’altra banda, I’antisépsia consisteix en la disminucié del nombre de microorganismes
d’una superficie viva (pell, mucoses...). Es important destacar que I’antisépsia només engloba
la neteja 1 la desinfecci6 amb productes antiseéptics. Seria impossible arribar a un nivell
d’esterilitat sobre un teixit viu, ja que els processos als qué s’hauria de sotmetre serien

nocius. A més, eliminar tota la microbiota de, per exemple, la pell seria perjudicial, degut a

' Biofilm: matriu intercel-lular que actua com un ciment gelatins aglutinant i protegint colonies bacterianes
'2 Autoclau: aparell destinat a esterilitzar mitjangant vapor a pressio. Consisteix en un recipient de parets
resistents que fa augmentar la temperatura de 1’aigua per sobre dels 120°C i elevar la pressi6 fins a 200 kPa.
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I’existéncia de microorganismes beneficiosos en ella. Per tant, I’antisépsia es basa en la
neteja (per eliminar residus que puguin alterar ’accio dels antimicrobians) amb detergents
(basicament aigua i sabd) i el posterior Gs d’antiseptics per a reduir la preséncia de

microorganismes patogens.

2. 3. 1. Classificacio del material per a la seva asépsia

L’any 1968, el metge america Earle H. Spaulding va classificar el material hospitalari
en funcid del risc d’infeccidé que comportava la seva utilitzacid. Segons aquesta, els materials
(principalment els d’us hospitalari) necessiten un nivell aséptic concret. Es important
coneixer quins materials estan dins de cada tipus per tal de delimitar un possible mercat quan

es crea un desinfectant.
Els grups de materials segons el seu risc de transmetre infeccions son:

# Materials critics: son considerats materials d’alt risc. S’engloben en aquest grup tots
els estris que poden entrar en contacte amb teixits esterils (teixits de ’interior del cos
huma) o amb el sistema cardiovascular. Necessiten un nivell aséptic maxim, és a dir,
patir processos d’esterilitzaci6. Alguns exemples son: el material quirtrgic, els

catéters, les sondes urinaries...

# Materials semicritics: son tots els objectes que entren en contacte amb membranes
mucoses o pell no intacta (ferides, cremades...). Han de patir desinfeccions d’alt nivell
(amb desinfectants d’aquest grau). Els equips d’anestésia, els respiradors, elements

d’ortodoncia... s6n alguns exemples.

# Materials no critics: aquells que Gnicament entren en contacte amb pell intacta, com
els termometres o els tensiometres. Haurien de ser desinfectats amb substancies de

baix nivell i1 intermedi.

Cal tenir en compte que hi ha situacions especials on no es segueix al peu de la lletra la
classificacio del doctor Spaulding. Es el cas dels nadons o les persones immunodeprimides
(el sistema immunitari de les quals funciona per sota de 1I’index de normalitat), que son
extremadament susceptibles a patir infeccions i per aixo practicament tot el material que
utilitzen hauria de ser estéril (material critic) o estar molt ben desinfectat (material

semicritic).
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2. 3. 2. Higiene de les mans

La higiene de mans engloba molts conceptes com el rentat de mans i I’antisepsia de

mans. Es important conéixer aquests termes ja que hi ha la possibilitat que el producte que

s’acabi desenvolupant en aquest projecte sigui un antis€ptic per a mans, i per tant es necessiti

concretar la seva utilitat.

Les mans sén una de les principals vies de transmissid de microorganismes. Mantenir-

ne una bona higiene ajuda a prevenir el contagi de malalties infeccioses. No obstant, no tots

els procediments son igual d’efectius. Aquests son basicament quatre:

» Rentat de mans: es refereix al rentat de mans amb aigua i sabd normal. Aquest no

aconsegueix eliminar els patogens presents a les mans, Unicament facilita I’eliminacid

de residus.

Antisépsia de mans: es refereix a 1’Gs d’algun producte antiséptic de baix nivell o
intermedi per a mans. Per a ser més efectiu, necessita d’un rentat previ per tal
d’eliminar els residus que puguin interferir amb I’activitat antimicrobiana de la

substancia.

Rentat de mans antiséptic: tot i que pugui semblar una combinacid dels anteriors és,
en realitat, al rentat de mans amb aigua i1 un sabo que porti incorporat un producte
antimicrobid (principalment algun alcohol). L’avantatge respecte 1 anterior
procediment és que 1’antiséptic es distribueix millor per tota la superficie de la pell al
mesclar-se amb aigua (molts antiséptics per a mans s’assequen abans d’haver-los

estes bé per les mans).

Rentat de mans quirurgic: és el procés de rentat reservat a les cirurgies. En ell
s’utilitzen antiseptics d’alt nivell o intermedi que eliminen gran part de la flora
cutania de la pell de les mans i tenen una persisténcia de 1’efecte antimicrobia

elevada. Aquestes substancies, per contra, son bastant agressives per a la pell.

Hi ha una gran varietat de productes per a la higiene de mans, els principals son:

4 Sab6 normal: és un conjunt de substancies que actuen com a detergents (afavoreixen
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la mescla de greixos amb 1’aigua, és a dir, I’emulsi6). La seva activitat antimicrobiana
¢s minima, eliminen microorganismes per arrossegament i la seva eficacia depén de la
durada del rentat. Es comercialitza en forma de pastilles (son poc aconsellables ja que

s’hi acumulen molts microorganismes), en gel, en forma liquida o en pols.
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Alcohols: son els antiseptics per a mans més utilitzats, degut al seu ampli espectre
d’activitat (son de nivell intermedi), a la seva rapida actuacio i a que no soén irritants
en la immensa majoria de casos. Per contra, la seva activitat antimicrobiana es veu
reduida per la preséncia de residus i no és massa persistent. Es troben com a
component principals de molts sabons antiséptics i en solucions antiséptiques, en
concentracions d’entre el 60% i el 95%" (una concentraci6 superior és ineficag i mai
pot ser del 100% ja que necessita d’aigua per actuar). Es comercialitzen en format gel

o liquid i encara no s’ha demostrat quin dels dos és més efectiu.

Clorhexidina: s’utilitza basicament en sabons antiséptics destinats a un rentat de
mans quirurgic i també pot estar presents en productes compostos basicament per
alcohols com a refor¢ d’aquests. Els seus avantatges respecte els alcohols son: la seva
persisténcia en el temps (d’entre una i sis hores), que la seva activitat no es veu massa
alterada amb la preséncia de materia organica i que té una toxicitat minima (ja que la
pell practicament no I’absorbeix). No obstant, té¢ un acci6 antimicrobiana més lenta i

el seu espectre no és tan ampli.

Povidona iodada: de la mateixa manera que la clorhexidina, es troba present en
sabons antiseptics per al rentat quirtrgic. No obstant €s bastant irritant i la seva

activitat disminueix amb la preséncia de residus organics.

A la segiient taula (Taula 2-1) es comparen els espectres i algunes caracteristiques de

les substancies antimicrobianes anteriorment esmentades.

Bacteris Bacteris Velocitat
grampo- gramne- Micobacteris | Fongs | Virus d'accl6 Comentaris
sitius gatius

Alcohols [11) (11} o00 869 (11 Rapida Concentracid
al 60% - 95%.
No té
activitat

| persistent

Clorhexidina (1] ( ] L] L] [ 11] Intermédia | Té activitat
persistent
Rarament
fa reaccions
allérgiques

[ lodorers l 000 | o0 | ® [ o0 | o0 Intermedia | £ irritant Qfocxom lent; @@ bo perd no inclou tot I'espectre; @ pobre.
* 'aloohol isopropliic és menys eficag davant de virus sense embolcall

Taula 2-1 Taula comparativa de [’espectre, la velocitat d’accié i altres caracteristiques dels
alcohols, la clorhexidina i els derivats iodats (com la povidona iodada). A la part inferior hi ha
alguns aclariments respecte la simbologia.

Font:

http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/home canal salut/professionals/recursos/protocols i reco

manacions/28 centres sanitaris/documents/prevencio antisepticsdesinfectants.pdf

" Forquilla d’activitat de ’etanol. L’activitat antimicrobiana de ’etanol 77% equival a la de I’isopropanol al
60% i a la del propanol al 42%.
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2. 4. Requeriments dels antiséptics i desinfectants

Quan es pretén comercialitzar un antiséptic o desinfectant és necessari que aquest
disposi d’informacio legal i técnica. Es imprescindible saber quins sén aquests requeriments
si un cop realitzat el producte d’aquest projecte es vol procedir a la seva comercialitzaci6. A
continuacié es s’especificaran els requeriments legals i técnics més importants per a

antiséptics i desinfectants segons la Generalitat de Catalunya'®.

2. 4. 1. Requeriments legals
Cal destacar que depenent del tipus de substancia (antiséptica o desinfectant) i la seva
utilitzaci6 els requeriments legals canvien. Es per aixd que a continuaci6 es diferenciaran els

seguents grups:

4 Antiseptics per a pell intacta: han d’estar registrats com a productes sanitaris
biocides de la Subdireccié General de Productes Sanitaris de ’AEMPS". Aixo es
resumeix amb el codi DES seguit d’un niimero que hauria d’apar¢ixer a 1’etiqueta del

producte.

4 Antiseptics per a pell ferida, no sana o mucoses: necessiten el registre d’especialitat

farmaceéutica.

» Desinfectants per a superficies i material inert: no son considerats productes
sanitaris, tot i aixi, també necessiten el registre de la Subdirecci6 General de

Productes Sanitaris de I’ AEMPS'® (DES seguit d’un niimero).

» Desinfectants per a instrumental médic hospitalari: son considerats productes
sanitaris de classe IIA i han de portar el marcat de conformitat europea (CE) que
requereix d’una inspeccid i verificaciéo de qualitat del producte per part d’alguna

organitzacio6 especialitzada.

2. 4. 2. Requeriments técnics

S’entén com a requeriments técnics d’un producte el conjunt de la informacié sobre les
caracteristiques del mateix (composicid, precaucions, instruccions d’Us...). Aquests poden
apargixer en prospectes que acompanyin els articles o en publicacions electroniques de facil

accés. No obstant, hi ha una série de requeriments que legalment han d’aparcixer en

' Informacié obtinguda de: D. A. Antiséptics i desinfectants. Publicacié electronica consultable a:
http://canalsalut.gencat.cat/web/.content/home canal salut/professionals/recursos/protocols i recoma
nacions/28 centres sanitaris/documents/prevencio antisepticsdesinfectants.pdf

"> Agéncia Espanyola de Medicaments i Productes Sanitaris.
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I’etiqueta del producte. En el cas dels antiséptics i els desinfectants, els requeriments técnics,

segons el govern del Regne d’Espanya, que han d’apar¢ixer a ’etiqueta son:

»#  Informacié administrativa: engloba el nom comercial del producte (que ha d’estar
indicat de manera clara a la part principal de 1’etiqueta), el nom 1 direcci6 del titular
de [P’autoritzaci6 de comercialitzacié '® i algun dels codis legals esmentats

anteriorment (segons el tipus de biocida).

» Composicié del producte: descripcié detallada de cadascun dels components que
formen la substancia amb la seva respectiva concentracid, aixi com la quantitat de

producte present a I’envas.

»# Indicacions de perill i consells de prudéncia: s’han de mencionar tots els consells
que puguin ajudar a prevenir un accident, acompanyats dels pictogrames de
perillositat corresponents. Per exemple: mantenir fora de I’abast dels nens, utilitzar

guants protectors...

» Usos autoritzats: ¢és imprescindible comentar tots els aspectes referits a la utilitzacio
del producte. En primer lloc, cal indicar les instruccions d’us esmentant la informacid
present a la segiient taula (Taula 2-2). En cas que 1’Gs del producte comporti un risc
per a I'usuari, s’ha d’informar de mesures de mitigacié del risc aixi com donar dades
sobre possibles efectes adversos 1 consells d’actuacié en cas d’accident. Finalment,
s’ha d’informar de les condicions de conservacid, la vida util (en condicions
d’emmagatzematge normals) i de les instruccions per a I’eliminacié segura del

producte i I’envas.

Nom de la classe de biocida del qual es tracta (antiseptic, desinfectant...) el
producte.

Text instructiu on s’esmenten els passos a seguir per a fer un bon us del
biocida.

Llistat dels organismes (nom comu i cientific) els quals es veuen afectats per
la substancia.

Situaci6 en la que s’ha d’utilitzar el producte (exteriors, interiors...).

Quantitat de substancia que s’ha d’aplicar per us i temps que ha de transcorrer
entre aplicacions.

' Titular de ’autoritzacié de comercialitzacié d’un producte: és la persona fisica o juridica responsable de
la comercialitzacio d’un producte para al que ha obtingut la preceptiva autoritzacio de comercialitzacio.
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Nivell de professionalitat que han de tenir les persones que utilitzen el
producte (si el pot utilitzar tothom, només personal professional especialitzat,
etc.).

Taula 2-2 Taula descriptiva de les diferents dades que han d’aparéixer en les instruccions d’us d’un
biocida.

Font:
http.//www.msssi.gob.es/ciudadanos/saludAmbLaboral/prodQuimicos/sustPreparatorias/biocidas/doc
s/resolucionROB/RM-2015-14-00272.pdf

Tot 1 que aquesta €s la informacid basica que tot biocida hauria de tenir, en moltes
ocasions els usuaris necessiten de dades addicionals, sobretot si el producte és nou i disposa
d’alguna caracteristica especial (com seria el cas del producte que es pretén realitzar en
aquest treball). Aquests requeriments técnics més especifics no han d’aparéixer a les etiquetes
dels biocides, sin6 que estan més reservats a 1’ambit electronic. En el cas dels antiseptics i

desinfectants alguns dels requeriments especifics son:

»# Fitxa técnica: apart de la composici6 detallada del producte, es poden mencionar les
seves propietats organoléptiques (descripcié de les caracteristiques fisiques), entre

d’altres.

» Espectre d’activitat: no només s’ha d’indicar els organismes contra els que el
biocida ¢és efectiu o el nivell d’espectre (alt, intermedi o baix) que té. Cal mencionar si

: . . , N U PO
les experimentacions per a esbrinar I’espectre han estat in vivo ', in vitro ~ i/o amb
interferéncia amb residus organics (poden afegir-se publicacions cientifiques que
corroborin els resultats). Aixd és important, que molts antiséptics i desinfectants tenen

efectes diferents en funcid del medi.

» Condicions d’utilitzacié: a part de les instruccions d’us, adverténcies, consells de
seguretat... es pot avisar de 1’existéncia d’alguna substancia que inactivi ’activitat del
producte (aigilies dures, amb alt contingut en minerals, matéria organica...) o d’algun

material que es vegi deteriorat en aplicar-li el biocida.

» Toxicitat: és molt important recalcar si existeix alguna toxicitat. En cas dels
antiseptics, cal emfatitzar en I’absorcié de la substancia sobre la pell 1 si aixd

comporta algun inconvenient.

"7 Experimentacié in vivo: investigaci6 realitzada sobre un organisme viu en un medi poc controlat (natura...).
Per exemple, realitzar una prova d’eficacia d’un antimicrobia en un huma.

'® Experimentacié in vitro: investigacié realitzada sobre un organisme viu o mort en un medi controlat (al
laboratori...). Per exemple, realitzar una prova d’eficacia d’un antimicrobia en una placa de cultiu.
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3. LA CAPSAICINA

La capsaicina és la substancia que és el principal objecte d’estudi d’aquest projecte
d’investigacio, ja que és el component principal (principi actiu) del producte antimicrobia
realitzat. Per aixd és important con¢ixer alguna de les seves caracteristiques, el lloc d’on

s’extreu, etc.

3. 1. Aspectes generals

La capsaicina és un compost organic del grup dels alcaloides'’, present a determinades
varietats de pebrots (la majoria de les especies del geénere Capsicum) a les quals aporta la
seva picantor caracteristica. Més concretament, el gust picant d’alguns pebrots és causat per
la preséncia de capsaicinoides, un conjunt de substancies amb una estructura molecular molt
similar (Figura 3-1) del qual la capsaicina és la majoritaria (Taula 3-1). Per tant, la picantor
del pebrot és directament proporcional a la quantitat de capsaicinoides que conté. Cal tenir en
compte que els capsaicinoides representen aproximadament el 1% de la massa en sec de les

varietats més picants de pebrots.

Figura 3-1  Estructura molecular general dels
capsaicinoides, formada per un grup amida (lila), un grup
fenil (verd), un metileter (blau), un hidroxil (vermell) i la

N\ R cadena R que depenent del nombre d’atoms de carboni i
‘ ) enllagos dobles dona lloc als diferents capsaicinoides.
@ H Font: http://minerva.uca.es/publicaciones/asp/docs/tesis/gf
ernandezbarbero.pdf
Abundancia Unitats de
Nom . i Estructura cadena lateral (R)
mitjana (%) D’Escala Scoville
Capsaicina 69 1,6 10 \/\/\)\
Dihidrocapsaicina 22 1,6:10 \/\/\)\
Nordihidrocapsaicina 7 9,4-10° M/
e

Homocapsaicina 2 1,4 10 \/\W

Taula 3-1 Taula comparativa d’alguns dels capsaicinoides més comuns. Es mostra el percentatge
mitja sobre el total de capsaicinoides presents en un pebrot picant, les unitats de picantor (SHU) i
l’estructura de la seva cadena lateral R.

' Alcaloide: compost organic provinent del metabolisme secundari de plantes, originat a partir d’aminoacids.
La capsaicina és considerada un protoalcaloide, ja que, tot i provenir de la fenilalanina (aminoacid), el nitrogen
no esta al cicle i presenta un grup amida.
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La principal funci6 de la capsaicina (i dels capsaicinoides en general) és la de protegir
els pebrots davant de determinats depredadors. De fet, la pebrotera sintetitza més capsaicina
quan es sent amenagada. Es a dir, si, per exemple, les temperatures son adverses (molt altes o
molt baixes) o hi ha preséncia d’una plaga, la planta comenca a sintetitzar capsaicina com a

proteccio.

Aquesta substancia presenta certa selectivitat en quant als seus efectes picants, ja que
afecta a la majoria de mamifers (entre ells els herbivors que es mengen els pebrots) i és
innocua davant dels ocells. Aix0d permet explicar I’aparicid de la capsaicina des d’un punt de
vista evolutiu. Els herbivors son potencials destructors de la planta i les seves llavors (les
trenquen amb els seus molars) i els ocells en son bons transportadors (les distribueixen a
suficient distancia com per a que no hi hagi competéncia entre les plantes). Aixi les
pebroteres que per alguna mutacié genetica haguessin comencat a sintetitzar capsaicinoides
predominarien a les que no, ja que gracies a ells les seves llavors no haurien estat destruides i

donarien lloc a noves plantes.

No obstant, tal i com es veura a continuacid, la capsaicina presenta un gran nombre de
propietats beneficioses per als humans, més enlla de les aplicacions culinaries que puguin
tenir els pebrots. I és que aquests ja eren utilitzats per les civilitzacions precolombines

(sobretot els maies) per a tractar malalties.

3. 2. Caracteristiques de la substancia

La capsaicina és un compost inodor i de color blanquinés, tot i que a vegades pot
presentar una pigmentacio envermellida degut a que, durant la seva separaci6 de la resta del
pebrot, poden quedar residus del fruit. Aixo €s degut a que les extraccions més basiques de
capsaicina de pebrots picants donen com a resultat un producte conegut com oleoresina™, una
mescla vermellosa de capsaicinoides i altres substancies presents als pebrots, de la qual cal
separar el producte desitjant (un procediment laborids i poc exacte, tal i com es veura més

endavant).

La capsaicina és una substancia lipofila, amb la qual cosa és soluble en greixos, i
presenta certa dificultat a dissoldre’s en aigua. Aquesta caracteristica demostra que, per tal de
treure el seu gust picant de la boca, I’aigua sigui completament inefica¢ i1 es necessiti de

substancies greixoses com la llet (que la dissolen i permeten la seva ingesta, amb la qual cosa

20 . , . . . . .
Oleoresina: mescla més o menys fluida de resina i olis essencials de plantes.
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deixa de picar la llengua). A la segiient taula (Taula 3-2) es mostren més caracteristiques de

la capsaicina centrades en la seva naturalesa fisica i quimica.

Nom comu de la substancia: CAPASICINA

Nom segons

PIUPAC2 (6E)-N-[(4-hidroxil-3-metoxifenil)metil]-8-metil-6-nonenamida

Estructura molecular

(0]

CHs
Formula J\/WY

semidesenvolupada HO CHs
OCHj3

305,418 g/mol
930-970 ke/m’
3K (6570
3K C10°C)
0,02893 g/l d’aigua

Iz

Acetat d’etil, acetona, etanol, benze, diclorometa, hexa 1 metanol.
Estructura cristal-lina Monoclinica

Taula 3-2 Taula amb algunes de les caracteristiques fisiques i quimiques de la capsaicina. Font: propia.

Tal 1 com es pot observar a la taula, la capsaicina en condicions estandard segons el
NIST (National Institute of Standards and Technology), és a dir 20 °C i 1 atm, es troba en
estat solid si és pura, és a dir, no esta barrejada amb cap altre substancia. Per aquest motiu és
habitual que la capsaicina que es comercialitza es trobi en forma de polsim, tot i que també
se’n pot trobar en dissolucions concentrades amb acetona o alcohol etilic. Cal destacar que hi
ha certa discrepancia d’opinions en quant a 1’estabilitat de la substancia. Algunes fonts
suggereixen que €s facilment degradable. La llum, 1’aire o una temperatura poc adient poden
alterar la seva estructura i fer-la malbé. El doctor Gerardo Ferndndez assegura a la seva
entrevista (Annex I) que per conservar una mostra de capsaicina s’ha de guardar en baixes

temperatures (inclas al congelador) i en dissolucions amb substancies antioxidants.

*l JUPAC: International Union of Pure and Applied Chemistry (Unio Internacional de Quimica Pura i
Aplicada), s’encarrega, entre d’altres, de formular nomenclatures generals per a les substancies.
* Valors mesurats a 25 °C de temperatura i 1 atm de pressio.
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3. 3. Propietats i aplicacions

La capsaicina ha estat utilitzada des dels temps dels maies i els asteques (cap al 2000
aC), tot 1 que de forma indirecta, ja que s’utilitzaven els pebrots en conjunt. Aquestes
civilitzacions utilitzaven els fruits de les pebroteres per a fer ungiients per al mal de queixals,
per a curar picadures d’insectes i també com a arma quimica. La capsaicina va ser una de les
primeres armes quimiques de la historia. Els maies, després de mesurar la direccio del vent,
feien cremes de pebrots per a repel-lir als enemics. De fet, van utilitzar aquest sistema en

contra els colonitzadors, dirigits per Hernan Cortés.

Des dels maies, els paisos del centre i sud d’Ameérica han utilitzat els pebrots per a
diverses finalitats, a més de formar part de la seva dieta basica. No obstant, fins I’any 1919
(quan es va fer un estudi de I’estructura molecular de la capsaicina), no es van comengar a
investigar de manera rigorosa les propietats i possibles aplicacions d’aquesta substancia. A

continuacio, s’esmenten algunes de les propietats i aplicacions de la capsaicina.

3. 3. 1. Efecte analgésic

Avui en dia, es poden trobar cremes al mercat el component actiu de les quals és la
capsaicina (com per exemple Presyc (Figura 3-2) de laboratoris Pasteur). S’utilitza la
substancia en concentracions baixes (0,025% en massa) per a tractar osteoartitis, artritis
reumatoide, mals d’esquena, esquingos... i en concentracions una mica més elevades (0,075%
en massa) per a tractar el dolor en el cas de la neuropatia diabetica i lesions musculars de més

gravetat. També poden considerar-se aquest efecte com a efecte anestesic.

(|

asTiR| PRESYC® ©n- 0,028%
PASTEUR QEWA . .
Sl W v“sw(cc‘ Figura 3-2 Recipient de la crema Presyc de

,,n“J

‘ laboratoris Pasteur que conté 25 milligrams de

capsaicina per cada gram de crema.

Font: hitp://www.lpasteur.cl/presyc/#

L’efecte analgesic ve donat pel fet que la capsaicina estimula les fibres mieliniques
(cel-lules de Schwann) que embolcallen les neurones i estimulen la secrecié de determinats
neurotransmissors que dificulten la transmissié del dolor. A més, els efectes secundaris
d’aquestes cremes s6n molt inferiors als d’altres cremes del mercat, ja que com a maxim

causen un lleu ardor a la pell. No obstant, el seu efecte és només perceptible a les neurones
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aferents (aquelles que transmeten els impulsos nerviosos provinents dels musculs i receptors
sensorials cap al sistema nervids central) per aixo0 la seva aplicacid €s en forma de crema i

s’utilitza per tractar doléncies relacionades amb 1’aparell locomotor.

3. 3. 2. Efecte antioxidant

La capsaicina i la dihidrocapsaicina actuen com a antioxidants de determinades
substancies lipidiques (com I’acid oleic o algunes lipoproteines), ja que formen complexos
amb els ions que catalitzen aquestes reaccions (Fe’”, Cu**...) donant alguns dels seus atoms

d’hidrogen. Aquest efecte pot ajudar a prevenir 1’aparici6 de coaguls a la sang.

No obstant, no es comercialitzen productes amb capsaicina (a part dels propis pebrots)
per a aquesta finalitat degut a la picantor que provoca. D’altra banda, s’utilitza capsaicina
com a component de vernissos i1 pintures per a vaixells pel fet de ser antioxidant i per altres

de les seves propietats que s’esmenten a continuacio.

3. 3. 3. Efecte anticancerigen

Nombroses investigacions, com [’estudi publicat a Biochemical and Biophysical
Research Communications, han conclos amb 1’afirmacié que la capsaicina ajuda en la mort
cel-lular de determinades cél-lules tumorals. Segons aquests estudis, la capsaicina travessa la
membrana de les cel-lules cancerigenes sense necessitat de receptors o canals (gracies al seu
caracter lipofil) 1 s’uneix a proteines de la membrana dels mitocondris, fet que fa activar un
procés d’apoptosis (mort cel-lular controlada). Aquest fenomen només té lloc en cel-lules
tumorals ja que tenen uns mitocondris bioquimicament molt diferents als de les c¢l-lules
sanes, per tant la capsaicina aconsegueix destruir cel-lules malignes sense malmetre les

sancs.

Per contra, també existeixen altres estudis que afirmen que hi ha una relaci6 entre el
consum de capsaicina i I’aparici6 de tumors al duode¢ i el colon. Aquests projectes
d’investigacio consistien en 1’administracié de capsaicina en la dieta de ratolins albins els
quals, passades unes setmanes, desenvolupaven tumors intestinals. No obstant, estudis
epidemiologics duts a terme a Mexic (pais on la capsaicina és molt consumida degut a
I’elevada presencia de pebrots picants a la dieta mexicana) sostenen que els consumidors
d’aquests pebrots tenen el mateix risc a patir cancers a 1’aparell digestiu que els que no els

consumeixen.
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En resum, la capsaicina té¢ dos efectes diametralment oposats en quant a tractament del
cancer (ja que permet tractar-lo perd alhora pot provocar-lo) i no hi ha estudis amb
conclusions unanimes sobre el tema. Es per aixd que no hi ha cap firmac al mercat que

contingui capsaicina destinada a aquest Us.

3. 3. 4. Efecte antimicrobia

Una serie d’investigacions senyalen que els extractes de pebrots picants (oleoresines
riques en capsaicinoides) posseeixen unes destacades propietats antibacterianes i antifingics.
Aquests estudis afirmen que els capsaicinoides son efectius contra les segiients bactéries:

Bacillus cereus Pseudomonas solanacearum

Clostridium sporogenes Bacillus subtilis
Clostridium tetani
Streptococcus pyogenes

Escherichia coli

Salmonella typhimurium
Pseudomonas aeruginosa
Helicobacter pylory

LI T T T
LI T T T

No obstant, al mercat es només es troba un producte que aprofita el seu efecte
antifungic: Acute (Figura 3-3), un fungicida i antihelmintic format en un 0,42 % en volum

per capsaicina que esta destinat a ser utilitzat en cultius de tomaquet i en vinyes.

COMPOSICION:
CaPSalCiNg s 0.42%phv (4.2 glL)
Isotiocianato de Alilo™ ... e 3.7% PN (37 0/ L)

Coformulantess ¢.s.p.c... oo 100% phv (1L)

FUNGICIDA - NEMATICIDA
CONCENTRADO SOLUBLE (SL)

ACUTE es un Nematicida - Fungicida de origen natural, apto para
la desinfeccion de suelos en preplantacion en Tomate de
invernadero y en campo en Vid de mesa y vinifera. La oleorresina
del aji se obtiene desde el fruto seco, mediante solvente orgénico,
y el aceite esencial de mostaza se extrae de la semilla de éste.
Controla las plagas y enfermedades indicadas en el cuadro de
Instrucciones de Uso.

* Contenido en oleorresina de Capsicum spp
** Contenido en aceite esencial de mostaza.

Autorizacion del Servicio Agricola y Ganadero N° 2843

LEA ATENTAMENTE LA ETIQUETA ANTES DE USAR EL

PRODUCTO

NO INFLAMABLE - NO CORROSIVO - NO EXPLOSIVO
Contenido Neto: 1 Lt.

Figura 3-3 Etiqueta d’Acute, un fungicida que conte 4,2 grams de capsaicina per cada litre de

producte.

Font: http://www.sag.cl/sites/default/files/acute 24-07-2015.pdf

3. 3. 5. Altres aplicacions de la capsaicina

La capsaicina té altres aplicacions que no han estat tant estudiades, com per exemple el
seu efecte antiinflamatori (inhibeix el desenvolupament de processos d’inflamacio) o la seva
actuaciéo com a inhibidor del creixement de les arrels d’algunes plantes (diversos estudis
asseguren que hi ha una relacié inversament proporcional entre la quantitat de capsaicina

subministrada a una plata i el creixement de les seves arrels i brots).
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No obstant, d’entre totes les propietats de les quals disposa la capsaicina, la més
utilitzada és, sense dubte, la seva picantor. L’oleoresina extreta dels pebrots és utilitzada en la
industria gastronomica com element basic de salses picants. Tamb¢ s’utilitza per a realitzar
productes repel-lents d’animals (per a protegir collites de plagues de mamifers) 1 pintures per
a vaixells (no només pel se efecte antioxidant sind també per a repel-lir els crustacis que es
puguin adherir al calat de 1’embarcacid). A més, és els capsaicinoides de 1’oleoresina
constitueixen entre el 10 i el 20% dels esprais pebre, productes d’autodefensa catalogats com

a armes no letals i1 prohibits a paisos com Espanya.

3. 4. Els pebrots del genere Capsicum

Els pebrots son el fruit del de les pebroteres, un conjunt de plantes que pertanyen al
genere Capsicum, el qual comprén més de 23 espécies reconegudes de les quals només se’n
cultiven cinc: Capsicum annuum, Capsicum baccatum, Capsicum frutescens, Capsicum
pubescens y Capsicum chinense. De cadascuna d’aquestes espécies hi ha una gran quantitat

de varietats les quals varien en la forma i mida de la planta, fulles, fruits, etc. (Figura 3-4).

!;' /mhm”. Figura 3-4 Exemples dels pebrots de les diferents

varietats de les espécies del genere Capsicum. Tal i com

es pot apreciar varien clarament en quant a color forma
Tot i que la gran majoria de les varietats de pebrots son, en major 0 menor mesura,

M i mida.

Font: http://wonalixia-bittersweet.blogspot.com.es

picants, esta molt més estesa la comercialitzacié de les varietats dolces (pebrots vermells...)
sent China el major exportador a nivell mundial, seguit de Mexic, que €s el de les varietats

més picants.

3. 4. 1. Components dels pebrots

Tal 1 com s’ha mencionat amb anterioritat, la picantor d’un pebrot ve donada per la
quantitat de capsaicinoides que conté. Aquesta depeén principalment de la varietat de pebrot
amb que es treballi, tot i que dins d’una mateixa espécie (inclis d’una mateixa planta) poden

haver pebrots amb més o menys capsaicinoides. Aquest fet és degut a que la temperatura, la
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humitat, 1’exposicié a la llum, els nutrients del sol... en qué¢ s’ha conreat la pebrotera

influeixen de forma directa a la quantitat de capsaicinoides que sintetitzi el fruit.

No obstant, els capsaicinoides representen un percentatge molt petit en comparacio a la
resta de components dels pebrots. Aix0 causa que a I’hora d’extreure’ls del fruit
s’arrosseguin altres compostos no desitjats. Es per aixd que cal conéixer els principals

elements que els constitueixen (Taula 3-3), tot i que varin en funcio6 de la varietat.

Aigua 90 Taula 3-3 Taula que mostra els diferents

Glticids (cel-lulosa, glucosa, fructosa...) 5,4 components del pebrot amb el seu

Lipids 0,5 percentatge aproximat del total del fruit

Proteines 0,15 madur (mitjana de diverses varietats).

Sals minerals (potassi, magnesi, calci...) 0,23 Font:

gh;)ax?‘me‘s (A,.tlr31, Bz’f” Be, C1E) 03’ 155 http://www.cocinasalud.com/los-
ubstancies nitrogenades , . .

Capsaicinoides ¢ 0,01-1% pimientos-propiedades-y-

Capsinoides™ 0’01-124 composicion/

Entre els capsaicinoides, la substancia majoritaria és la capsaicina, seguida per la
dihidrocapsaicina (ambdues representen una mitjana del 90% del total de capsaicinoides d’un
pebrot). No obstant, depenent de la varietat de pebrot que s’estudii i les condicions
ambientals a les que ha estat sotmes, pot ser que la concentracié de dihidrocapsaicina superi

la de capsaicina, tot i que no €s poc freqiient.

3. 4. 2. Anatomia dels pebrots

El petit percentatge de capsaicina present en les varietats més picants de pebrots no es
troba repartit de forma homogenia a totes les parts del fruit. Cal conéixer les parts
morfologicament i fisiologica per a poder seleccionar aquelles on hi hagi més capsaicinoides
i reduir el marge d’error (altres substancies mesclades amb el producte desitjat) a ’hora de

realitzar I’extraccié de capsaicina.
Les principals parts dels pebrots (Figura 3-5) son:

»  Peduncle: estructura més o menys allargada de cert gruix que uneix la flor (i
posteriorment el fruit) a la planta i conté els vasos per on circula la saba que la
nodreix. Esta format per una capa externa de c¢l-lules amb una amplia paret vegetal,

per la qual cosa és una part rica en cel-lulosa. Es de color verd.

> Percentatges sobre la massa en sec del pebrot (sense aigua).

** Capsinoides: conjunt de substancies amb una estructura molecular basica similar. Aquesta és idéntica als
capsaicinoides, pero els primers son ésters (enllag amb oxigen) i els altres amides (enllag amb nitrogen). Estan
presents majoritariament a les varietats dolces de pebrots.
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» Calze: conjunt de petites parts, semblants a fulles, anomenades sépals. Constitueix la
base de la flor i no té cap funcid rellevant quan aquesta es transforma en fruit. Esta
format per cél-lules similars a les del peduncle.

# Pericarpi: és la part del pebrot que envolta les llavors. Sorgeix del desenvolupament
del pistil (ovari) de la flor després de la fecundaci6. En la majoria de fruits se’n
poden distingir tres parts. No obstant, en els pebrots la distincié de les parts, sobretot
les internes, és més complicada. Tot i aixi, el pericarpi dels pebrots es divideix en:

- Epicarpi: és la capa externa del pebrot coneguda com a pell. Es fina, amb certa
elasticitat 1 protegeix el fruit de I’exterior. Conté c¢l-lules glandulars, que
secreten essencies 1 pigments ([-carotens), i altres substancies: olis essencials,
acids grassos, esteroides, enzims...

- Mesocarpi: és la capa intermédia del pericarpi coneguda com a polpa. Esta
format basicament per grans ce¢l-lules que emmagatzemen aigua i nutrients de
reserva per al fruit, serveix per tant com a magatzem i proporciona suport
estructural al pebrot.

- Endocarpi: és la capa més interna del pericarpi, és molt prima i dificil de
diferenciar del mesocarpi.

»  Placenta: organ responsable dels intercanvis de substancies entre les llavors i la resta
del fruit. Estd en contacte amb I’endoderma i conté adherides les llavors. Es d’un
color més clar a la resta del pebrot.

» Septes: prolongacions de la placenta que arriben fins I’interior de I’extrem oposat del
pebrot. Creen certa divisio morfologica del fruit, formen lobuls.

#  Glandules secretores de capsaicina: c¢l-lules situades a la placenta i septes que
metabolitzen aminoacids per a produir capsaicinoides, majoritariament capsaicina. Es
troben en menor quantitat en els pebrots menys picants.

» Llavors: cossos amb la capacitat de generar una nova planta ja que en contenen
I’embri6 del fruit. Contenen una baixa quantitat d’aigua pero son riques lipids i tenen
una forma arrodonida i plana.

# Apex: extrem del pebrot (que era I’estigma de la flor). Pot acabar en punta o estar

entrat cap a I’interior del fruit depenent de I’espécie i varietat de pebrot.

Segons aquesta informacio, els capsaicinoides es trobarien en major quantitat a la
placenta i els septes dels pebrots, que és on es troben les glandules secretores de capsaicina.

No obstant, hi ha fonts que afirmen que és a les llavors on n’hi ha més preséncia. Les llavors
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no produeixen capsaicinoides per elles mateixes. Aquesta creenca €s deguda a que a 1’estar
en contacte amb les glandules secretores, poden quedar impregnades amb certa quantitat. De
la mateixa manera €s possible que s’alliberi capsaicina cap a 1’endocarpi. Tenint en compte
aquests fenomen, €s possible que si un pebrot porta molt temps separat de la planta (ha estat
congelat o conservat d’alguna manera) la capsaicina deixi de ser produida per les glandules i

passi de la placenta a les llavors o I’endocarpi i sigui aqui on s’hi trobi més.

Peduncle

Calze

Llavors
Placenta

Glandules secretores

de capsaicina Septe

Endocarpi

Mesocarpi

1daedring

Apex

Epicarpi

Figura 3-5 Pebrot (Capsicum annuum) tallat longitudinalment amb les seves parts indicades. La
forma, mida i color depenen de ’especie i varietat de pebrot.

Font: http://'www.gastrosoler.com/pagina_nueva_77.htm

3. 4. 3. La classificacio dels pebrots segons la picantor: ’Escala Scoville

L’any 1912, el farmaceutic i farmacoleg estatunidenc Wilbur L. Scoville (1865-1942)
va desenvolupar un metode per a mesurar la picantor de determinats productes (pebrots,
salses...), és a dir mesurar la quantitat de capsaicina d’aquests (tot i que de manera molt

imprecisa).

El seu meétode, anomenat Test Organoléptic d’Scoville, consistia en realitzar
dissolucions d’extractes de pebrots i subministrar-los a una mostra de cinc persones, els
examinadors. Si algun d’aquests notava el gust picant, es diluia I’extracte en aigua ensucrada.
Cada dissolucio era considerada una SHU (Scoville Heat Unit). Per tant, si un pebrot donava
un resultat de 200.000 SHU, significa que el seu extracte va haver de ser diluit 200.000

vegades fins a perdre el gust picant.

Tal i com es pot apreciar, aquest metode és molt poc precis. No només perque es vasa
en la subjectivitat de cinc persones, sin6 perqué tal i com s’ha mencionat anteriorment, la

quantitat de capsaicina dels pebrots (i, per tant, la seva picantor) varia en funci6é de les
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condicions climatiques en qué s’ha conreat la planta. Es per aixd que des dels anys 70,
s’utilitza rel métode Gillett, que empra maquines de cromatografia d’alta eficacia (HPLC,
High Performance Liquid Chromatography) que mesuren de forma directa la quantitat de
capsaicina dels pebrots. Aquest métode utlitza les unitats ASTA (American Spice Trade

Association). Una unitat ASTA equival a 15 SHU.

No obstant, les unitats Scoville son molt més populars i el seu us estd molt més difos
(es poden trobar en etiquetes de determinades salses per expressar el grau de picantor
d’aquestes) 1 per aix0 ¢és facil trobar classificacions de les diferents varietats de pebrots

segons la seva picantor a I’Escala Scoville (Taula 3-4).

SHU Producte

IRKVVKOR GO Capasaicina pura
REOIRRTVORVUO Altres capsicinoides
VORIV Nivell estandard de gas pebre (EUA)
1.500.000-2.200.000 “Carolina reaper”

1.200.000-2.000.000 “Trinidad moruga scorpion red”

~1.000.000 Capsicum chinense | “Spanish naga” o “gibralta naga”

Xili “habanero red savina”

Xili “habanero”
Capsicum pubescents “rocoto”

30.000-50.000 Capsicum frutescens “tabasco” i1 pebre de Caiena
15.000-30.000 Bitxo
5.000-23.000 Xili “serrano”
1.000-20.000 Capsicum annuum “Jalapefio”
1.000-5.000 Pebrot del Padron i salsa Tabasco
1.000-1.500 Xili “poblano”

Pebrot vermell
Capsicum baccatum (pebrot tendre)

Taula 3-4 Escala Scoville. Classificacio dels productes més importants (pebrots o derivats els
pebrots) segons la quantitat d 'unitats Scoville. Les SHU es mostren amb una amplia forquilla degut a
la imprecisio del Test Organoléptic d’Scoville.

Font: Propia.

Analitzant la taula es pot pensar que aquelles varietats de pebrots que es troben al
darrer esglad de I’Escala Scoville (0 SHU) no contenen capsaicina. Aquesta afirmacié és
falsa, ja que totes les espécies del génere Capsicum disposen de glandules secretores de
capsaicina, per la qual cosa en produeixen. El que succeeix és que la capsaicina produida és
inferior al 0,01% de la massa en sec del pebrot i per aixo no s’aprecia el seu gust picant i no

es necessita fer cap dilucio per eliminar-lo.
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3. 4. 4. Capsicum chinense
Tal i com es pot apreciar a I’anterior taula (Taula 3-4), els pebrots més picants del mon
son de I’espécie Capsicum chinense i per tant son els que contenen més quantiata de
capsaicina (cosa que en facilita I’extraccio). D’aquests, només la varietat “habanero” (i també
13 99 & 6]y 2 : 4 4 . r .
panca” i “limo”, tot i que sébn menys populars) és natural. Les varietats més picants de

pebrots han sigut obtingudes per mitja d’hibridaci6 artificial de “I’habanero”.

El xili “habanero” és un producte amb denominaci6 d’origen mexica. Només a la
peninsula del Yucatan es produeixen més de 1500 tones a I’any. A més, precisament a 1’estat
de Yucatan, existeixen plantacions d’aquesta varietat de pebrot destinades unicament a
I’extraccié de capsaicina. Aquests pebrots (Figura 3-6) no acostumen a ser molt grans, d’uns
2-6 centimetres de longitud (des del calze fins a 1’apex), i tenen una forma arrodonida i
lobulada. El seu color en estat madur €s ataronjat o vermell, tot i que hi ha varietats blanques,

marrons, grogues y rosades.

Figura 3-6 Fotografia de sis pebrots “habaneros”
tres vermells i tres ataronjats o groguencs.

Font: http://sgastronomia.blogspot.com.es/2011/02/el-
chile-habanero.html

Fa relativament poc temps, el gust picant va esdevenir una moda culinaria (degut a la
globalitzaci6 i la internacionalitzaci6 de les gastronomies mexicana i india) i es va iniciar la
recerca dels productes que aportessin més picantor als plats. Aixi va comengar la hibridacio
de pebrots (i en certa manera I’increment en els estudis de la capsaicina, que al cap i a la fi és

la substancia que provoca la picantor).

Des de I’any 2007, diverses hibridacions del xili “habanero” s’han disputat el récord
Guinness al pebrot més picant del mén. Avui en dia, el “Carolina reaper” (Figura 3-7), creat
pel nord-america Ed Currie en creuar les varietats “habanero” i “Naga Buht Jolokia” (una
altra varietat molt picant de Capsicum chinense), és el que disposa del récord. Actualment es
realitzen concursos de menjar aquests pebrots. El récord esta en 22 “Carolina reaper” en 60

segons.
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Figura 3-7 Fotografia de tres de les varietats més
picants de pebrots (Capsicum chinense).
D’esquerra a dreta son: “Spanish naga”,
“Trinidad moruga scorpion red” i “Carolina
reaper”. Totes elles son hibridacions del xili
“habanero” i tenen una mida similar a ell.

Font: http://sgastronomia.blogspot.com.es/2011/0
2/el-chile-habanero.htm!

3. 5. La biosintesi de capsaicina

La capsaicina (i la resta de capsaicinoides) és sintetitzada a les glandules secretores
situades a la placenta i els septes. La substancia s’emmagatzema als vactols d’aquestes
cel-lules. No obstant, part de la capsaicina s’allibera i per aquest motiu és possible trobar
capsaicinoides a altres parts del pebrot com les llavors, el mesocarpi o inclus el peduncle i les
fulles, tal i com afirmen diversos estudis. Tot aixo depén de certs factors, com el temps que
porta el pebrot separat de la planta, el seu estat de maduracid, les condicions en les qué s’ha
conservat... Es per aixo que cal conéixer el procés de biosintesi de la capsaicina i ’evolucié
en el contingut d’aquesta durant la maduracio i la seva localitzaci6 a la placenta, per fer una

millor seleccio de les parts del pebrot a les que extreure capsaicina.

En primer lloc, cal reiterar el fet que la capsaicina només es produeix a la placenta i els
septes dels pebrots. Estudis realitzats sobre diverses espécies de pebroteres van demostrar que
en arrancar les flors de la planta (evitant la formaci6 del fruit) i passat un temps no es
trobaven capsaicinoides en cap part d’aquesta. Per tant, el fet de trobar capsaicinoides (tot i
que en una quantitat molt inferior) a altres parts de la planta que no son la placenta dels
pebrots és degut a la filtracio d’aquests (cap a les llavors, els vasos conductors de saba, etc.)

despres de la seva alliberaci6 de les glandules secretores.

En segon lloc, cal mencionar que la quantitat de capsaicinoides augmenta
progressivament des de la formacio del pebrot fins que passats uns 40-50 dies (depenent de
I’especie i les condicions en que aquesta hagi estat conreada) la concentracid6 comenga a
disminuir. Aixo és degut a I’accié d’uns enzims anomenats peroxidases, que s’encarreguen
de I’oxidaci6 de compostos aromatics per a I’obtenci6 d’energia per al manteniment del fruit.
Alguns estudis registren la relacio de proporcionalitat inversa que hi ha entre les

concentracions de capsaicinoides i peroxidases.
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Focalitzant en el propi procés de biosintesi de capsaicina, cal destacar que tots els
capsaicinoides provenen de la unié de la vanil-lilamina (estructura comu a tots els
capsaicinoides) i una cadena lateral d’acid gras (la cadena R anteriorment mencionada) que
varia segons el tipus de capsaicinoide. Tot i que es coneix aquesta informacio, es desconeix el
procés de formacid exacte d’aquests compostos en els pebrots i existeixen diversos processos

hipotetics de sintesi, el que es mostra a continuaci6 (Figura 3-8) és un d’ells.

Un cop sintetitzada, la capsaicina s’emmagatzema als vacuols d’unes cel-lules de la
placenta, que en ocasions formen estructures filamentoses, amb la resta de capsaicinoides
(tenint en compte que el majoritari sempre sera la capsaicina). Quan es completa la
maduraci6 del pebrot, les peroxidases comencen a fer accio, és a dir, oxidar capsaicinoides.
En aquest procés d’oxidacio, alguns d’ells poden ser alliberats i anar a parar a diferents parts
del pebrot (i, en cas que acabin en un vas conductor de saba, de la pebrotera). Aixo explica
que pugui trobar-se capsaicinoides a qualsevol part del fruit (tot i que en menor quantitat que
a la placenta) i que en ocasions la capsaicina no sigui el capsaicinoides majoritari (ja que, per

exemple, la dihidrocapsaicina, pot haver-se filtrat en major quantitat).

Cal tenir en compte que, tal i com explica el doctor Fernandez a la seva entrevista
(Annex I), una vegada es separa el pebrot de la planta, les peroxidases deixen d’actuar tant
intensament mentre el pebrot estigui fresc i un cop s’asseca o es congela el seu efecte sobre
els capsaicinoides és practicament nul. Per aix0, s’ha de considerar que un pebrot arrancat de
la planta manté, en major o menor mesura, la quantitat de capsaicina de la que disposava

préviament a la separacio.

Amb tota aquesta informacié es pot concloure que la quantitat de capsaicina en un
pebrot no només depén de les condicions en que s’hagi cultivat el fruit (tal i com es
comentava amb anterioritat) sin6 també del moment en que se separi de la planta. Com més
temps romangui el pebrot a la planta després d’haver madurat, menys capsaicina tindra a la

placenta i més probable sera trobar-ne a altres parts de la pebrotera.
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Figura 3-8 Esquema d’un dels possibles processos de sintesi de capsaicina. Els dos components
principals d’aquesta (vanil-lilamina i 8-metil-6-nonenoil CoA) es sintetitzen a partir de dos
aminoacids: fenilalanina i valina. De color negre apareixen els noms dels compostos, de color blau el

dels enzims o catalitzadors que permeten les reaccions i les fletxes discontinues representen reaccions

no caracteritzades.

Font: http://'www.revistafitotecniamexicana.org/documentos/30-4/2a.pdf
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ASPECTES GENERALS DE LA PART
EXPERIMENTAL

A continuacid s’exposaran els diferents estudis realitzats per a determinar la veracitat
de les hipotesis plantejades. No obstant, préviament es mencionaran uns trets comuns als
estudis per tal de facilitar la a lectura i comprensié d’aquests i, sobretot, de les conclusions

finals.

Objectius generals de la part experimental

Cada estudi disposa dels seus objectius concrets, perd per relacionar tots els resultats i
arribar a conclusions generals s’han determinat uns objectius globals. A continuacié
s’exposen 1 s’expliquen els objectius generals 1 s’esmenten els resultats de quins estudis son

necessaris per a complir-los:

# Valorar la capsaicina com a principi actiu d’un antimicrobia: aquest objectiu esta
destinat estudiar els efectes de la capsaicina (concentracions d’accid, espectre
d’activitat...) i determinar les seves caracteristiques (classificar-la en funcié dels
criteris esmentats a la teoria). Basicament necessita dels estudis tres, quatre i cinc per
a ser complert, ja que son en els que es treballa amb la capsaicina aplicada a
poblacions de microorganismes.

# Determinar el tipus de producte antimicrobia: és a dir fer una valoracio6 del efectes
tant directes com indirectes (efectes secundaris) de 1’acci6 de la capsaicina per a
decidir quin tipus de producte antimicrobia pot realitzar-se amb aquesta substancia.
Per a complir amb aquest objectiu també son necessaris els resultats dels estudis tres,
quatre i cinc perd també els del dos, per a valorar una viabilitat del procés (per
exemple, si la concentracid necessaria per a fer un desinfectant és més elevada que la
obtinguda per mitja de I’extraccié emprada és impossible fer aquest producte).

»# Valorar la viabilitat d’un producte antimicrobia amb capsaicina com a principi
actiu: dit en altres paraules, decidir si realitzar un antimicrobia amb capsaicina
comportaria 1’aparicié d’un producte amb unes qualitats especials i diferents a les
d’altres del mercat. També decidir si seria viable des d’un punt de vista economic i si
seria acceptat per la poblacid, és a dir, que es vendria. Per tal de complir 1’objectiu cal

analitzar els resultats de tots els estudis d’'una manera global.
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Organitzacio dels estudis
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Tots els estudis disposen de quatre apartats principals:

» Justificacio i objectius: s’exposen els motius que han portat a realitzar 1’estudi de la
manera feta 1 es mostren els objectius especifics del mateix.

# Material: es fa un llistat de tots els estris (i, en algun cas, substancies quimiques i
equipament) que ha estat necessari per a dura terme ’estudi.

» Metodologia: es fa una descripcio pas a pas del procediment seguit per a completar
I’estudi i, en ocasions, s’anoten observacions que s’hagin fet durant el mateix
(incideéncies, calculs, fonts d’error...)

# Resultats: es mostren els resultats de 1’estudi en forma de taula i/o grafic i es fa un
breu comentari analitzant-los. En ocasions s’han fet calculs per completar les dades

obtingudes.
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ESTUDI 1. Analisi de la matéria primera: els pebrots

La forma més senzilla d’obtenir capsaicina és extreure-la dels organismes que la
sintetitzen, €s a dir les pebroteres, més concretament els seus fruits: els pebrots. No obstant,
abans d’aix0 és interessant fer un estudi de la matéria primera de la qual s’obté capsaicina per
tal de determinar aspectes com el seu rendiment (la quantitat de capsaicina que s’obté
depenent la quantitat de pebrot), les parts d’on s’obtenen més capsaicinoides... A més, és
necessari fer una preparacié previa dels pebrots (tallar-los per separar les parts d’interes i

assecar-los) per poder realitzar I’extraccio de capsaicina (Estudi 2) correctament.

Justificacio i objectius

Tal i com s’ha comentat a la part tedrica, els pebrots del génere Capsicum chinense son
els que més quantitat de capsaicinoides contenen. D’entre les seves varietats destaca el xili
“habanero” que, depenent-ne la varietat, es situa entre les 100.000 i 580.000 SHU. A més, ¢és
un producte amb un conreu molt esteés a America Central, on ja existeixen plantacions
tinicament destinades a I’extracci6 de capsaicina. Es per aquests motius que el xili
“habanero” ha estat triat com la matéria primera d’aquest treball. El proveidor dels pebrots

utilitzats durant el treball ha estat la botiga “Menjars del mon” de Granollers, Barcelona.

Per tal de fer una bona extracci6 de capsaicina, cal fer un tractament previ als pebrots.
Els capsaicinoides es troben dins dels vactols de les glandules secretores del fruit. Aquestes
cel-lules, pel fet de ser vegetals, tenen una paret cel-lular relativament gruixuda formada per
cel-lulosa. Per tal de trencar aquesta capa i alliberar la capsaicina (facilitant 1’accié del
dissolvent durant I’extraccid) s’han assecat els pebrots (les pautes per al seu assecat han estat
extretes d’estudis ja realitzats). L’assecat dels pebrots també serveix per eliminar ’alta
quantitat d’aigua present en aquests 1 poder conservar-los més facilment (i aturar I’accio de

les peroxidases i, per tant, la pérdua de capsaicina) fins a I’extraccio.

Les glandules secretores de capsaicina es troben principalment a la placenta dels
pebrots. No obstant, també es pot trobar la substancia al pericarpi del fruit. Per tal de
demostrar una de les hipotesis del projecte (referida a que la capsaicina es troba en major
preséncia a la placenta), se separara aquesta part (junt amb les llavors, que queden
impregnades de la capsaicina produida per la placenta, i els septes, que son prolongacions de

la placenta) del pericarpi (descartant el peduncle). Aquestes parts s’assecaran i se n’extraura
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la capsaicina per separat amb la fi de, amb els resultats de I’Estudi 2, demostrar quina de les

parts del pebrot conté més capsaicina.

Un dels factors que cal tenir en compte a les extraccions de capsaicina, ja reiterat a la
teoria, €s el fet que inclus els pebrots d’una mateixa pebrotera poden tenir grans variacions en
els nivells de capsaicinoides que sintetitzen. Es per aixd que es pretén mesurar la massa dels
pebrots i les seves parts i la quantitat de capsaicina (i oleoresina) que se n’obté per tal de
calcular un rendiment mitja de I’espécie. A més, es pretén fer un estudi d’una mostra dels
pebrots utilitzats per determinar aspectes tals com la massa mitjana dels pebrots, la de
placenta, la de pericarpi... per comparar els resultats amb el rendiment general del xili
“habanero”. Tota aquesta informaci6 servira per valorar la viabilitat economica de 1’obtencid

de capsaicina per mitja de la seva extraccié de pebrots.
Per tant els principals objectius de I’estudi son:

» Separar els pebrots en dos parts placentes (septes i llavors) i pericarpis.

# Assecar els pebrots per preparar-los per a I’extraccid de capsaicina.

# Determinar la part del pebrot que més capsaicina conté. Seran necessaris els resultats
de I’Estudi 2.

»# Calcular el rendiment mitja de I’especie Capsicum chinense (varietat “habanero”) en
quant a obtencidé d’oleoresina i capsaicina per determinar la massa de pebrot
necessaria per a obtenir una determinada quantitat de substancia. Seran necessaris els
resultats de I’Estudi 2.

»# Determinar la massa mitjana de placenta (septes i llavors) i1 pericarpi que hi ha en

funci6 de la massa del pebrot.

Cal destacar que aquest estudi es realitzara dues vegades per tal d’obtenir dades

estadistiques més variades.

Material i equipament

Els estris i I’equip que han estat necessaris per realitzar I’estudi son:

»# 5 kg de xilis “habaneros™”.

# Dues balances digitals (de resoluci6 0,1 gi+1 g).

# Ganivet.

% Quantitat estimada per a obtenir una massa determinada de capsaicina en funcié dels resultats d’estudis
similars.
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Estisores.

Taula de poliureta.

Paper d’alumini.

Dues estufes d’incubacio.
Picadora eléctrica.

Recipients per a guardar la placenta assecada i els pericarpis.

Metodologia

Procediment

Per tal de realitzar ’estudi s’han seguit els segiients passos:

1.

A P’inici del procés s’han ences les estufes incubadores per a que comencin a escalfar
a una temperatura de 60 °C.

S’ha rentat amb aigua els 5 kg de pebrots.

S’ha procedit a mesurar la massa total de pebrots amb la balanga de =1 g de resolucio
S’ha separat una mostra representativa del total de pebrots (de mides i formes
diferents) i s’ha procedit a mesurar la seva massa del fruit sencer.

S’ha arrancat el peduncle i s’ha tallat cadascun d’aquests pebrots segons la imatge
(Figura E1-1), utilitzant el ganivet i les estisores per tallar-los i la taula de poliureta

com a suport.

Figura E1-1 Exemple de tall dels pebrots. Es talla transversalment en dues meitats i després es fan
talls longitudinals a les parts indicades per separar els septes i placenta del pericarpi. Els punts de
tall estan indicats amb linies discontinues i la fletxa simbolitza la separacio del peduncle.

6.

S’ha mesurat la massa de, per una banda, la placenta (septes i llavors) i per altre
banda la del pericarpi amb la balanca de +0,1 g de resolucio.

Un cop anotats els resultats de la mostra (Taula E1-1), s’ha procedit amb el tall i la
separacio de les placentes (junt amb les llavors i septes) i els pericarpis de la resta de

pebrots (descartant els peduncles).
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8. Un cop tallats els 5 kg de pebrots (tenint en compte que s’han descartat alguns pel seu
estat poc favorable: amb fongs...), s’ha mesurat la massa total de les placentes (septes
i llavors) i els pericarpis amb la balanca de +1 g de resolucio.

9. Seguidament, s’han fet quatre safates de paper d’alumini. En dues d’elles s’han
repartit les placentes, septes i llavors i a les altres els pericarpis.

10. S’han col-locat les safates d’alumini sobre els suports de les incubadores i s’han
col-locat als seu interior. En una incubadora s’han col-locat les placentes (septes 1
llavors) 1 a I’altre els pericarpis. Teoricament els pebrots havien d’estar 24 hores
assecant-se i a la vint-i-quatrena hora s’havia de mesurar la massa de les diferents
safates fins que el pes dels fruits es mantingués constant (cosa que voldria dir que
s’hauria evaporat tota I’aigua i ja estarien secs). No obstant, per diversos motius (tal i
com s’explica a I’apartat d’observacions) no ha estat aixi.

11. Un cop els pebrots s’han assecat, s’han retirat de les incubadores i s’ha mesurat la
massa total seca de placentes (septes i llavors) i pericarpis per separat amb la balanga
+0,1 g de resolucid. A continuacid, s’ha procedit a triturar aquestes parts mitjancant la
picadora eléctrica.

12. Finalment, s’ha col-locat el polsim de placentes i el de pericarpis en dos recipients per

separat i s’han cobert amb paper d’alumini per protegir-los de la llum.

Cal tenir en compte que aquest procediment s’ha dut a terme dues vegades (una al maig
de I’any 2017 i I’altre al setembre del mateix any) per tal de realitzar dues extraccions de
capsaicina. Durant la segona vegada que s’ha realitzat aquest estudi, el procés no ha estat
exactament com el descrit anteriorment. No s’ha pres mesura d’una mostra representativa de
pebrots ni s’ha fet 1’assecat dels pericarpis (simplement s’han separat les placentes, septes i
llavors de la resta del pebrot), ja que ja es disposaven de dades suficients amb la primera

extraccid per extreure conclusions.

Precaucions i mesures de seguretat

Per tal de realitzar de forma segura aquest estudi s’ha hagut de prendre certes mesures.
Ha estat imprescindible 1’us de guants per evitar impregnar les mans amb capsaicina (que pot
ser molt irritant). En tot moment s’ha intentat allunyar al maxim les vies nasals i els ulls de la
capsaicina (sobretot quan s’ha treballat amb el polsim, ja que en cas d’absorbir-ne pot causar
un efecte similar al del gas pebre), per la qual cosa s’ha utilitzat mascara i ulleres protectores.
En definitiva, ha sigut necessari seguir les normes higiéniques i de seguretat dels laboratoris,

i reduir al maxim el contacte amb la capsaicina.
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Observacions

EXTRACCIO 1 (03/05/2017)

16:00 h - Es comencen a tallar els pebrots, separant-ne primer una mostra de 50 i

anotant les dades pertinents.

19:30 h 2 Un cop tallada la totalitat de pebrots (tenint en compte que s’ha hagut de
descartar aproximadament 250 grams de pebrots en mal estat) es comencen a
posar a les safates de les estufes d’incubacid. S’ha observat que alguns dels
operaris han mostrat simptomes propis de I’actuacié de la capsaicina (irritacio
de les mans tot i utilitzar guants, picantor a les foses nasals...). Aixd és un
indici que la concentracio per al producte antimicrobia en 1’s en persones ha

de ser bastant baixa.

20:00 h = Els pebrots ja s’han postat a les estufes d’incubacié. Degut a la petita mida
d’aquestes s’ha hagut de posar bastant quantitat a cada safata, a més

d’utilitzar una de plastic addicional (Figura E1-2). Aixo pot causar que

’assecat s’allargui més del previst.

Figura E1-2 Imatges de les estufes d’incubacio (a l’esquerra les placentes i a la dreta els
pericarpis). Tal i com es pot apreciar, estan massa plenes.

04/05/2017

08:00 h > Han passat 12 hores des de I’inici de I’assecament. Les placentes han
experimentat un canvi apreciable en el seu aspecte, en canvi, els pericarpis

mostren encara molta aigua present en ells.

10:00 h = S’ha procedit a remoure i canviar de posicid els pebrots per a facilitar
I’assecat de les parts més humides. Durant aquest procés, s’ha observat que
les safates de plastic, en estar en contacte amb el metall de les incubadores,

acumulen més escalfor. Degut a aquesta la part inferior de les placentes i
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14:30 h >

05/05/2017

08:00 h >

13:30 h >

08/05/2017

08:00 h >

10:00 h >

12:00 h >

14:30 h >
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pericarpis s’ha comencat a carbonitzar. S’ha decidit treure la safata de plastic

de les placentes donat que ja estan seques.

Donat el poc assecat que han patit els pebrots, s’ha decidit esperar un dia més
per a completar el procés. No obstant, les placentes estan molt més seques que
els pericarpis, per aix0 s’apagara la seva incubadora a les 16:00 hores i es

tornara a encendre a les 08:00 hores del dia segiient.

S’ha tornat a encendre la incubadora de les placentes. Els pericarpis han

millorat el seu estat (estan bastant més secs) pero encara estan humits.

Encara no s’han assecat els pebrots. Degut a que ¢és divendres i els pebrots
hauran de romandre a I’institut durant el cap de setmana, s’ha decidit mesurar
la massa d’aquests (per tenir una referéncia) i mantenir-los a les incubadores
fins les 16:00 hores. Després, es trauran de les estufes i es col-locaran
dispersats sobre paper de filtre en una taula per tal que no tornin a agafar

humitat durant el cap de setmana.

S’ha tornat a col-locar els pebrots a les safates i aquestes s’han introduit a les
incubadores. Com les placentes estan practicament seques s’ha decidit

mesurar-ne la massa per a veure si passat un temps aquesta es manté constant.

S’ha mesurat la massa de les placentes i s’ha vist que només ha variat 3 grams
respecte [’iltima mesura, aixi que s’ha decidit treure-les de la incubadora. A
continuacié s’han repartit els pericarpis entre les dues incubadores per a

facilitar-ne 1’assecat.

S’ha mesurat la massa de les safates amb els pericarpis per dues hores més

tard comprovar que aquesta es manté constant.

S’ha tornat a mesurar la massa de pericarpis i, en vista que només a variat 4
grams, s’ha decidit retirar-les de les incubadores. S’ha observat que els
pericarpis en pes sec han perdut molta massa, cosa que indica que el

rendiment dels pericarpis ¢s inferior al de les placentes.
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15:30 h = S’ha procedit a triturar els pebrots. Un cop fets polsim s’han posat en
recipients de plastic coberts de paper d’alumini i han estat emmagatzemats a

temperatura ambient.

EXTRACCIO 2 (04/10/2017)

12:30 h > Es comencen a tallar els pebrots. S’han separat les placentes, els septes i les

llavors i1 s’ha descartat la resta de pebrot.
15:30 h = S’ha fet una pausa d’una hora per dinar.

17:30 h = Un cop s’han tallat tots els pebrots (havent descartat uns 150 g perqué estaven
en mal estat) s’han repartit les placentes entre les quatre safates de les dues
estufes d’incubacid. Aquest cop 1’assecat sera més rapid, perque els pebrots

estan millor repartits i la placenta €s la part del pebrot que menys aigua contg.

05/10/2017

14:30 h > Les placentes no estan seques encara, aixi que s’apagaran les estufes a les

16:00 1 es tornaran a encendre a les 8:00 del dia segiient.
06/10/2017

11:00 h = Les placentes semblen bastant seques, aixi que se n’ha mesurat la massa de

les quatre safates per d’aqui una hora comprovar si aquesta es manté constant.

12:00 h = S’ha tornat a mesurar la massa de les safates i aquesta s’ha reduit bastant, aixi

que les placentes encara no estan seques.

13:00 h = S’ha tornat a mesurar la massa i en dues de les safates s’ha mantingut constant
respecte 1’Gltima mesura, aixi que s’han retirat de les incubadores. La resta

s’han deixat.

14:30 h = S’ha mesurat la massa dues ultimes safates i finalment el pes era constant, aixi

que s’han retirat i s’ha mesurat la massa en sec del conjunt de placentes.

15:30 h = S’ha procedit a triturar els pebrots. Un cop fets polsim s’han posat en
recipients de plastic coberts de paper d’alumini i han estat emmagatzemats a

temperatura ambient.
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Resultats i calculs

Amb la mesura de la massa (total, de placenta i de pericarpi) de la mostra representativa

de cinquanta pebrots s’han obtingut les segiients dades (Taula E1-1).

MASSA DE LES MOSTRES DE LES PARTS ESTUDIADES DE

Capsicum chinense VARIETAT HABANERO (g)

Pebrot Psl:;te:st?’ Pericarpi Pebrot Psl:;te:st?’ Pericarpi
sencer llavors sencer llavors
17,7 7,0 9,4 11,4 1,3 7,6
15,2 6,3 6,1 15,5 7,4 8,3
10,5 5,4 6,7 25,6 10,1 15,0
11,4 5,9 4,7 17,9 7,3 9,9
9,0 2,5 6,3 19,5 6,2 10,8
24,0 10,6 12,5 9,3 3,1 5,9
17,2 6,5 9,9 15,5 5,4 8,8
15,2 3,0 11,7 17,3 4,4 12,7
10,8 3,2 7,0 11,9 3,8 7,5
17,7 7,1 10,0 19,7 7,3 12,0
11,9 3,4 8,0 9,7 2,4 6,9
16,5 6,3 9,6 17,5 6,8 9,9
18,6 4,0 14,3 24,1 10,2 13,5
20,1 4,7 14,6 12,1 3,4 8,1
15,8 4,6 10,6 8,1 2,7 5,3
16,9 7,0 9,3 21,2 5,6 15,3
12,3 5,1 6,8 14,6 3,6 9,6
9,0 3,2 5,3 15,9 5,0 10,3
13,8 53 7,9 12,3 5,1 6,8
16,9 6,3 9,8 10,1 4,4 53
10,9 4,6 6,0 12,7 4,7 6,9
14,6 7,0 7,1 17,1 6,1 10,5
8,5 3,0 5,1 11,9 5,1 6,4
15,9 7,9 8,0 14,2 6,8 7,1
10,6 4,5 5,6 254 10,3 14,5

Taula E1-1 Recull de les
mesures de la massa en
grams del pebrot sencer, la
placenta (septes i llavors) i
el pericarpi de la mostra
representativa de cinquanta
pebrots.

Amb aquestes dades s’han realitzat els calculs pertinents per tal de determinar els

seguents

items:

» La mitjana de massa total, de placenta (septes i llavors) i de pericarpi d’un pebrot

“habanero”. Per calcular les mitjanes s’ha utilitzat la seglient férmula:
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» El percentatge sobre la massa total del pebrot que representa la placenta (septes i
llavors) 1 el pericarpi. Per calcular els percentatges respecte el total del pebrot s’han

utilitzat les masses mitjanes anteriorment calculades. S ha seguit la segiient férmula:

X b
% respecte el total = =2 100
Xpebrot total

Amb els calculs consegiients d’aplicar aquestes dues férmules per a cada cas, s’han

obtingut els resultats segiients (Taula E1-2).

Pebrot sencer Placenta, septes i Pericarpi
llavors
Massa mitjana (g) 15,0 5,5 8,9
Percentatge respecte el
total de pebrot (%) 100 36,3 39,3

Taula E1-2 Resultats de [’estudi de la mostra de pebrots.

Segons aquesta taula, el xili “habanero” estudiat disposava de poc més un ter¢ de la
seva massa de placenta i gairebé dos tercos de pericarpi. La resta, el 4,2% de la massa, estava
representada pel peduncle i el calze (cal tenir en compte que en aquest petit percentatge
també s’han d’incloure els errors experimentals comesos a 1’hora de mesurar les masses).

Aquests resultats queden representats de forma més visual al seglient grafic (Figura E1-3).

Composicio del xili "habanero"
segons les seves parts

K Placenta (septes i

llavors)
M Pericarpi
Figura EI1-3 Grafic del
4 Altres (peduncle, percentatge respecte el total
calze...) de massa de les parts del xili

“habanero”.

Amb la mesura de la massa en fresc i en sec del total de pebrots i de les parts estudiades

durant les dues extraccions s’han obtingut les segiients dades (Taula E1-3).
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Massa Placentes, septes i llavors Pericarpis
total de M i M i
pebrots (g) assa(gl rese Massa en sec (g) assa(;:;l rese Massa en sec (g)
“8 1] 4620+ 1 1624 + 1 217,5+0,1 2647,7 £ 0,1 139,7+0,1
z
&
Sl 2] 4853 +1 1647 £ 1 211,2+0,1

Taula E1-3 Recull de les mesures de la massa en fresc i en sec del pebrot total, les placentes i els
pericarpis en les dues extraccions.

Amb les dades recollides s’han realitzat calculs per tal de determinar:

» El rendiment del procés d’assecat dels pericarpis. Per calcular-lo s’ha seguit la

segiient formula:

massa seca
n= -100
massa fresca

» El rendiment mitja del procés d’assecat de les placentes amb les dades de les dues
extraccions. Per calcular-lo s’ha utilitzat ’anterior formula per trobar el rendiment de
les dues extraccions i després s’ha calculat la mitjana amb:

n
)Z _ Zi:l X _ Nextraccié 1 + Nextraccié 2
n n 2

» Els percentatges de la massa total de placentes 1 la de pericarpis respecte el total de

pebrots. Per determinar els percentatges s’ha utilitzat la formula:

massa freca part

% respecte el total = 100

massa fresca total

Els resultats d’aplicar totes aquestes formules queden reflectits a la segiient taula

(Taula E1-4).

% respecte el total
Yl extraccio 1 (OA)) Yl extracci6 2 (OA)) n mitja (0/0) Extraceio 1 Extracci6 2
Placentes (septes 13,4 12,8 13,1 352 33,9
i llavors) > ’ > > ’
Pericarpis 5,3 57,3

Taula E1-4 Resultats de [’estudi del rendiment en el procés d’assecat dels pebrots.
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Tal i com es pot apreciar en 1’anterior taula (Taula E1-4), tot i que la quantitat de
massa pericarpis €s superior a la de placentes, el seu rendiment és molt més baix. Aixo és
degut a que el pericarpi conté gran quantitat d’aigua i la placenta no tanta. Per aixo, en
sotmetre’s al procés d’assecat i evaporar-se 1’aigua, la seva massa queda considerablement

reduida.

Si es comparen els percentatges del total de massa de pericarpis i placentes respecte el
total de massa de pebrots 1 els percentatges de massa de placenta i pericarpi respecta a la
massa de pebrot, es podra observar com son practicament ideéntics. Si es combinen els dos
percentatges fent una mitjana aritmetica, es pot afirmar que per cada unitat de pebrot

s’obtindra un 35,1% de placentes (septes i llavors) i un 58,4% de pericarpis.
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ESTUDI 2. Extraccio i analisi de la capsaicina

Aquest estudi té la finalitat principal d’obtenir la capsaicina necessaria per a la
realitzacid dels estudis posteriors. Per a aconseguir-ho, s’ha realitzat una lixiviacio™ als
polsims obtingut a I’Estudi 1 i després s’han enviat unes mostres de les oleoresines
obtingudes als laboratoris de la UCA (Universitat de Cadis) on el doctor Gerardo Fernandez
les ha analitzat per determinar la quantitat de capsaicina obtinguda. Aquests resultats han
estat emprats per completar els objectius de I’Estudi 1 i per a realitzar calculs de les fases

posteriors.

Justificacio i objectius

Per tal d’obtenir I’oleoresina que conté la capsaicina del polsim de xilis “habaneros” cal
emprar un metode de separacid de mescles homogenies. L’eleccié d’aquest méetode, per
desgracia, esta determinat per les limitacions de ’institut on es realitza el projecte. Es evident
que un institut de secundaria en condicions normals no disposa de 1’equipament necessari per
a realitzar, per exemple, una extraccio assistida per ultrasons (técnica utilitzada pel doctor
Fernandez a la seva tesi>’). Per aixo, els Unics métodes que es poden realitzar sén la lixiviacio
i I’extracci6 Soxhlet. Aquesta ultima s’ha descartat per un motiu basic: les quantitats de
polsim de les que extreure 1’oleoresina son molt baixes (degut a la petita mida dels
components del Soxhlet) i, per obtenir la capsaicina de la totalitat del polsim, caldria fer
moltes extraccions (fet que provocaria invertir una gran quantitat de temps, ja que es
necessiten unes 5 hores per fer una extraccié correctament). Es per aixo que s’ha optat per fer
una lixiviacié més casolana, que permet realitzar I’extraccid a la totalitat del polsim d’una
sola vegada i de manera més rapida. Aquest procés es basa en barrejar els polsims amb un
dels dissolvents de la capsaicina, filtrar la mescla 1 posar-la en ebullicido per eliminar el

dissolvent.

El dissolvent triat ha estat 1’acetona (propanona), ja que és un dels dissolvents que

millors resultats ha donat en els estudis consultats i t¢ un punt d’ebullici6 relativament baix

*® Lixiviacio: métode de separacié de substancies solides per mitja de la utilitzacié d’un dissolvent que dissol
alguna d’aquestes substancies.

*" FERNANDEZ, Gerardo. Extraccién, andlisis, estabilidad y sintesis de capsaicinoides. Juliol 2007. Publicaci6
consultable a: http://minerva.uca.es/publicaciones/asp/docs/tesis/gfernandezbarbero.pdf
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(56 °C) cosa que en facilita I’eliminaci6 un cop finalitzada 1’extraccio. El procediment per a

realitzar la lixiviacio ha estat extret dels estudis d’extraccié consultats?®.

Un cop eliminada la propanona per ebullicid, 1’oleoresina queda adherida a les parets
del recipient. Per a separar-la d’aquest cal un altre dissolvent. Aquest dissolvent no ha de ser
toxic per a microorganismes ni massa irritant, ja que aix0 provocaria errors en els estudis
segiients. Es per aixd que s’ha seguit un dels consells del doctor Fernandez donats durant la
seva entrevista (Annex I): realitzar una dissolucié d’etanol al 50% en massa per dissoldre
I’oleoresina. L’etanol, en concentracions més baixes del 60%, no té efecte antimicrobia (tal i

com s’ha comentat a la teoria) ni és irritant.

La concentraci6 de la mescla resultant (de 1’etanol i I’oleoresina) ha estat del 10% en
massa (10 grams d’oleoresina per cada 100 de dissolucid). D’aquesta s’han realitzat tres
dilucions, donant lloc a concentracions del 5, 1 1 0,5%. La finalitat d’aquestes mescles sera

I’analisi dels efectes de la capsaicina als estudis posteriors.

D’altra, com s’han realitzat dues extraccions i dos analisis de capsaicina amb un
periode de cinc mesos entre extraccid i extraccid, s’ha analitzat una mostra de la primera
extraccio cinc mesos més tard (en la segona analisi) amb el fi d’esbrinar si la capsaicina es

degrada amb el temps i, per tant, se’n redueix la concentracio.
En resum, els objectius d’aquest estudi son:

»# Extreure capsaicina dels polsims de xili “habanero” obtinguts a I’anterior estudi per
mitja d’una lixiviacio.

# Analitzar les oleoresines obtingudes durant 1’extraccié per determinar la quantitat de
capsaicina obtinguda i completar els resultats de I’Estudi 1 i poder realitzar els
calculs necessaris de les fases segiients (rendiment, etc.).

# Preparar una dissoluci6 mare del 10% en massa d’oleoresina utilitzant com a
dissolvent una soluci6 d’etanol al 50% en massa i tres dilucions d’aquesta del 5, 1 1
0,5%.

# Determinar si la capsaicina es degrada amb el pas del temps i perd, per tant el seu
efecte antimicrobia.

# Fer calculs per estimar el preu del gram de capsaicina en funcio del cost dels reactius

empleats durant el procés d’extraccio.

¥ Procediment d’extracci6 obtingut de: SOLIHAGUA S.A., Manual para la extraccion de capsaicina de chile
habanero, Maig 2014. Publicacié consultable a:
http://siproduce.sifupro.org.mx/seguimiento/archivero/23/2013/anuales/anu 2339-25-2014-05-2.pdf
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Els estris, les substancies quimiques i I’equip que han estat necessaris per realitzar

I’estudi son:

A A N L L N N N T T I N N A

Polsim de “xili habanero”.
Balanga digital de 0,1 g de resolucid.

4 dm’ de propanona (acetona).

3 vasos de precipitats de 500 cm® de capacitat.

Espatula.

Batedora.

Cronometre.

Embut de mida gran.

Paper de filtre.

Recipient gran de vidre.

Cristal-litzador.

Bany maria.

Termometre.

Campana extractora.

2 dm’ d’etanol 96% en volum (alcohol etilic).
1,5 dm’ d’aigua destil-lada.

Comptagotes.

12 recipient de 100 cm’ de vidre color ambre.
4 recipients de 10 cm’ de vidre color ambre.

Paper d’alumini.

Calculs previs

S’han realitzat 500 grams de dissolucidé d’alcohol etilic 50% en massa que ha servit

com a dissolvent durant passos finals del procediment. Per tal de calcular la quantitat

d’alcohol de 96° (96% en volum) necessari per a obtenir una dissoluci6 amb les

caracteristiques anteriors s’han realitzat les segiients operacions:

500 g de dissolucié -

50 g d’etanol pur 1000 cm3 d’etanol pur 100 cm? d’etanol 96°

805 g d'etanol 96°
1000 cm3 d'etanol 96°

= 265,7 g d’etanol de 96°

100 g de dissoluci6 789 g d'etanol pur 796 cm3 d’etanol pur
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Per tal de calcular la quantitat de dissolvent (etanol 50%) que cal utilitzar depenent de

la quantitat d’oleoresina que s’obtingui de I’extraccid cal seguir la segiient funcio, sent x la

quantitat d’oleoresina i y (f (x)) la quantitat de dissolvent (etanol 50%) que cal:

massa solut

% en massa = 100

massa dissolucio

X g capsaicina
g cap 100

- (x +y) g dissolucid .

0,9x _9
01~

X X
10 =——-100; 0,1 =——; 0,lx+01ly=x; y =
x+y x+y

f(x) =9x

Segons aquesta funcid, s’ha d’aplicar nou vegades la massa d’oleoresina de la

dissolucid d’etanol.

Metodologia

Procediment

Aquest procés s’ha dut a terme tres vegades (dues al maig per obtenir capsaicina de les

placentes i dels pericarpis 1 una a I’octubre per obtenir-ne de les placentes). A continuacio

s’esmenten els passos seguits per a extreure capsaicina d’una de les parts del pebrot:

1.
2.
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S’ha col-locat el polsim de placentes en un vas de precipitats per mesurar-ne la massa.
S’ha mesurat cinc vegades la massa de polsim de propanona i s’ha abocat junt amb el
polsim en el recipient gran de vidre (proporcio 5:1, cinc vegades més acetona que
polsim).

S’ha barrejat la mescla durant 15 minuts (mesurats amb el crondometre) utilitzant la
batedora.

S’han preparat diversos cons de paper de filtre, s’ha col-locat un a I’embut i s’ha
filtrat la mescla abocant-les al cristal-litzador. Sobretot, s’ha mesurat la massa del
cristal-litzador buit utilitzat per tal de, un cop eliminada la propanona, mesurar la
massa del recipient amb l’oleoresina i restar la d’aquest per a poder abocar la
quantitat d’etanol necessaria per fer la dissolucié mare del 10% en massa.

S’ha posat el cristal-litzador al bany maria a una temperatura de 56 °C (controlant-la

amb un termometre) per evaporar la propanona.
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6. S’ha preparat la dissoluci6 del 50% en massa d’etanol que fara de dissolvent per a
I’oleoresina. Per fer-ho cal tarar un vas de precipitats i mesurar 265,7 grams d’etanol
de 96°. A continuacio, s’ha afegit aigua destil-lada fins arribar als 500 grams. S han
afegit els Ultims grams amb ’ajuda d’un comptagotes per a major precisio.

7. Un cop evaporada la totalitat de propanona, s’ha mesurat la massa del recipient amb
I’oleoresina i1 s’ha restar la d’aquests per a trobar la quantitat d’oleoresina obtinguda.

8. S’ha realitzat la funcié anteriorment calculada per a mesurar amb la balanga la
quantitat de dissolvent (50% etanol) que s’aplicara a 1’oleoresina per tal de separar-la
del recipient.

9. Un cop dissolta I’oleoresina, s’ha col-locat la mescla en el recipient de color ambre de
100 cm’ utilitzant I’embut. S’ha reservat una mostra en un recipient de ambre de 10
cm’ per enviar-los a la UCA). S’han etiquetat els envasos per diferenciar-los
(especificant el tipus de dissolucid, la concentracid i la quantitat del recipient).

10. S’han fet els calculs necessaris per realitzar les dilucions del 5, 1 1 0,5% (presents a
’apartat d’observacions). Per a fer cada dissolucid, s’ha abocat la quantitat calculada
de dissoluci6 del 10% amb un comptagotes en un dels recipients de 100 cm’® de vidre
ambre i després s’ha afegit la dissolucio d’etanol 50% corresponent.

11. Les mostres per analitzar han estat enviades a la UCA, on el doctor Gerardo
Fernandez ha realitzat una cromatografia liquida d’alta eficacia (HPLC) per

determinar-ne la concentracié de capsaicina.

Precaucions i mesures de seguretat

Per tal de realitzar els procediments de forma segura ha estat imprescindible 1’Gs de
guants i mascareta protectora, ja que s’ha treballat amb pols de pebrots, que és facilment
volatil. També s’han utilitzat ulleres protectores per a evitar I’entrada de particules de polsim

als ulls.

També ha estat imprescindible fer I’ebullicié de 1’acetona sota una campana extractora i
tenir el laboratori ventilat, ja que aquesta substancia €s toxica i ¢és facil inhalar-la quan esta en

estat gasos.
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Observacions

EXTRACCIO 1 (09/05/2017) i 2 (05/10/2017)

Els calculs per a realitzar les dissolucions han estat els segiients:

Dissolucié del 5% = . . 5gdoleoresina 100 g dissoluci6é 10%
20 g de dissolucié - - — - n -
100 g de dissoluci6 10 g d'oleoresina

=10 g dissoluci6 10 %

20 g totals de dissoluciéo — 10 g solut = 10 g etanol

Dissoluciéo del 1% = . . lgd'oleoresina 100 g dissoluci6é 10%
20 g de dissolucié - - — . - -
100 g de dissoluci6 10 g d'oleoresina

=2 g dissoluci6 10 %
20 g totals de dissolucié — 2 g solut = 18 g etanol

Dissolucié del 0,5% —> . . 05gd'oleoresina 100 g dissoluci6é 10%
20 g de dissolucié - - — . - -
100 g de dissoluci6 10 g d'oleoresina

=1 gdissoluci6 10 %
20 g totals de dissoluci6o — 1 g solut = 19 g etanol

ANALISI 1 (05/06/2017)

El doctor Fernandez ha observat que les mostres que se li ha enviat no és homogenia.
La capsaicina no és soluble en aigua. Com I’oleoresina estava dissolta en un dissolvent que
no era pur (hi havia bastant quantitat d’aigua) s’ha produit un efecte similar al que succeeix
quan es barreja aigua i oli. Per tal de fer ’analisi correctament, el doctor Fernandez ha aplicat

ultrasons a les mostres per homogeneitzar-les.

Seguint el seu consell, a la proxima extraccio s’utilitzara etanol en una concentracid
més elevada: 55% en massa, un percentatge que no supera el llindar per a tenir efecte

antimicrobia.

EXTRACCIO 2 (05/10/2017)

Tal 1 com s’ha mencionat anteriorment, la concentracio de la dissolucio d’etanol no ha
9

estat la mateixa que la de I’extraccié 1. Per aixo ha calgut recalcular la quantitat d’etanol:

55 g d’etanol pur 1000 cm3 d’etanol pur 100 cm? d'etanol 96°

500 g de dissolucié - : ' '
g ae aissotucio 100 g de dissoluci6 789 g d'etanol pur 96 cm3 d'etanol pur

805 g d'etanol 96°
1000 cm3 d'etanol 96°

= 292,3 g d’etanol de 96°
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Resultats i calculs

En primer lloc, els resultats immediats de 1’extraccié de capsaicina son les quantitats
d’oleoresines obtingudes. Amb les dades de la taula segiient (Taula E2-1) es pot calcular el
rendiment del procés d’extraccid segons la quantitat d’oleoresina obtinguda (Taula E2-2)

amb la segiient formula:

massa oleoresina

n= : 100
massa polsim
Placentes, septes i llavors Pericarpis

Massa polsim (g) Massa oleoresina(g) Massa polsim (g) Massa oleoresina (g)
O
o1 218,4+0,1 7,8+0,1 140,4 + 0,1 5,0+£0,1
O
<
=
E 2 211,4+0,1 7,4+0,1

Taula E2-1 Masses de polsim i oleoresina obtingudes durant els processos d’extraccio. El polsim
ha guanyat humitat durant ['emmagatzemament i per aixo no coincideixen les masses en sec i de
polsim.

Rendiment de I’obtencio d’oleoresina

n extraccio 1 (0/0) n extracci6 2 (0/0) TI mitja (0/0)

Placentes (septes 3,57 3,50 3,54

i llavors) Taula E2-2 Resultats dels
rendiments de [’obtencio
Pericarpis 3,56 d’oleoresines  durant els

processos d’extraccio).

Es interessant veure com el rendiment de 1’obtencié d’oleoresines és independent de la
quantitat de polsim inicial o la part del pebrot del qual s’extregui, sempre esta al voltant del
3,5%. Es pot afirmar, per tant, que el rendiment mitja del procés d’extraccié utilitzat en

’obtencio d’oleoresina és del 3,54%°°.

En segon lloc, les analisis dutes a terme pel doctor Fernandez a les diferents
dissolucions d’oleoresines al 10% en massa que se li han enviat han mostrat la concentracio6
dels diferents capsaicinoides que contenien (Taula E2-3), en mg/g (mg de capsaicinoide per
gram de mostra) i SHU (Scoville Heat Units). Per tal de fer els resultats més visuals s’ha fet
una grafica que mostra les concentracions (en mg/g) dels diferents capsaicinoides (Figura

E2-1) Els informes oficials corresponents a cada analisi es poden trobar a I’ Annex I1I.

**Dada obtinguda de calcular la mitjana aritmética dels tres rendiments obtinguts.
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Capsaicinoides
Unifats lMostr.a p Total
oleoresina C DHC h-C h-DHC n-DHC
Pla‘ggﬁes 24,628 6,921 0,309 0,181 0,413 32,452
Pericarpis 4,905 1,058 0,053 0,035 0,044 6,094
L Y :
ac(:gltes 32,240 8,719 0,341 0,318 0,311 41,928
Placentes 25’039 6,989 09305 0,103 0,425 32,861
(1-2a)
Pla‘gf;“es 391591,67 | 110045,07 | 4905,97 | 2874,78 | 6566,96 | 53441246
Pericarpis | 77984,73 | 16817,09 837,23 552,54 703,48 100355,61
SHU | — :
d‘g;““ 512614,65 | 138630,64 | 5414,11 | 5052,22 | 4938,14 | 690458,68
Pl(al‘i‘;?)es 308123,50 | 11112028 | 484381 | 164029 | 6764,88 | 54115321

Taula E2-2 Resultats de les analisis de les dissolucions d’oleoresines al 10% en massa. La mostra
“Placentes (1)” i “Pericarpis” corresponen a les analisis de les extraccions del maig de 2017
realitzades el 5 de juny del mateix any. La mostra “Placentes (2)” correspon a [’analisi de
l’extraccio de I’octubre de 2017 i la mostra “Placentes (1-2a)” correspon a [’analisi de [’oleoresina
de les placentes extreta al maig (ambdues analitzades el 3 de novembre de 2017). Les abreviacions
dels capsaicinoides (d’esquerra a dreta) signifiquen: capsaicina, dihidrocapsaicina,
homocapsaicina, homodihidrocapsaicina i nordihidrocapsaicina .

Resulats de les analisis d'extractes de xili '""habanero"

100 -
10

o)
)
E
= Placentes (1)
& 1
E B Pericarpis
E ¥ Placentes (2)
=]
© 0.1 M Placentes (1-2a)

0,01

C DHC h-C h-DHC n-DHC
Capsaicinoides

Figura E2-1 Grafic amb escala logaritmica que mostra els resultats de les analisis realitzades a les
dissolucions d’oleoresines al 10% en massa. La nomenclatura emprada és identica a la de la Taula
E2-2.
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Tal i com es pot veure, els resultats de les analisis demostren que la capsaicina és més
present a les placentes, que és la part del pebrot que més capsaicinoides conté. A més, es pot
afirmar que el capsaicinoide majoritari de la varietat de pebrot estudiat és la capsaicina.
També es pot afirmar que la varietat de Capsicum chinense “habanero” amb qué s’ha
treballat €s de les més picants de I’especie (i, per tant, de les que més capsaicinoides conté),
ja que se situa a la part alta de la forquilla de picantor de la varietat present a I’Escala

Scoville (580.000 SHU).

Amb els resultats de les segones analisis, es pot afirmar que la capsaicina (ni cap dels
capsaicinoides analitzats) no s’ha degradat amb el pas del temps estan en dissoluci6 amb
etanol al 50% i conservada a 7°C coberta amb paper d’alumini. També es pot observar com la
concentraci6 de capsaicina de la segona extraccio6 és superior a la de la primera de placentes,

per tant s’ha extret més substancia.

Gracies als resultats de les analisis s’ha pogut calcular la quantitat de capsaicina

obtinguda a les extraccions (Taula E2-3) mitjancant la segiient operacié matematica:

100 g-dissolucié mg-capsaicinag g capsaicina
10 goleoresinag 1 g-dissolucidé 1000 mgeapsaicina

g-oleoresing

g oleoresina-%capsaicina

g capsaicina =

100
EXTRACCIONS
1 2
Massa pebrots en fresc (g) 4620 £ 1 4853 £ 1
5 Massa en fresc (g) 1624 + 1 1647 = 1
2
3 g Massa polsim (g) 217,5+0,1 211,2+0,1
gz
g = Oleoresina (g) 7,8+0,1 7,4+0,1
<
]
= Capsaicina (g) 1,9 2,4
Massa en fresc (g) 2647,7+0,1
= ’
'§ Massa polsim (g) 139,7 £ 0,1 9 /
> Oleoresina (g) 50+0,1 >
A 2 \
Capsaicina (g) 0,2 B N
Capsaicina total (g) 2.1 ~

Taula E2-3 Taula resum de les masses de pebrot obtingudes a cada etapa del procés d’extraccio i

quantitat de capsaicina obtinguda.
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En tercer lloc, amb les dades de la Taula E2-3 es pot, calcular el rendiment del procés
d’extraccié emprat per a I’obtencid de capsaicina. S ha calculat el rendiment sobre la massa
de polsim, la massa en fresc de cada part 1, en el cas de la primera extraccio, el del total de
capsaicina sobre el total de massa de pebrots en fresc. En el cas de la segona extraccid s’ha
calculat també el rendiment mitja amb les dades de la primera extraccio. Els resultats (Taula
E2-4) s’han obtingut mitjangant la segiient férmula:

massa capsaicina

= -1
massa estudiada 00

U]

Rendiment del procés d’extraccio per I’obtenci6 de capsaicina (%)

Rendiment sobre Massa polsim Massa part en fresc
Massa total en fresc
Part del pebrot Placentes Pericarpis Placentes Pericarpis
Extraccio 1 0,874 0,143 0,117 0,008 0,048
Extraccié 2 1,136 0,146
Mitjana 1,005 0,131

Taula E2-4 Rendiments del procés d’extraccio per a I’obtencio de capsaicina calculats sobre el total
de massa de polsim, el total de massa de cada part en fresc i el total de massa de pebrot fresc
(extraccio 1). També hi ha el rendiment mitja en el cas de [’extraccio 2.

Tal 1 com es pot veure, els rendiments obtinguts son bastant baixos. Si es comparen
amb els rendiments per 1’obtencié d’oleoresina, es pot veure com els de les placentes i
pericarpis no coincideixen, tal i com passava amb les oleoresines. Aixo es degut a que les
concentracions de capsaicina son molt diferents a les dues parts de pebrot estudiada. També
es pot afirmar que, segons el rendiment de capsaicina total sobre el total de massa de pebrots

en fresc, per cada 100 grams de xili “habanero” estudiat s’han obtingut 48 mg de capsaicina.

Finalment i amb 1’objectiu de donar un punt de vista economic a I’estudi, s’ha calculat
el preu del gram de capsaicina obtingut a les dues extraccions a partir del cost del cost dels
productes emprats durant 1’estudi (pebrots, acetona i alcohol etilic). Per fer aixd s’han
utilitzat les dades de les masses de pebrots, acetona i etanol mesurades durant el procés
d’extraccio (Taula E2-5) i el preu d’aquests productes per unitat de massa o volum (Taula

E2-5) per a realitzar els segiients calculs:
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Massa Massa Massa etanol | Massa aigua Massa
pebrots (g) acetona (g) () destil-lada (g) | capsaicina (g)
E Placentes 1087,5+ 0,1
s 4620 = 1 265,7+0,1 2343+ 0,1 2,1
5 Pericarpis 698.,5+0,1
Extraccié 2
4853 + 1 1056,0 £ 0,1 292,3+0,1 207,7+ 0,1 2,4
(placentes)

Taula E2-4 Dades de les masses de productes emprats durant l’extraccio de capsaicina i quantitat de
capsaicina obtinguda a cada extraccio.

. Preu per
Producte | Preu per litre (€/1) quilogram (€/kg)
Pebrots 8,50
Acetona 22,08
ey 17,89
f’ ViV Taula E2-5 Preus per unitat de massa o
Aigua 0.58 volum dels productes emprats en el
destil-lada ’

procés d’extraccio de la capsaicina.

Degut al fet que els preus de la propanona, 1’etanol i I’aigua destil-lada estan en funci6
del volum i les quantitats mesurades son de massa, cal fer factors de conversid per

transformar les masses de productes en volum per mitja de les seves densitats.

1087,5 + 698,5 = 1786 g acetona extraccio 1

1786 g acet Lkg _1lacetona .0 tcetona extraccio 1
g acetona - T 7 0,79 kg acetona . > acetona extraccio
1kg 1! acetona
1056 g acetona -

: =134 62
1000 g 0,79 kg acetona ,3 l acetona extraccio

11 etanol 96

. _ 9 61
265,7 g etanol 96 805 g etanol 96 0,33 l etanol 96 extraccid

11l etanol 96

. _ 9 62
292,3 g etanol 96 805 g etanol 96 0,36 l etanol 96 extraccid

) 1!l aigua ) »
234,3 g aigua -W = 0,23 l aigua extraccid 1

) 1!l aigua ) »
207,7 g aigua -W = 0,21 l aigua extraccio 2

3% 04 v/v: percentatge en volum (forma d’expressar la concentracié d’una dissolucié)
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Amb totes aquestes dades es poden realitzar les factures dels costs directes® del procés
d’extraccid de la capsaicina (Taula E2-6 1 Taula E2-7) per finalment calcular el preu de la

capsaicina obtinguda a cada extraccio i la mitjana dels dos.

Quantitat

4,62 kg Pebrot “habanero” 8,50 €/kg 39,27€
2,261 Acetona 22,08 €/1 49,90€
0,331 Etanol 96% v/v 17,89 €/1 5,90€

+ Impost alcohols 9,67 €/’ 3,19€

0,231 Aigua destil-lada 0,58 €/1 0,13€

TOTAL.....ooeeee ettt ettt ettt st b et es e st et e e b e benbeebeenean 98,39¢€
98,39€ 21% 20,66€ 119,05€

Taula E2-6 Factura dels costs directes de ’extraccio 1 de capsaicina.

Quantitat

4,85 kg Pebrot “habanero” 8,50 €/kg 41,23€
1,341 Acetona 22,08 €/1 29,59€
0,361 Etanol 96% v/v 17,89 €/1 6,44€

+ Impost alcohols 9,67 €/ 3,48€

0,211 Aigua destil-lada 0,58 €/1 0,12€

TOTAL.....ooeeee ettt ettt ettt st b et es e st et e e b e benbeebeenean 80,86€
80,86€ 21% 16,98€ 97,84€

Taula E2-6 Factura dels costs directes de I’extraccio 2 de capsaicina.

Amb I’import total del cost de I’extraccio 1 1 la quantitat de capsaicina obtinguda es pot

calcular el preu del gram de capsaicina obtingut en aquesta extraccio:

1 o 119,05€ 56 69€
g capsalcina 5 1 capsaicina "

Amb I’import total del cost de I’extracci6 2 i la quantitat de capsaicina obtinguda es pot

calcular el preu del gram de capsaicina obtingut en aquesta extraccio:

*! Cost directe: tot aquell cost directament relacionat amb 1’obtencié d’un producte. Es contraposa amb el cost
indirecte, tot aquell que afecta al procés productiu (llum, gas...).

32 Valor de I’impost per litre d’etanol 96% v/v.

33 Valor de I’impost per litre d’etanol 96% v/v.
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1 ici 07,84€ = 40,77€
g capsaicma = o g capsaicina

Segons aquests calculs, el preu de la capsaicina obtinguda durant I’extraccié del maig
¢s de 56,69 €/g i la de ’octubre de 40,77 €/g. Tal i com s’ha comentat, els preus només fan
referéncia als costs directes del procés d’extraccid. Caldria afegir els indirectes (despesa de
llum, ma d’obra...) per obtenir uns valors més ajustats. No obstant, es podria afirmar que s6n

els preus minims de la capsaicina obtinguda.

Si es fa la mitjana aritmetica dels preus obtinguts, el valor mig de la capsaicina
obtinguda amb el meétode d’extraccid utilitzat és de 48,73 €/g. Aquest valor queda molt
allunyat del preu real de la capsaicina pura, que ascendeix ni més ni menys que als 831 €/g**.
Aix0 és degut a que la capsaicina obtingudes durant 1’extraccié no €s pura, és a dir esta
barrejada amb gran quantitat d’altres substancies. Cal recordar que un gram de I’oleoresina
de les placentes de I’extraccié del maig contenia 246 mg de capsaicina per cada gram. En
canvi, la capsaicina que venen els laboratoris té una puresa de més del 95%. Es evident que
obtenir capsaicina pura a partir de 1’extraccidé de pebrots és una tasca molt complexa i per

aixo el preu de la substancia és tan elevat.

** Dada obtinguda de la pagina web dels laboratoris Sigma-Aldrich® consultable a:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m2028?lang=es&region=ES
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ESTUDI 3. Valoracié de I’efecte antibacteria:
antibiogrames

Un cop s’ha obtingut la capsaicina, i recordant que 1’objectiu final del treball és
realitzar un producte antimicrobia amb aquesta substancia com a principi actiu, és evident
que cal estudiar propiament els seus efectes sobre microorganismes. Aquest estudi ha servit
per valorar ’acci6d antibacteriana (per a matar bacteris) de la capsaicina. Per fer-ho s’han

realitzat antibiogrames a diferents especies bacterianes.

Justificacio i objectius

Tal i com s’ha esmentat, per tal de determinar ’efecte antibacteria de la capsaicina es
realitzaran antibiogrames. Els antibiogrames sén un metode d’estudi de la sensibilitat dels
microorganismes als antimicrobians i poden ser de diferents tipus. L’emprat en aquest estudi
ha estat I’antibiograma mitjangant la difusié amb disc. Es basa en inocular un disc de paper
de filtre amb una substancia determinada i col-locar-lo sobre una placa de Petri amb agar
tou” i un sembrat de bacteris. Després la placa s’incuba i passades unes hores, si la
substancia té efecte antibacteria, es podra observar un halo d’inhibici6 al voltant del disc i

com més gran sigui més acci6 antibacteriana té la substancia.

Aquest metode és qualitatiu, ja que no permet determinar una concentraci6é d’inhibicio
determinada (MIC, MBC...), i no es el tipus d’efecte antibacteria (bactericida o bacteriostatic)
de la substancia que s’estudia amb ell. No obstant, permet determinar a grans trets si una
substancia és més o menys efectiva contra una espécie bacteriana concreta i observar els
efectes en funci6 de la concentracié de principi actiu. Es per aixo que s’ha triat aquest métode
d’estudi de sensibilitat, ja que, tot i que hi ha estudis que proven I’existéncia de ’efecte
antibacteria de la capsaicina (mencionats al bloc teoric), no se sap amb exactitud ni la seva
concentraci6 d’inhibicid (cal tenir en compte que aquest estudi s’ha fet abans de la primera
analisi de capsaicina, per tant no se sabia les concentracions de capsaicina amb les quals s’ha
treballat) ni si és efectiva contra tot tipus de bacteris. A més, és un metode economic i senzill

de realitzar.

Els antibiogrames s’han realitzat sobre tres especies de bacteris diferents. La tria de

bacteris, per desgracia, ha estat influida en gran part per la disponibilitat de bacteris del

33 Agar tou: medi de cultiu nutritiu per a microorganismes.
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CESIRE, el centre al qual s’ha demanat la major part del material per a fer I’estudi (bacteris
inclosos). Finalment, s’han escollit les segiients espécies bacterianes: Escherichia coli,
Serratia marcescens (bacteris gramnegatius *°) i Staphyloccocus epidermidis (bacteri

grampositiu®’).

L’Escherichia coli s’ha triat perque els estudis ja han certificat que la capsaicina té
efecte antibacteria sobre ell. A més, é un bacteri que pertany a la familia de les
enterobacteriacies™ i algunes de les seves soques provoquen gastroenteritis entre d’altres
patologies de I’aparell digestiu. Es freqiient el contagi per via fecal-oral, com per exemple:
gent portadora d’un bacteri patogen que no es renta les mans després de defecar, toca
qualsevol objecte que algt es posa a la boca i li transmet el bacteri i, per tant, la malaltia. Es
per aix0 que ¢s interessant estudiar 1’accid antibacteriana de la capsaicina sobre aquest
bacteri, ja que si €s efectiu pot valorar-se el fet de fer un antiséptic per a mans (tenint en

compte també els resultats del altres estudis).

El cas de la Serratia marcescens i I’Staphylococcus epidermidis és diferent. S’han triat,
principalment, perque eren dels pocs que disponibles a la cambra de cria del CESIRE que
tenien similituds amb els bacteris del llistat de la pagina 43. La Serratia marcescens pot
causar malalties diverses, des de conjuntivitis fins a infeccions urinaries. Es habitual que es
transmeti en hospitals per aixo és interessant el seu estudi per a la realitzacid de possibles
antiséptics o desinfectants a nivell hospitalari. L’Staphylococcus epidermidis, present a la
microbiota normal de la pell, pot causar, tot i que rarament, infeccions a ferides (fet
interessant per estudiar els efectes de la capsaicina en aquesta especie donada la possibilitat

de crear un antiseptic per a ferides).

Per tal d’obtenir uns bons resultats, s’han emprat trenta plaques de Petri, deu per cada
especie bacteriana. D’aquestes deu s’han utilitzat dues per a cadascuna de les quatre
concentracions d’oleoresina obtingudes a I’Estudi 2 (fent dues més de la concentracid més
elevada, ja que ¢és la que té més probabilitats de mostrar un efecte antibacteria). A cada placa
de Petri hi ha hagut cinc discs amb els seus respectius tractaments: un per a 1’oleoresina de

placentes, un altre per a I’oleoresina de pericarpis (per a comparar 1’efecte els dos efectes), un

*® Gramnegatiu: conjunt de bacteris que es tenyeixen de color rosa fluix durant la tincié de Gram, fet degut a
I’estructura del seu embolcall cel-lular (una membrana citoplasmatica interna, un espai periplamatic amb
peptidoglica i una membrana externa).

°” Grampositiu: conjunt de bacteris que es tenyeixen de color blau o violeta durant la tincié de Gram, fet degut
a I’estructura del seu embolcall cel-lular (una membrana citoplasmatica interna i un peptidoglica extern).

** Enterobacteriacia: familia de bacteris que habiten a la microbiota intestinal dels humans i altres espécies
d’animals.
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amb la concentraci6 d’etanol identica a la concentracid d’etanol de les dissolucions
d’oleoresines anteriors (per tal de descartar que I’efecte antibacteria és degut a 1’etanol i no a
la capsaicina, tot i que les concentracions d’etanol emprades son inferiors al llindar d’accid
de I’etanol esmentat a la teoria), un amb amoxicil-lina en una concentracié idéntica a la
d’oleoresina (per comparar 1’efecte de la capsaicina amb el d’un antibacteria d’ampli
espectre) 1 un sense res a mode de control. Aquesta informacié queda reflectida a la imatge

segiient (Figura E3-1), un exemple de placa que s’ha realitzat.
Finalment, els objectius d’aquest estudi son:

# Observar I’efecte antibacteria de la capsaicina en tres especies de bacteris diferents a
partir d’antibiogrames de difusio per disc.

# Determinar els efectes de cadascuna de les concentracions d’oleoresina per a arribar a
conclusions amb els resultats d’estudis posteriors.

# Demostrar que I’etanol en concentracions inferiors al 60% v/v no té practicament
efecte antibacteria.

# Comparar |’efecte antibacteria de I’amoxicil-lina amb el de la capsaicina.

Material, reactius i equipament

Els estris, les substancies quimiques i I’equip que han estat necessaris per realitzar
I’estudi son:
Paper de filtre.
Magquina de fer forats.
Vidre de rellotge.
Retolador permanent.
Trenta plaques de petri amb agar tou.
Pinces.

Balanga digital de 0,1 g de resolucid.

% % %N % % NN

Dissolucions d’oleoresines de placentes i pericarpis (en concentracions del 10%, 5%,
1% 1 0,5% en massa).

Dues pastilles d’1 g d’amoxicil-lina.

Morter de vidre.

Etanol 96% v/v.

LI B T

Aigua destil-lada.
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Comptagotes.

Embut de vidre.

Quatre recipients de 20 ml de vidre ambre.
Vas de precipitats.

Bec bunsen.

Tres pipetes d’1 ml.

Aspirador per pipetejar.

Dos vials amb Escherichia coli.

Dos vials amb Serratia marcescens.

Dos amb Staphylococcus epidermidis.

Dues estufes incubadores.

LA A L T T D D T B

Regle transparent de 15 cm.

Calculs previs

Per realitzar 1’estudi es necessiten dissolucions d’amoxicil-lina i etanol en unes
concentracions determinades. Les de 1’etanol han estat les concentracions d’alcohol etilic
presents a les dissolucions d’oleoresina i les d’amoxicil-lina les mateixes concentracions que
les dissolucions oleoresines: 10%, 5%, 1% 1 0,5% en massa d’oleoresina (cal tenir en compte
que en el moment de fer I’estudi encara no es disposava dels resultats de les analisis i per
aixd no s’han fet les concentracions en funci6é de la capsaicina). Per fer les concentracions

d’amoxicil-lina s’han fet els segiients calculs:

10 g d'amoxicil - lina

10 g de dissolucié d'amoxicil - lina - = 1 g amoxicil - lina

100 g de dissolucio

5 g d'amoxicil - lina

10 g de dissoluci6 d'amoxicil - lina - = 0,5 g amoxicil - lina

100 g de dissolucio

1 g d'amoxicil - lina

10 g de dissolucié d'amoxicil - lina - = 0,1 g amoxicil - lina

100 g de dissolucio

0,5 g d'amoxicil - lina

10 g de dissolucié d'amoxicil - lina - = 0,05 g amoxicil - lina

100 g de dissolucio

Per fer les dissolucions d’etanol s’ha considerat que les concentracions de dissolucio
d’etanol al 50% en massa a cadascuna de les mescles d’oleoresina (de major a menor

concentracio) son del 90%, 95%, 99% 1 99,5% en massa. Cal mencionar que I’etanol que ha
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servit de solut per a fer les dissolucions no era pur (era del 96% v/v), per tan hi ha un petit

error en els calculs (tan petit que no fa variar massa els resultats).

50 g etanol

90 g dissoluci6 etanol - = 45 g etanol

100 g dissolucié etanol

45 g d'amoxicil - lina

20 g de dissolucié d'etanol - = 9 g etanol

100 g de dissolucio

50 g etanol

95 g dissoluci6 etanol - = 47,5 g etanol

100 g dissolucié etanol

47,5 g d'amoxicil - lina

20 g de dissolucié d'etanol - = 9,5 g etanol

100 g de dissolucio

50 g etanol

99 g dissoluci6 etanol - = 49,5 g etanol

100 g dissolucié etanol

49,5 g d'amoxicil - lina

20 g de dissolucié d'etanol - = 9,9 g etanol

100 g de dissolucio

50 g etanol

99,5 g dissolucio etanol - = 49,75 g etanol

100 g dissolucié etanol

49,75 g d'amoxicil - lina

20 g de dissolucié d'etanol - = 9,95 g etanol

100 g de dissolucio

Metodologia

Procediment

El procés d’aquest estudi engloba la preparacié de les dissolucions i la realitzaci6 dels

antibiogrames, aixi com la recollida dels resultats. Els passos seguits han estat els segiients:

1. S’han preparat les dissolucions d’amoxicil-lina i etanol. Per fer-ho s’ha mesurat amb
la balanca la quantitat calculada de solut (etanol i amoxicil-lina, préviament molta
amb el morter de vidre) directament en els recipients de vidre ambre i s’ha afegit
aigua destil-lada, amb 1’ajuda de I’embut i el comptagotes, fins a arribar a la massa
desitjada: 20 g en el cas de I’etanol i 10 g en el de I’amoxicil-lina (ja que només es
disposava de 2 g de substancia). No obstant, dues de les masses calculades no poden
ser mesurades per la balanga, ja que només mesura les décimes. Els 9,95 g d’etanol

s’han arrodonit a 10 g i per fer la dissolucié del 0,5% en massa d’amoxicil-lina s’ha
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fet més quantitat de la dissolucid a I’1% en massa (20 g) i s’ha diluit a la meitat
agafant amb el comptagotes 5 grams de dissolucio i afegint aigua fins als 10 g.

Un cop preparades i etiquetades les dissolucions d’etanol i amoxicil-lina, s’ha
procedit a preparar els discs per fer els antibiogrames. S han fet utilitzant la maquina
de fer forats i el paper de filtre per preparar uns dos-cents discs que s’han col-locat al
vidre de rellotge.

S’han resultat les plaques de Petri per la part inferior (no la tapa). En primer lloc s’ha
dividit la placa en cinc triangles i a la seva base (la vora de la placa) s’han escrit uns
codis per a diferenciar cadascun del tractaments.

S’ha preparat la zona de treball. S’han col-locat els recipients, els vials amb els
bacteris, les pipetes, les pinces, el vidre de rellotge amb els discs i, el més important,
el bec bunsen ences i un vas de precipitats amb etanol. La flama del bec bunsen crea
una zona d’esterilitat d’aproximadament un pam al seu voltant. Cada vegada que s’ha
obert una placa, un vial o s’ha manipulat els bacteris s’ha fet al voltant de la placa.

Un cop preparat I’espai de treball, s’ha procedit a realitzar, propiament els
antibiogrames. S’ ha obert el vial d’una de les espécies 1 s’ha mesurat amb la pipeta (i
amb 1’ajuda de I’aspirador) 0,2 ml, sempre treballant a la zona d’esterilitat.

S’ha estés la mostra de bacteris per la placa per a quedi homogénia (sembra
bacteriana). Aquest pas s’ha fet realitzant moviments circulars amb la placa, pero per
fer-ho de manera més teécnica cal utilitzar un estri anomenat nansa de Digralsky.

Amb els bacteris sembrats, s’ha anat col-locant els discs impregnats de cada
substancia en les concentracions adients. Per exemple: la dissolucié de placentes al
10%, la de pericarpis al 10%, I’amoxicil-lina al 10% i I’etanol al 45%. També s’ha
col-locat el disc control sense cap substincia inoculada. Es important destacar que
cada vegada que s’han utilitzat les pinces per agafar i col-locar un disc s’han flamejat
(mullar-les en etanol, passar-les pel bec bunsen i sacsejar per apagar el foc) per
esterilitzar-les.

Un cop col-locats tots els discs, s’ha tancat la placa (sempre que ha estat oberta s’ha
col-locat a la zona d’esterilitat) i sa col-locat cap per avall (amb la tapa tocant la
superficie de recolzament.

Aquest procediment s’ha repetit trenta vegades per fer totes les plaques (deu per
especie bacteriana, dues per concentracido y quatre en el cas de la concentracié del
10%). Cada vegada que s’ha canviat d’espécie bacteriana s’ha canviat la pipeta (per a

no barrejar bacteris).
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10. Una vegada acabades les plaques, s’han col-locat a les estufes incubadores cap per
vall 1 s’han incubat durant tres dies a 37°C (temperatura Optima per al bon
desenvolupament bacteria).

11. Passats els tres dies, s’han analitzat els resultats mesurant el diametre de 1’halo
d’inhibici6 amb el regle transparent de 15 cm i fent la mitjana de les dades

obtingudes.

Precaucions i mesures de seguretat

Per tal de realitzar el procés de 1’estudi de forma segura ha estat imprescindible 1’is de
guants per tal de prevenir el contacte amb els bacteris i els reactius i, sobretot, el rentat de
mans previ i posterior a la realitzacio dels antibiogrames. També ha calgut anar amb especial
atencid amb el procés de flamejat per evitar provocar focs (en cas de flamejar dues vegades

seguides s ha hagut de vigilar de no col-locar les pinces encara enceses a 1’etanol).

Observacions

Per a fer la dilucid a la meitat de la dissolucid al 1% en massa d’amoxicil-lina s’ha

hagut de recalcular la quantitat de dissoluci6 de I’1% 1 fer les segiients i operacions:

1 g d'amoxicil - lina

20 g de dissolucié d'amoxicil - lina - = 0,2 g amoxicil - lina

100 g de dissolucio

0,5 g d'amoxicil - lina 100 g dissolucié 1%

10 g de dissolucio6 - = 5 g dissolucié 1%

100 g de dissolucio 1 g d’amoxicil - lina

Una vegada incubades les plaques, s’han observat diversos fets. En primer lloc, les
plaques d’Staphylococcus epidermidis no han mostrat creixement bacteria. En segon lloc, les
plaques de Serratia marcescens han tingut creixements bacterians diferents tot i provenir del
mateix vial: sis plaques han crescut de color groc blanquinods, dues han crescut de color
taronja i dues vermell rosat. En tercer lloc, alguns halos de les oleoresines es mostren terbols
en algunes zones, com si hi hagués hagut accid antibacteriana perd després creixement
bacteria. Finalment, cal esmentar que alguns dels halos d’inhibici6 no es veien clars i s’han

fet estimacions per a determinar-los.
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Resultats i calculs

Les mesures dels halos d’inhibicio dels discs de les plaques d’Escherichia coli (Taula

E3-1) i Serratia marcescens (Taula E3-2) han servit per fer les respectives mitjanes de cada

tractament, ja que, com s’ha mencionat, els antibiogrames s6n un metode d’estudi qualitatiu i

no so6n massa exactes (donen resultats vairats). Els resultats de 1’ Staphylococcus epidermidis

s’han descartat perqué no hi ha hagut creixement bacteria i, per tant, halos d’inhibicio

RESULTATS Escherichia coli

Tractament Diametre halo d’inhibiciéo (mm) Mitjana (mm)
Oleoresina (placenta) 16 23 18 19 19
Oleoresina (pericarpi) 12 15 13 8 12
10% Etanol 3 11 5 6 6,25
Amoxicil-lina 46 44 50 40 45
Control 0 0 0 0 0
Oleoresina (placenta) 20 14 17
Oleoresina (pericarpi) 14 8 11
5% Etanol 10 8 9
8 Amoxicil-lina 46 32 39
§ Control 0 0 0
=
E Oleoresina (placenta) 16 12 14
% Oleoresina (pericarpi) 11 11 11
- 1% Etanol 8 11 9,5
Amoxicil-lina 32 28 30
Control 0 0 0
Oleoresina (placenta) 12 13 12,5
Oleoresina (pericarpi) 12 9 10,5
0,5% Etanol 11 9 10
Amoxicil-lina 27 28 27,5
Control 0 0 0

Taula E3-1 Halos d’inhibicio dels antibiogrames de |’Escherichia coli i mitjiana de cadascun d’ells.
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RESULTATS Serratia marcescens
Tractament Diametre halo d’inhibiciéo (mm) Mitjana (mm)
Oleoresina (placenta) 13 16 18 10 14,25
Oleoresina (pericarpi) 9 10 8 11 9,5
10% Etanol 8 7 5 4 6
Amoxicil-lina 32 46 26 28 33
Control 0 0 0 0 0
Oleoresina (placenta) 13 13 13
Oleoresina (pericarpi) 9 7 8
5% Etanol 9 8 8,5
8 Amoxicil-lina 28 30 29
§ Control 0 0 0
=
E Oleoresina (placenta) 8 13 10,5
% Oleoresina (pericarpi) 11 7 9,5
- 1% Etanol 10 12 11
Amoxicil-lina 12 16 14
Control 0 0 0
Oleoresina (placenta) 7 5 6
Oleoresina (pericarpi) 6 4 5
0,5% Etanol 11 13 12
Amoxicil-lina 13 10 11,5
Control 0 0 0

Taula E3-2 Halos d’inhibicio dels antibiogrames de la Serratia marcescens i mitjana de cadascun

d’ells.

Amb les mitjanes de cada tractament i tenint en compte les diferents concentracions,

s’han realitzat dos grafics per expressar de forma visual els resultats dels antibiogrames

d’Escherichia coli (Figura E3-1) i Serratia marcescens (Figura E3-2).

93




El picant com a desinfectant

Mitjanes dels halos d'inhibicio dels antibiogrames d'E. coli
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Figura E3-1 Grafic de les mitjanes dels halos d’inhibicio dels antibiogrames d’Escherichia coli en
funcio de la concentracio del tractament.

Mitjanes dels halos d'inhibicio dels antibiogrames de Serratia
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Figura E3-2 Grafic de les mitjanes dels halos d’inhibicio dels antibiogrames de Serratia marcescens
en funcio de la concentracio del tractament.
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Tal i com mostren els grafics, es pot afirmar que la capsaicina afecta, en major o menor
mesura, al desenvolupament de bacteris. També es pot apreciar que 1’accid antibacteriana
dels tractaments disminueix, com ¢s evident, amb la disminucié de la seva concentracio (cal
tenir en compte que la concentracid6 més elevada de I’etanol és la situada a al 0,5%
d’oleoresina i la més elevada la del 10%, ja que com més oleoresina a la dissolucid6 menys
etanol, i per aixo la linia del grafic ascendeix). No obstant, aquesta disminuci6 en I’efecte
antibacteria o, en el cas de I’etanol, creixement no és proporcional a la disminuci6é o augment
de la concentracié de tractament. Es a dir, 1’acci6 de, per exemple, I’amoxicil-lina no es
disminueix a la meitat en passar del 10% al 5%. Tot i que és dificil observar una relacié de
proporcionalitat directa amb qualsevol métode d’estudi de sensibilitat, fets com, per exemple,
que al segon grafic (Figura E3-2) la concentracié d’oleoresina de placentes disminueixi (del
5% a I’l%) 1 en canvi augmenti el diametre de 1’halo d’inhibici6 (i per tant ’accid
antibacteriana) demostren que els antibiogrames per difusié amb disc no sén un meétode

precis d’estudi de sensibilitat.

Si s’analitzen cadascuna de les substancies dels tractaments emprats es veura que la
soca d’E. coli amb que s’ha treballat és més sensible als antimicrobians utilitzats que la
Serratia marcescens, ja que els halos d’inhibicid son més grans als antibiogrames de la
primera espécie bacteriana que els de la segona. L’amoxicil-lina té una accidé molt superior a
la de la resta de tractaments i s’observa com, en el cas de la Serratia, la seva accio

disminueix bastant quan es passa de la concentracié del 5% a la de 1’1%.

Centrant 1’atenci6 en la capsaicina, es pot observar com 1’acci6 antibacteriana segueix
una mateixa tendéncia a les dues oleoresines, sent la de placentes superior donada la seva
major concentracidé de capsaicina. Si es comparen els resultats de la capsaicina amb els de
I’etanol del primer grafic (Figura E3-1), queda evidenciat com la capsaicina t¢ un efecte
superior al de I’etanol, per tant es pot afirmar que 1’acci6 antibacteriana de les oleoresines és
deguda a la capsaicina i no a ’etanol en que¢ estan dissoltes, ja que els halos d’inhibicié de
I’etanol son inferiors als de la capsaicina. Aquest fet, no obstant, no és tan evident al segon
grafic (Figura E3-2). Tot i que en el cas de la concentracié del 10% es veu clarament com la
oleoresina t¢ més efecte antibacteria que I’etanol, a les concentracions segiients aquesta
diferéncia no és tan clara. Aquests fet pot ser degut a algun error comes durant el procés
experimental, ja que, per exemple, no té massa sentit que 1’etanol en una concentraci6 del
50% en massa (inferior al llindar d’accid que es situa al 60%) tingui una acci6 antibacteriana

superior a la de I’amoxicil-lina.
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Resultats de procediments paral-lels a I’estudi

Deixant de banda els resultats dels antibiogrames, encara queda donar explicacior als
fendomens observats durant la realitzacid de 1’estudi. Després de fer recerca, s’ha descobert
que la Serratia marcescens té una expressio genica del seu color diferent en funcié de la
temperatura. Quan la temperatura d’incubaci6 és inferior als 31°C, el bacteri sintetitza un
pigment vermellds que no fabrica en temperatures superiors. Aixo vol dir que les plaques
vermelles 1 taronges s’han incubat a menys de 31°C, és a dir que I’estufa incubadora estava
espatllada. Aquest fet permet explicar també que les plaques d’ Staphylococcus epidermidis
no hagin mostrat creixement bacteria, ja que van ser posades a incubar a la mateixa
incubadora que les Serraties vermells, és a dir a una temperatura inadequada per al seu

desenvolupament.

Per tal de demostrar tot aixd s’ha sembrat una placa de Petri amb les tres Serraties
obtingudes (roses, taronges i grogues) amb 1’ajuda d’una nansa de Kolle i s’ha incubat a
37°C. Dos dies més s’ha pogut observar com dues de les tres soques eren blanques, la tercera,
per algun motiu desconegut, no ha mostrat creixement bacteria (Figura E3-3). També s’ha
tornat a sembrar 1I’Staphylococcus epidermidis a partir d’un dels vials que han sobrat dels
antibiogrames i aquest cop s’ha incubat a 37°C. Després de dos dies d’incubacio, aquest cop
si que ha mostrat creixement bacteria (Figura E3-4). Paral-lelament, s’han sembrat dues
plaques més d’aquest bacteri i s’han fet antibiogrames amb discs impregnats per les
oleoresines de pericarpis i placentes. Tot i que aquests resultats han estat menys clarificadors
que els dels altres antibiogrames, ja que, com els vials han estat massa temps a la nevera els
bacteris han comengat a morir 1 han crescut formant petites colonies, els halos d’inhibicié no
estaven ben definits. Tot i aixi es pot afirmar que 1’Staphylococcus epidermidis també mostra

certa sensibilitat a la capsaicina (Figura E3-5 i Figura E3-6).

Figura E3-3 Placa de Petri amb les tres soques de Serratia
marcescens sembrades i incubades a 37°C. Tant la SG (colonia
groga) com la ST (colonia taronja) mostren un color blanquinos
després de la incubacio. La SR (colonia rosa) no mostra
creixement bacteria per algun motiu desconegut.
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Figura E3-4 Placa de Petri amb una sembra d’Staphylococcus
epidermidis. Es pot apreciar com la poblacio bacteriana no és
homogenia, sino que es formen petites colonies. Aixo es degut a
que el vial del qual s’ha sembrat ja no hi havia una concentracio
molt elevada de bacteris, ja havien mort bastants.

Figura E3-5 Antibiograma per difusio amb disc d’Staphylo-
coccus epidermidis de les oleoresines de pericarpis en
concentracions del 10%, 5%, 1% i 0,5% en massa. No es pot
mesurar uns halos precisos pero es pot apreciar que el
creixement bacteria es veu afectat per la capsaicina.

Figura E3-6 Antibiograma per difusio amb disc d’Staphylo-
coccus epidermidis de les oleoresines de placentes en
concentracions del 10%, 5%, 1% i 0,5% en massa. En aquest cas
els halos son més difusos que a la imatge anterior, pero també es
pot apreciar un cert efecte antibacteria.
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ESTUDI 4. Valoracié de I’efecte antifungic

Una vegada valorat I’efecte antibacteria de la capsaicina és interessant valorar-ne
I’efecte antifingic, ja que en cas que es vulgui fer un antifingic, un antiséptic o un

desinfectant caldra que sigui efectiu contra aquest tipus de microorganismes.

Justificacio i objectius

Per tal de determinar I’efecte antifingic d’una substancia existeixen metodes com els
antifungigrames (similars als antibiogrames pero utilitzant fongs). No obstant, per maca de
temps i recursos s’ha optat per un procediment molt més basic, senzill i rapid, tot i que molt
menys teécnic, precis i quantificable. Aquest procés es basa en el procés de fermentacid
alcoholica dels llevats (fongs unicel-lulars). Els llevats metabolitzen la glucosa (i qualsevol
glucid que tingui de forma empirica una hexosa) i produeixen, entre d’altres, etanol i dioxid
de carboni en forma gasosa. Moltes practiques utilitzen 1’alliberaci6 d’aquest gas com a

mesura de [’activitat metabolica dels llevats.

En aquest estudi s’ha utilitzat la produccié de CO; (contingut en globus) per determinar
si en dissolucions d’aigua i sucre i un tractament (oleoresines en diferents concentracions,
etc.) els llevats poden viure, és a dir si es veuen afectats o no pel tractament. Dit en altres
paraules, s’ha col-locat un globus en un recipients amb aigua, sucre, llevats i un tractament
concret per veure si aquest s’infla (els llevats produeixen dioxid de carboni) i per tant els

fongs es veuen afectats o no per la substancia.

Els tractaments utilitzats en aquest procés han estat: les dissolucions d’oleoresines de
placentes i pericarpis en la concentraci6 del 10% en massa per determinar si la capsaicina té
efecte antifngic (no s’ha fet en totes les concertacions ja que com el procediment és molt
qualitatiu no s’obtindrien resultats dels quals extreure conclusions fermes) i amoxicil-lina al
10% en massa per comprovar si 1’antibacteria t¢ també efecte antifingic i comparar amb els
resultats de la capsaicina. No s’ha fet un tractament amb etanol ja que els llevats produeixen
etanol durant la fermentacio, per tant aquest a substancia no ha de ser toxica per a ells. També
s’han fet dos controls per a tenir uns resultats basics de producci6 de CO, (inflacio del

globus).
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En definitiva, els objectius d’aquest estudi son:

» Determinar si la capsaicina té efecte antifungic en llevats per mitja de 1’estudi de la
seva produccio de CO; en la fermentaci6 alcohodlica de glucosa.
»# Esbrinar si ’amoxicil-lina té efecte antifungic i en cas afirmatiu comparar-lo amb els

efectes de la capsaicina.

Material, reactius i equipament

Els estris, les substancies quimiques i I’equip que han estat necessaris per realitzar

I’estudi son:

# Aigua destil-lada.

# Sucre.
Vas de precipitats.
Balanga digital de = 0,1 g de resolucio.
Vuit matrassos Erlenmeyers de 50 ml.
Comptagotes.
Embut.
Espatula.
50 grams de llevats (llevats frescs per fer pa: Saccharomyces cerevisiae).
Vareta de vidre.
Dissolucions d’oleoresines de placentes i pericarpis al 10% en massa.
Dissoluci6 d’amoxicil-lina al 10% en massa.
Vuit globus.
Tres pipetes de 10 ml.
Aspirador per a pipetejar.

N % % % % % % %N % %N N % %N

Estufa incubadora.

Procés metodologic

Per tal de determinar si la capsaicina té efecte antifingic s’ha seguit el segiient

procediment:

1. S’han preparat 400 g una dissolucié mare de sucre al 10% barrejant 40 grams de sucre

1360 d’aigua destil-lada utilitzant 1’espatula, la balanca digital i el vas de precipitats.
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2. S’han distribuit 50 g de la dissolucido mare (mesurant amb la balanga) a cadascun dels
vuit matrassos Erlenmeyer amb 1’ajuda de I’embut i el comptagotes.

3. S’han mesurat sis grams de llevats per a cada matras i s’han barrejat amb la dissolucio
amb 1’ajuda de la vareta de vidre.

4. Tot seguit s’han afegit els tractaments (utilitzant dos matrassos per tractament): 5 ml
d’amoxicil-lina al 10% (realitzada a I’Estudi 3), 5 ml de dissolucié d’oleoresina de
placentes al 10% 1 5 ml de dissolucié d’oleoresina de pericarpis al 10%. Per abocar
els tractaments s’han utilitzat tres pipetes diferents. Els dos matrassos restants han
estat els individus control. Tots els tractaments s han etiquetat, a excepcio del control.

5. Just després de col-locar els tractaments s’ha posat un globus a cadascun dels colls
dels matrassos.

6. A continuacio s’han posat els matrassos a la estufa incubadora a una temperatura de

32°C (temperatura ideal per a la fermentacio) durant dos dies.

Resultats

Tal i com s’ha comentat amb anterioritat, aquest procediment per determinar si la
capsaicina té accio antifungica és merament qualitatiu. Es per aixo que els resultats (Taula
E4-1) que es mostraran son visuals i no numerics, ja que és dificil, amb el métode emprat,

quantificar la produccié de CO; dels llevats.

Tractament Valoracio

Resultat negatiu (no hi ha
hagut producci6 de CO;
suficient com per a inflar el
globus, no s’ha produit la
fermentacio6 alcoholica).

Dissoluci6 oleoresina
placentes (10% en massa)
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Resultat positiu (el globus
s’ha inflat, cosa que indica
que s’ha produit CO; i, per
tant, la fermentacio
alcoholica).

Dissoluci6 oleoresina
pericarpis (10% en massa)

Resultat negatiu (el globus
no s’ha inflat suficient com
per afirmar que s’ha produit
una fermentacid alcoholica
adequada).

Resultat negatiu (el globus
no s’ha inflat per tant no
s’ha  produit CO; ni
fermentacio alcoholica).
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Amoxicil-lina (10% en
massa)

Resultat positiu (el globus
s’ha inflat, cosa que indica
que s’ha produit CO; i, per
tant, la fermentacio
alcoholica).

Resultat positiu (tot i que
poca, hi ha certa inflacio del
globus, per tant hi ha hagut
producci6 de CO; i
fermentaci6 alcoholica).

Control

Resultat positiu (tot i que
poca, hi ha certa inflacio del
globus, per tant hi ha hagut
producci6 de CO; i
fermentacio alcoholica).
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Resultat negatiu (el globus
no s’ha inflat per tant no
s’ha  produit CO; ni
fermentacio alcoholica).

Taula E4-1 Resultats de [’estudi de la capsaicina i ['amoxicil-lina sobre Saccharomyces cerevisiae.
Per tal de valorar els resultats (dir si son positius o negatius) s ’ha valorat la inflacio del globus. Si
aquest estava inflat s 'ha considerat el resultat positiu i en el cas contrari negatiu.

Es possible que alguns d’aquests resultats puguin sorprendre o fins i tot estar en
desacord amb la seva valoraci6 en vista de les imatges (s’han considerats positius dos
resultats, amoxicil-lina i control, de globus prou desinflats). No obstant, la fotografia segiient
(Figura E4-1) mostra perfectament els resultats, ja que ha estat realitzada just després de
treure els matrassos de la incubadora. En canvi, les fotografies individuals de la taula anterior
han estat fetes 5 hores després de treure’ls de I’estufa (i havent estat conservats a temperatura

ambient) per problemes amb la disponibilitat del laboratori de I’institut.

Figura E4-1 Matrassos de [’estudi just
després d’haver estat incubats 48
hores. Tal i com es pot apreciar, tan el
control com els dos matrassos
d’amoxicil-lina son resultats positius.

Amb totes aquestes imatges queda confirmat que la capsaicina afecta a als llevats
(Saccharomyces cerevisiae), ja que tres de cada quatre Erlenmeyers han mostrat globus
desinflats (cosa que indica que no han pogut fer la fermentacio alcoholica, per tant no han dut

a terme la seva activitat metabolica amb normalitat). Ara caldra comprovar contra quins
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altres fongs ¢és també efectiva. També es pot afirmar que I’amoxicil-lina no té efecte

antifingic contra aquests microorganismes.

Es interessant veure com dos dels resultats no sén massa logics. Un dels Erlenmeyers
control no ha mostrat el globus inflat, cosa que indica que no han realitzat les seves activitats
metaboliques amb normalitat (fet estrany, ja que no se li ha aplicat cap tractament i ’altre
control ha donat positiu). També hi ha un Erlenmeyer (de tractament amb oleoresina de
placentes 10% en massa) que ha donat resultat positiu, a diferéncia dels altres tractaments
amb capsaicina. Tot 1 aixi es pot seguir afirmant que la capsaicina afecta d’alguna manera al

desenvolupament de llevats.
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ESTUDI 5. Eficacia i eficiéncia de la capsaicina i
altres antibacterians

Durant la realitzacié d’aquest treball s’ha tingut la possibilitat d’assistir a les Estades
Argd, organitzades per la Universitat Autonoma de Barcelona (Programa Argd). Aquest
projecte dona la possibilitat a alumnes de Batxillerat d’incorporar-se en activitats
organitzades pels diferents departaments de la universitat (projectes d’investigacio,
practiques orientades al moén laboral...) amb 1’objectiu de familiaritzar I’alumnat amb la tasca

de la recerca.

L’estada realitzada s’anomena Fagoterapia com alternativa la tractament amb
antimicrobians, organitzada pel departament de Microbiologia i1 genectica. L’objectiu
principal d’aquesta estada ha estat conéixer com els bacteridfags™ poden tenir la mateixa
activitat antimicrobiana que els antibacterians i poden utilitzar-se com a succedani per evitar

les resisténcies als antibacterians.

Durant les tres setmanes que ha durat 1’estada s’han realitzat diverses practiques de
laboratori per familiaritzar els participants amb el mén del treball en el laboratori de
microbiologia i I’accid dels bacteriofags. En aquest tltim ambit, s’ha realitzat una practica
I’objectiu de la qual ha estat el de comparar I’eficacia 1 I’eficiencia de diversos tipus
d’antibacterians amb les dels bacteriofags. Aquesta ha estat emprada per comparar, també,

I’accié antibacteriana de la capsaicina amb la de les altres substancies.

Justificacio i objectius

Per tal de comparar I’eficacia, entesa com a quantitat d’activitat antibacteriana, i
I’eficiéncia, entesa com a temps d’accid (i de recuperacio de la poblaci6 bacteriana), de la
capsaicina amb la dels bacteriofags i els antibacterians s’ha fet un experiment que ha consistit
en fer un recompte de les cel-lules viables de poblacions bacterianes de Salmonella sp. amb
diferents tractaments amb el pas del temps. Aixo significa sembrar en plaques de petri cultius
liquids bacterians de salmonel-la que han estat tractades amb alguna substancia antibacteriana
per tal de fer un recompte de la quantitat de cel-lules viables de la suspensié original amb el

pas del temps.

%% Bacteriofag: tipus concret de virus el qual es caracteritza per infectar Ginicament bacteris. Tenen una elevada
especificitat, la qual cosa vol dir que cada bacteriofag només pot infectar una espécie concreta de bacteris (i en
ocasions no tots els individus de la mateixa espécie, ja que generen defenses).
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Paral-lelament s’ha mesurat la densitat Optica (nivell de terbolesa de la suspensid per
determinar), entre d’altres I’efecte antibacteria de les substancies emprades com a tractaments
(bacteriostatic, bactericida o bacteriolitic). Dit en altres paraules, s’ha determinat si les
substancies antimicrobianes destrueixen o no el cos cel-lular dels bacteris (com menys

densitat Optics té una suspensié de bacteris, menys “cossos bacterians” hi ha).
Els tractaments emprats han estat els segtients:

» Espectinomicina: és un antibacteria antibiotic bacteriostatic.

» Estreptomicina: és un antibacteria antibiotic bactericida.

# Ampicil-lina: és un antibacteria antibiotic bacteriolitic.

» P22 litic (L1): és un bacteriofag que infecta Salmonella sp.

»# Dissolucié d’oleoresina de placentes de xili “habanero” (en concentraci6 del 10% i

5% en massa).

S’han triat tres antibacterians que afecten a la salmonel-la amb els tres efectes
antimicrobians possibles, per tal de determinar de manera precisa 1’efecte antimicrobia de la
capsaicina (mitjangant la comparacio). S’ha decidit utilitzar el tractament amb P22 litic (una
alternativa al tractament amb antimicrobians) per a comparar-ne en 1’eficacia i eficieéncia amb
les de la capsaicina (una altra possible alternativa al tractament amb aquest tipus de
substancies). Les dissolucions d’oleoresines corresponen a les de placentes ja que, segons les
analisi de I’Estudi 2 son que més concentracié de capsaicina disposen. A més, son les que
millors resultats han tingut a I’Estudi 3. Per tant, utilitzant aquestes hi ha més possibilitats

d’observar resultats congruents.
En definitiva, els objectius d’aquest estudi son:

# Comparar I’eficacia i ’eficiéncia de la capsaicina amb les de tres antibacterians i
bacteriofags en Salmonella sp.

# Valorar I’Gs de la capsaicina com a producte antibacteria d’aplicacié similar a la dels
antibacterians o els bacteriofags estudiats.

# Representar graficament els resultats del recompte de viables i densitat optica de tots
els tractaments en funci6 del temps.

»# Determinar el tipus d’efecte antimicrobia de la capsaicina (bacteriostatic, bactericida
o bacteriolitic) per mitja dels resultats de la sembra de bacteris viables, la densitat

optica de la suspensi6 i1 la comparacié amb els antibacterians d’aquests tipus.
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Materials, reactius i equipament

Els estris, les substancies quimiques i I’equip que han estat necessaris per realitzar

aquest estudi son:

Vial amb 10 ml de cultiu de Salmonella sp. en LB* liquid.
140 ml de LB liquid.

Set ampolles de vidre de 20 ml.

Plaques de Petri amb LB tou.

Pipeta de 20 ml.

Pera de succid.

Micropipetes de 1000, 100 1 20 pl.

Puntes esterils per a les micropipetes de 1000, 100 i 20 pl.
Clorur sodic (NaCl) 0,9% en massa.

Tubs de microcentrifuga esterils (Eppendorf).

Reixeta per a Eppendorfs.

Nanses de Digralsky.

Ampicil-lina a una concentracié de 200 pg/ml.
Epectinomicina a una concentraci6é de 200 pg/ml.
Estreptomicina a una concentracié de 200 pg/ml.

Vial de bacteriofags P22 litic.

Dissoluci6 d’oleoresina de placentes del 10% 1 5% en massa.
Vortex (agitador).

Bany incubador amb agitacio.

Espectrofotometre.

Y% % % % % % %N % % %N % % N N %Y N N % %N

Estufa incubadora.

Metodologia

Procediment

El procés d’aquest estudi ha estat realitzat per tots els operaris que han realitzat les

estades de fagoterapia. Els passos seguits han estat els seglients:

1. S’ha barrejat el vial de salmonel-la amb els 140 ml de LB liquid i s’ha fet la primera

sembra per comptar les cel-lules viables (mesura a temps 0). Per fer les sembres

%0 LB: Medi de cultiu especific per a bacteris.
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primer s’ha fet unes dilucions seriades, un banc de dilucions. S’han fet dilucions
successives 1:100. Es a dir s’ha agafat 10 pl de la suspensié de bacteris i s’ha
col-locat en un Eppendorf amb 990 pl de clorur sodic 0,9%. L’Eppendorf s’ha agitat
amb el Vortex i1 se n’ha agafat 10 pl per tornar-los a posar en un altre Eppendorf amb
990 pl de clorur sodic 0,9%. Aixi successivament. A continuacié s’han sembrat les
dilucions del 107, 10 i 10 (abocant 100 pl de cada dilucié en una placa de petri
amb LB tou i escampant-les amb la nansa Digralsky), ja que per fer el recompte
només es poden comptar plaques que continguin entre 15 i 300 colonies bacterianes.
Un cop s’haa realitzat la mesures a temps 0, s’han dividit els 140 ml de LB en les set
ampolles (20 ml per ampolla) utilitzant la pipeta amb una pera de succid. S’ha afegit
el tractament a cadascuna de les ampolles deixant un control negatiu (sense
tractament) 1 s’han col-locat en un bany amb agitacié a 37°C per a permetre el bon
creixement bacteria (1’agitacio evita que els bacteris es condensin a la part baixa del
recipient i es dispersin per aprofitar tots els nutrients). Cal destacar que el recipient
amb el tractament de bacteriofags s’ha deixat deu minuts sense agitaci6 per afavorir
I’absorci6 dels virus.

S’ha fet una mesura de la densitat optica cada 30 minuts i s’han fet les sembres per fer
el recompte de viables (previ banc de dilucions) cada 90 minuts (ja que ha estat un
procés lent i ha hagut de fer-se en periodes més llargs de temps).

Un cop passats 180 minuts des de la mesura del temps 0, s’han col-locat les plaques
de Petri a la incubadora a 37°C durant 18 hores.

Una vegada incubades les plaques, s’ha procedit al recompte de c¢l-lules viables.
Aquest procés consisteix en comptar el nombre de colonies bacterianes de cada placa
(sempre i quant el nombre de colonies es situi entre 15 1 300), tenint en compte la

dilucié que se li ha aplicat per sembrar-la, i aplicar la segilient formula:

namero de colonies

cfu/mitlt = ——
fu/ dilucié acumulada - volum sembrat

41 . . . . , .7
cfu/ml: unitats formadores de colonies (colony-forming unit) per ml, és una mesura de la concentracié dels
bacteris d’una suspensio.
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Observacions

Per fer la mesura de 1’absorbancia o densitat optica al espectrofotometre s’utilitzen el
que s’anomena “blancs”. Els blancs son prismes* que contenen la substancia que servira de
referéncia per a fer les lectures segiients. En el cas d’aquest estudi el blanc ha estat el medi de
cultiu sense bacteris. Es a dir, s’ha utilitzat I’LB liquid com a substancia de referéncia (de
densitat optica 0) per a fer les mesures de la densitat Optica de les suspensions amb bacteris.
No obstant, s’ha hagut de tenir en compte que la dissoluci6é d’oleoresina aporta una terbolesa
addicional, ja que no és transparent, sind d’un color vermellés. Es per aixd que per a fer les
mesures de les suspensions amb els tractaments de capsaicina s’ha hagut de fer dos blanc
especials que continguessin LB liquid i les oleoresines (en les dues concentracions

estudiades).

Desgraciadament, s’ha comés un error sistematic. En la lectura del minut 150, el blancs
d’oleoresines al 10% ha caigut i s’ha fet malbé. Al substituir-lo per un blanc nou amb les
respectives oleoresines, les lectures donades per I’espectrofotometre de les suspensions amb

els tractaments de capsaicina han sigut completament diferents a les anteriors, tal i com es

veura més endavant.

D’altra banda, a I’hora de comptar
colonies hi ha hagut plaques que han donat
valors superiors a les 300 colonies (Figura E5-
1). Es per aixd que s’ha fet una estimaci6 del
nombre de colonies, seleccionant una area
representativa de la placa (amb un nombre mig
de colonies respecte el total), corresponent a un
terc. Se n’ha comptat les colonies i
posteriorment s’ha multiplicat el nombre per
tres, per tenir el total de les colonies de la placa.
Després simplement s’ha aplicat la formula

anteriorment mencionada.

" Figura E5-1 Plaques per al recompte de cél-lules

 viables. La placa superior central mostra el cas
comentat amb anterioritat (placa espectinomicina del

 minut 180 en dilucié 107).

*El prisma d’un espectrofotometre és el recipient on es col-loca la substancia de la qual es vol mesurar
I’absorbancia o densitat optica.
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Resultats

Les mesures de la densitat optica dels diferents tractaments amb el pas del temps s’han

apuntat a la segiient taula (Taula E5-1). També s’han anotat els resultats d’aplicar I’anterior

formula per calcular el nombre de cel-lules viables a I’altre taula (Taula E5-2).

Densitat optica (unitats d’absorbancia)

Iractament 30 min. 60 min. 90 min. 120 min. 150 min. 180 min.
Control negatiu 0,286 0,443 0,584 0,688 0,775 0,818
Ampicil-lina 0,179 0,079 0,058 0,051 0,048 0,045
Estreptomicina 0,273 0,286 0,287 0,282 0,279 0,267
Espectinomicina 0,256 0,299 0,329 0,360 0,377 0,390
P22 litic 0,274 0,209 0,083 0,049 0,052 0,043
Oleoresina 10% 0,233 0,245 0,160 0,005 0,718 0,803
Oleoresina 5% 0,253 0,368 0,464 0,585 0,649 0,712

Taula E5-1 Mesures de les densitats optiques dels diferents cultius de Salmonella sp. amb els seus

respectiu tractaments.

Recompte de cél-lules viables (cfu/ml)

Tractament
0 minuts 90 minuts 180 minuts

Control negatiu 5,3-10° 1,9-10°
Ampicil-lina 7,3-10" 1,6:10"

Estreptomicina 2,0-10" <10°
Espectinomicina 1,5 10® 4,5 10’ 6,8 10’
P22 litic 2,1-10° 5,0-10*
Oleoresina 10% 2,6:10° 8,8-10°
Oleoresina 5% 5,8:10° 1,5-10°

Taula E5-2 Resultats del recompte de cél-lules viables dels diferents cultius de Salmonella sp. amb els
seus respectiu tractaments.

Amb totes aquestes dades s han realitzat dos grafics (Figura E5-2 i Figura E5-3) amb

I’objectiu de fer una representacié visual dels resultats per tal de poder analitzar-los més

facilment.
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Densitats optiques dels cultius Salmonella sp. amb
diferents tractaments
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Figura E5-2 Gradfic de les mesures de les densitats optiques de cultius de Salmonella sp. (amb
diferents tractaments) en funcio del temps.

Recompte de cél-lules viables de cultius de Salmonella
sp. amb diferents tractaments
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Figura E5-3 Grdfic semilogaritmic dels resultats del recompte de cel-lules viables de cultius de
Salmonella sp. (amb diferents tractaments) en funcio del temps

113




El picant com a desinfectant

Amb les dades d’aquests grafics queda reflectit un fet clar: els resultats obtinguts no
permeten afirmar que la capsaicina tingui efecte antibacteria contra Sa/monella sp. Tal i com
es pot observar les corbes de creixement de les poblacions bacterianes tractades amb les
oleoresines segueixen un patr6 similar a la del control negatiu (cultiu sense cap tractament).
No obstant, si que es pot observar un lleuger efecte antibacteria, ja que tant la densitat optica
dels cultius amb oleoresines com el recompte de cél-lules viables es mantenen per sota dels
resultats del control negatiu. A més, les dades de 1’oleoresina del 10% (amb una concentracid
més elevada de capsaicina) tenen resultats més baixos que les del 5%, fet que concorda amb
resultats d’estudis anteriors (es pot afirmar que amb 1’augment de la concentraci6 de

capsaicina, augmenta lleugerament 1’accio antibacteriana).
9

Un altre fet observable amb 1’analisi dels resultats és ’error comes durant la realitzacio
del projecte (esmentat a 1’apartat d’observacions). Tal i com es pot veure al primer grafic
(Figura E5-2) la densitat optica del cultiu d’oleoresina 10% comenga a disminuir als 60
minuts, arriba al seu minim als 120 i després torna a augmentar als 150 fins arribar al maxim
30 minuts després (superant I’absorbancia dels cultius d’oleoresina al 5%). Aquests resultats
no concorden amb el recompte de viables, ja que en tot moment el nombre de c¢l-lules
viables de 1’oleoresina 10% es manté per sota del de 1’oleoresina del 5% i és il-logic que es
passi d’una mesura de 0,005 a 0,803 unitats d’absorbancia en una hora quan el cultiu control
ha tardat el doble de temps en passar de 0,286 a 0,818 unitats d’absorbancia. Per tant, es
poden descartar les mesures de la densitat Optica de les oleoresines. El fet d’haver tingut
aquest error i I’obvietat que els resultats no son els esperats son motius suficients com per
afirmar que caldria repetir I’estudi una altra vegada (possiblement canviant 1’espécie
bacteriana estudiada, ja que el fet de no haver tingut resultats que demostrin 1’accid
antibacteriana de la capsaicina pot deure’s a que la salmonel-la és resistent a 1’acci6 de la

capsaicina).

Degut als resultats obtinguts, és evident afirmar que la capsaicina és molt menys eficag
1 eficient que qualsevol de les altres substancies amb les que s’ha comparat. Mentre que amb
la capsaicina tant el recompte de viables com la densitat optica augmenta, amb les altres
substancies (que tenen un elevat efecte antibacterid) aquests disminueixen o es mantenen
constants (en funcié del tipus d’efecte antimicrobid). Per tant, la capsaicina no té ni més
efecte ni actua més rapid o amb una necessitat de menys quantitat per obtenir efectes similars

que les altres substancies.
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Dr’altra banda, tampoc es pot determinar el tipus d’efecte antimicrobia de la capsaicina,
ja que cap corba dels grafics s’assembla als diferents antibacterians (de diferent tipus
d’efecte) amb qué s’ha comparat i tampoc coincideixen amb I’esquema mencionat al bloc
teoric (Figura 1-3). Les altres substancies si concorden amb aquest esquema. En primer lloc,
I’espectinomicina, un bacteriostatic, actua impedint el creixement de la poblacid bacteriana.
Es per aquest motiu que tant el recompte de viables com la densitat Optica es manté constant
(ni augmenta ni disminueix). En segon lloc, I’estreptomicina, un bactericida, actua matant els
bacteris pero sense destruir-ne el cos cel-lular. Per aquesta ra¢ es obvi que el nombre de
cel-lules viables disminueixi perd la densitat Optica es mantingui constant. En tercer lloc,
1’ampicil-lina, un bacteriolitic, actua destruint el cos cel-lular bacteria. Es per aquesta raé que
el recompte de viables disminueix i també ho fa la densitat optica (en desapareixer els cossos
dels bacteris, disminueix la terbolesa). Finalment, el bacteriofag P22 litic actua com un
bacteriolitic, quan infecta un bacteri crea proteines que provoquen la lisi cel-lular (destruccid
del cos bacterid). Aixd concorda amb el fet que les seves corbes segueixin el patrd de les de

I’amoxicil-lina.

No s’ha pogut comparar I’eficacia i I’eficiencia de la capsaicina amb les altres
substancies, perd si es pot comparar aquestes caracteristiques entre les substancies
antibacterianes estudiades. Primerament cal dir que per tal de comparar 1’eficiéncia (entesa
com a capacitat d’assolir un objectiu, en aquest cas la mort bacteriana, en el menor temps
possible o amb el minim de recursos possibles, en aquest la menor quantitat de principi actiu
possible) no s’han obtingut resultats suficients (s’haurien d’haver fet més mesures de densitat
1 recompte de viables, fins a aproximadament les 4 hores, per determinar el temps de
recuperacid dels bacteris un cop la substancia a perdut I’efecte) ni s’han fet proves variant la
quantitat de principi actiu (per determinar els minims de concentracio: MIC i MBC). En
segon lloc, no es pot comparar 1’eficacia (entesa com a capacitat d’assolir un objectiu) de
substancies amb tipus d’acci6 antibacteriana diferents, ja que no té el mateix objectiu un
bacteriostatic que un bactericida o bacteriolitic. Per tant, es comparara [’eficacia de
I’estreptomicina, 1’ampicil-lina i el P22 litic. Per tal de determinar quin és mes efectiu
s’observara el recompte de viables (Figura E5-3). Segons aquest criteri, ’antibacteria més
efectiu és D’estreptomicina, ja que és la que més bacteris a matat, seguit de I’ampicil-lina i

finalment el P22 litic.
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ESTUDI 6. Estudi sociologic: estudi de la demanda

Després d’analitzar alguns del efectes de la capsaicina, cal recordar que 1’objectiu
principal del projecte és fer un producte antimicrobia. Es per aixd que és important donar un
punt de vista de I’ambit sociologic i de marqueting. Dit en altres paraules, cal estudiar la
demanda, és a dir, estudiar la poblacié (quins productes antimicrobians compren, quin

coneixement tenen de la capsaicina...).

Justificacio i objectius

Per tal de valorar totes aquestes variables, s’han realitzat dos tipus d’enquestes: una per
al poblaci6 (per valorar la demanda) i una per a farmacies (per valorar 1’oferta), que sén un
dels principals establiments de distribucié de productes antimicrobians. Per aquest motiu

s’exposara I’explicacio6 de les preguntes i els objectius de cada enquesta per separat.

L’enquesta a la poblaci6 esta dividida en quatre blocs. El primer bloc esta compost per
preguntes amb 1’objectiu de determinar el perfil de la persona enquestada. S’ha preguntat pel
genere, edat (descartant als menors de 19 anys, ja que no sén potencials consumidors de

productes antimicrobians), nivell d’estudis 1 situacio laboral.

El segon bloc esta compost per preguntes d’ambit general. S han fet tres qiiestions: el
nombre de vegades que es renta I’enquestat les mans (per valorar si hi ha preocupacié en la
mostra per la higiene de les mans i per tant possibles compradors d’antiséptics per a mans), si
es disposava de plantes a casa (per valorar els possibles compradors d’antifungics per a
vegetals) 1 si coneixia el concepte de capsaicina (per esbrinar si seria interessant o no fer
recalcar les caracteristiques de la substancia en hipotétiques campanyes de marqueting del

producte).

El tercer bloc esta format per preguntes centrades en 1’us d’antimicrobians, antiséptics i
desinfectants. S’ha preguntat a la mostra si en un periode de dos anys havien fet Gs d’aquest
tipus de producte (s’ha delimitat una franja de temps concreta per facilitar que els enquestats
puguin fer memoria). Amb una resposta afirmativa també s’ha preguntat el tipus de producte
antimicrobid que s’havia utilitzat (s’ha demanat explicitament que aquests haguessin estat
d’us topics, antiseptics o desinfectants, ja que son els tres possibles tipus productes que es
podran realitzar amb capsaicina, no es fara cap antimicrobia de via oral perqué comportaria

realitzar estudis molt complexos que queden fora d’abast), en quin format I’havien utilitzat
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(per descobrir quins formats prefereix la mostra), on 1’havien comprat (per valorar possibles

punts de venda) i durant quant de temps i amb quina freqiiéncia [’havien emprat (per valorar

aspectes com la quantitat del producte, etc.).

Finalment, 1’enquesta conté un bloc teoric format per un glossari amb definicions i

exemples dels tecnicismes utilitzats. S’ha volgut utilitzar un llenguatge precis (i per tant

técnic) en lloc d’utilitzar sinonims 1Gs dels qual s’ha demostrat que és incorrecte. Es per

aquest motiu que s’ha optat per donar les definicions i exemples de les paraules que puguin

ser dificils de comprendre, per no contradir el que tant s’ha reiterat al bloc teoric.

Per fer un resum, els objectius de 1’enquesta a la poblaci6 son:

# Descobrir el producte antimicrobia més utilitzat per la mostra.

# Veure quin ¢s el format d’aplicacio preferit de la mostra.

Observar quin és el tipus d’establiment on més productes antimicrobians compra la
mostra.
Determinar el perfil de les persones que son coneixedores del concepte de capsaicina

(edat i nivell d’estudis).

# Determinar el perfil de les persones que compren productes antimicrobians (geénere i

edat).

» Esbrinar si hi ha una relaci6 entre la quantitat de vegades que la gent es renta les mans

i la compra d’antiséptics per a mans.

# Valorar si la gent que té plantes a casa compra també antifungics per a vegetals.

» Comprovar on compra la gent els antifungics, antiseptics i1 desinfectants (possibles

tipus de productes que es poden realitzar amb capsaicina).

Material

Per realitzar aquest estudi han estat necessaris els segilients materials:

# Enquesta per a la poblacio en format paper (Annex I1T)

# Enquesta per a la poblacio en format digital (Formularis de Google, Annex IV).

Metodologia

L’enquesta a la poblacié de Granollers, Barcelona, s’ha realitzat a una mostra de 201

persones. S’ha intentat que aproximadament la meitat dels enquestats fossin homes i I’altre

meitat dones.
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Les enquestes s’han realitzat a peu de carrer (amb el format digital), s’han distribuit per
escoles i académies d’idiomes (format paper) i també s’han enviat per correu electronic a
diversos habitants de Granollers (format digital). S’ha enquestat a gent de diverses zones de
la ciutat, incloent persones que sortien de farmacies i centres meédics aixi com també personal
sanitari 1 farmacéutic. Tot aixd amb [’objectiu de seleccionar una mostra el més

representativa possible.

Observacions

A T’enquesta a la poblacio totes les preguntes han estat tancades (opcié multiple) a
excepcié de dues que es demanava una resposta breu: les referides al temps d’us i la
freqliencia. S’han deixat obertes per tal de determinar millor els intervals d’is amb el
buidatge. No obstant, finalment ha estat impossible agrupar les respostes donada la gran
varietat de respostes (i sobretot la gran quantitat de respostes no valides). Per tant, el buidatge

d’aquestes respostes s’ha descartat.

Resultats

En primer lloc, es mostraran els resultats generats de fer el simple buidatge de les
preguntes realitzades. Es a dir, s’exposaran grafics amb el resum del que ha contestat la
mostra a cada pregunta (Figures E6-1, E6-2, E6-3, E6-4, E6-5, E6-6, E6-7, E6-8, E6-9, E6-
10 i E6-11).

Génere dels enquestats Edat dels enquestats

H[20; 29] anys ®[30; 39] anys ®[40; 49] anys
mtiome = Do [20; 29] anys ®[30; 39] anys ¥ [40; 49] any

B [50; 59] anys  >60 anys

Figura E6-1 Grafic del genere de la mostra. Figura E6-2 Grafic de [’edat de la mostra.
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Nivell d'estudi dels enquestats

¥ Sense estudis

B Estudis primaris

B Estudis secundaris

B Estudis secundaris
postobligatoris

B Formacio professional

Figura E6-3 Grafic

Estudis universitaris i del nivell d’estudi de

postgraus

la mostra.

Situacio laboral dels enquestats

¥ Estudiant
B Actiu/va
B Estudiant i

actiu/va
B Atyrat/da

Altres

Freqiiencia diaria del rentat de
mans dels enquestats

60 - 67
50 -

40 -

40
30

Nombre de persones

20

20
10

[1;3] [4; 6] [7;9] 210
Vegades al dia

120

Figura E6-4 Grafic de la
situacio  laboral de la
mostra.

Figura E6-5 Grafic de la
freqiiencia diaria del rentat
de mans de la mostra.
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Disposicio de plantes als Coneixement de la
habitatges dels enquestats capsaicina

M En disposa ™ No en esposa MSap el que és ™ No sap el que és

Figura E6-6 Grafic de la disposicio de plantes Figura KE6-7 Grafic del coneixement del
als habitatges de la mostra. concepte de capsaicina de la mostra.

Us d'algun producte antimicrobii en els ultims dos anys

B Ha utlitzat

B No ha utiltzat

Figura E6-8 Grafic del la quantitat de la mostra que ha utilitzat algun producte antimicrobia en els
ultims dos anys.

Usos dels antimicrobians comprats

Desinfectant per a estris diversos

Desinfectant per a tetines

7
11
Desinfectant per a estris bucals lj—————-——r‘_ 36
\

Desinfectant per a la llar N ] | 101
Antiseptic per a ferides | l]: | 85
Antiséptic per a mans | U: 47
Antiftingic per a plantes 30
Pomada antibacteriana o antifungica | - = 54/
0 20 40 60 80 100 120

Nimero de persones

Figura E6-9 Grdfic dels usos que ha donat la poblacio als antimicrobians comprats en els ultims
dos anys.
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Formats d'aplicacio més utilitzats

A
Altres a 2
Liquid [ J 124
Crema o pomada l 62
Esprai C:] 22
(
ool ) 5
7 £ I_"' 1 £ I,- I,." I/
0 20 40 60 80 100 120 140

Nimero de persones

Figura E6-10 Grafic dels formats d’aplicacio més utilitzats per al mostra.

Supermercat
Farmacia
Parafarmacia

Botiga especialitzada

Altres

Establiment d'adquisicio del producte

il | | l | '\
108
] | l | [ N
l Y
D)
Ty 15
1 P
0 20 40 60 80 100 120

Numero de persones

Figura E6-11 Grafic del establiments on més ha comprat la mostra els productes antimicrobians.

Si s’analitzen aquests grafics es podra deduir el segiient. Primerament, es pot afirmar
que la mostra enquestada t& uns bons habits higiénics en quant a la neteja de les mans
(s’aconsella rentar-les entre 7 i 8 vegades al dia i la gent que esta en aquesta franja o la supera
sumen 107, més del 50% del total). També es pot comprovar com una gran majoria de la
mostra desconeix el que és la capsaicina. Es també una majoria la de gent que ha comprat
antimicrobians en els ultims dos anys. Centrant I’atencié en els propis antimicrobians, es pot
comprovar com els més utilitzats han estat els desinfectants per a la llar (immensament

majoritaris), seguits dels antiseptics per a ferides, els antibacterians o antifungics en pomada i
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els antiséptics per a mans en aquest ordre. Es important afegir que el format d’aplicacié més
utilitzat ¢és el liquid seguit de la crema o pomada i els establiments on més es compren son les

farmacies 1 supermercats (bastant igualats).

A continuaci6é passaran a analitzar-se dades creuades, és a dir, s’han combinat els
resultats obtinguts en algunes de les preguntes per obtenir noves informacions. En primer
lloc, s’ha determinat I’edat i els nivells d’estudi de les persones que sabien el que era la
capsaicina (Figura E6-12). En segon lloc, s’ha determinat I’edat i el génere de les persones
que han comprat un antimicrobia en els Gltims dos anys (Figura E6-13). En tercer lloc, s’ha
fet un grafic per esbrinar si existeix una relacié entre la quantitat de vegades que la mostra es
renta les mans i la compra d’antiséptics per a mans (Figura E6-14). Finalment, s’ha valorat si

la gent que té plantes a casa compra també¢ antifungics per a elles (Figura E6-15).

Coneixedors de la capsaicina

B[50; 59] anys

g H7120; 29] anys
g [30; 39] anys
D

'g M [40; 49] anys
i

£ ]

=

4

B>60 anys

Figura E6-12 Grafic que mostra les persones que coneixien el que era la capsaicina classificats en
funcio de la seva edat i els seu nivells d’estudis.

Amb aquest grafic (Figura E6-12) queda demostrat que com més especifics son els
estudis de la mostra més coneixement es té¢ del concepte de capsaicina (ja que sén les
persones amb estudis universitaris i, en certa mesura, formacid professional les que han
afirmat congixer aquest terme). També cal dir que és entre la gent jove (de 20 a 29 anys i

alguns d’entre 30 1 39) on més es coneix el que és la capsaicina.
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Consumidors d'antimicrobians
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Figura E6-13 Grafic que mostra les persones que han comprat antimicrobians en els ultims dos anys
classificats en funcio de la seva edat i génere.

Aquesta grafica (Figura E6-13) mostra molt clarament com 1’edat del consum
d’antimicrobians es centra principalment entre els 30 1 59 anys (s’observa clarament com les
quantitats augmenten en acostar-se a les edats de 40 a 40 anys). També es pot afirmar que el
consum per generes esta bastant equilibrat. No obstant, a la franja dels 40 a 49 les dones

destaquen especialment, comprant majoritariament productes per a la desinfeccié de la llar.

Relacio entre la freqiiéncia amb que es renten les mans i
la compra d'antiséptics per a mans
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Figura E6-14 Grafic que mostra la relacio entre la freqiiencia diaria amb que la mostra es renta i el
percentatge de persones que compren antiséptics per a mans respecte el total de cada franja.
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Aquest grafic (Figura E6-14) mostra una relacid, tot i que no olt exacta, entre dues
variables. Es pot observar clarament com a mesura que la gent es renta més les mans, és a dir,
mostra més preocupacié per la higiene d’aquesta part del cos, també compra més antiseptics

per a mans, ja que augmenta el percentatge respecte el total de persones que en compren.

Compra de productes antifiingics per a
vegetals en funcio de si es tenen o0 no a casa

® Compren antifungics

B No compren antifiingics

Figura E6-15 Grafic que mostra el percentatge de gent que compra productes antifungics per a
plantes tenint-ne a casa.

Finalment, Danterior grafic (Figura E5-15) mostra com només un quart de les
persones que tenen plantes a casa compren també antifungics per a vegetals. Aixo pot
significar que, en cas de realitzar un producte antifingic per a plantes, aquest hauria de ser
emprat a nivell més professional (en horts i camps de conreus) abans que a nivell quotidia, ja

que poca gent n’utilitza per a is domestic.
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CONCLUSIONS

Una vegada realitzat el treball i analitzats els resultats dels diferents estudis es pot
arribar a una serie de conclusions. Aquestes es dividiran en dos grans grups en funcié de si

corresponen a objectius 1 hipotesis de cada estudi o si ho fan en general.

Conclusions especifiques
Aquestes conclusions son les referides als objectius individuals de cada estudi i les

hipotesis concretes demostrables amb els resultats d’un o dos estudis.

En primer lloc, analitzant els resultats dels Estudis 1 1 2, es pot arribar a la conclusio
que tant la hipotesi referida al procés d’extraccioé com la referida a la part del pebrot amb més
capsaicinoides eren certes. El procediment per obtenir la substancia ha aconseguit oleoresines
amb un contingut de capsaicina superior al 20% en massa. A més, ha permes treballar amb
masses molt superiors a les permeses pel métode Soxhlet i en un temps menor. Com s’ha
comentat, també s’ha confirmat la hipotesi que afirmava que la capsaicina és mes abundant a
la placenta dels pebrots, ja que les analisis han mostrat com la quantitat de capsaicina

d’aquesta part triplicava la dels pericarpis.

En segon lloc, analitzant els resultats dels Estudis 3 i 4 queda confirmada la hipotesi
referida a 1’accié antibacteriana i antifingica de la capsaicina. Es cert que també es
desmenteix la que fa referéncia a 1’elevada accidé antimicrobiana de la capsaicina, ja que tot i
que s’ha apreciat cert efecte contra bacteris, els resultats de I’Estudi 5 mostren que aquests
no son molt elevats en concentracions altes de capsaicina. Tot i aixi, es pot afirmar que la
capsaicina disposa de certa accié antimicrobiana sense massa especificitat (ja que ha afectat a

tots els microorganismes amb que s’ha treballat).

En tercer lloc, relacionant els resultats dels Estudis 2 i 5, es pot concloure que la
hipotesi que afirma la pérdua de I’efecte antimicrobia de la capsaicina amb el pas del temps
per la degradacio de la substancia és falsa. Es cert que a I’Estudi 3 es van obtenir resultats
que mostraven un poder antibacteria major de la capsaicina que els observats a I’Estudi 5
(realitzat mesos després). No obstant, les analisis de la dissolucié d’oleoresina de placentes
del maig realitzades a I’octubre han mostrat com la concentracié de capsaicina no ha variat,
per tant no s’ha degradat. Per aixo es pot afirmar que si es conserva la capsaicina a 7°C,

protegida de la llum i en dissolucié amb etanol al 50% en massa la seva estructura es manté.

127




El picant com a desinfectant

Conclusions generals
A continuaci6 passaran a analitzar-se les conclusions del projecte en global, referides a

les hipotesis i objectius generals del treball.

Es comengara per la valoracid de la capsaicina com a principi actiu d’un antimicrobia.
Es pot concloure que la capsaicina pot ser utilitzada com a principi actiu d’un producte
destinat a I’eliminacié de microorganismes. No obstant, no es valida per a formar part de
qualsevol tipus de producte antimicrobia, perd aixo ja es justificara més endavant. Si se
centra 1’atencid en la propia substancia, es pot arribar a la conclusi6 que la capsaicina es pot
classificar com a antimicrobia antibidtic segons el seu origen (tot i que no segons la definicid
estricta d’antibiotic, ja que prové d’una planta i no d’un fong o bacteri), antifingic i
antibacteria segons la seva diana (no es descarta que pugui tenir altres dianes, simplement no
s’ha estudiat), d’espectre baix o intermedi segons el nombre d’espécies que afecta (ja que no
s’ha provat amb un gran nombre d’espeécies microbianes) i amb accid depenent de la
concentraci6 segons la seva farmacocinetica i farmacodinamica (ja que com més concentrada
estigui més accid produeix). Els criteris restants no s’han mencionat per manca d’estudis que
els refutin (mecanisme d’accid) o incongruéncies amb els resultats (el tipus d’accid

antimicrobiana de I’Estudi 5).

També es pot classificar la substancia segons els criteris dels antiséptics i desinfectants,
ja que presenta caracteristiques propies d’aquests tipus de productes (baixa especificitat i
perill de toxicitat amb elevades concentracions). Segons aquests, es conclou que la capsaicina
¢s un biocida de nivell intermedi (ja que mata fongs) i amb una estructura semblant als fenols

(amb un radical aromatic, el fenol, unit a un alcohol).

Si s’analitzen els resultats dels Estudis 3 1 5 centrant I’atencié en les concentracions
utilitzades, es pot arribar a la conclusid que la capsaicina t¢ uns punts de tall de sensibilitat
(MIC o MBC) per sobre del 2,5% en massa (equivaléncia de la concentracié de capsaicina de
la dissolucié d’oleoresina de placentes del 10% en massa) perd no massa allunyat, perque

s’ha observat activitat antimicrobiana perd no excessiva, sobretot en el cas de I’Estudi 5.

Ara es procedira a determinar el tipus de producte antimicrobia que podria realitzar-se
segons els resultats obtinguts als estudis. En primer lloc, es pot concloure que queden
descartats tots els usos que no siguin administrats per via topica (sobre la pell i mucoses),
sobre materia inert (el cas dels desinfectants) o sobre plantes, ja que la resta d’aplicacions

queden fora de I’abast (es necessiten molts anys d’estudi per a elaborar un antibacteria
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d’administraci6 per via oral, que en ocasions no arriba enlloc). Cal tenir en compte que la
capsaicina causa irritacio i fins i tot cremades cutanies. Per tant també quedarien descartats
els antimicrobians que s’apliquen sobre les mucoses (especialment sensibles a aquests efectes
adversos). Aixi, queden cinc possibles candidats: la crema o pomada antimicrobiana,
I’antiséptic per a mans, I’antiseptic per a ferides, el desinfectant i ’antifungic per a plantes.
D’entre els candidats, els més innovadors semblen 1’antiséptic per a ferides i la crema o
pomada antibacteriana, ja que si es recorda la teoria sobre la capsaicina, un dels seus efectes
¢és D’efecte anestesic o analgesic. Un producte d’aquest estil amb capsaicina eliminaria els
microorganismes nocius de la zona a afectada i amés alleugeriria el dolor. Desgraciadament,
no s’ha d’oblidar que la capsaicina irrita la pell (alguns dels operaris que han manipular els
pebrots o les dissolucions concentrades de capsaicina durant la realitzacio dels estudis s’han
queixat de patir lleugeres cremades 1 irritacions). Per tant, a falta d’una soluci6 per aquest
problema (que no passa per reduir-ne la concentracio, ja que aixi també es redueix el ja baix
efecte antimicrobid), es pot concloure que la capsaicina podria ser el principi actiu d’un
desinfectant o d’un antifingic per a plantes. Aixo confirma part de la hipotesi formulada
sobre el tipus d’antimicrobia més adient per portar capsaicina (que englobava antiséptics i

desinfectants).

Finalment, es fara una breu valoracid6 per determinar quin dels dos possibles
antimicrobians amb capsaicina és més viable, el desinfectant o I’antifungic per a plantes.
Primer cal destacar que amb els resultats de I’Estudi 2 es pot concloure que el procés
d’obtencié de capsaicina és car i amb un rendiment molt baix, cosa que provoca un
encariment del productes final. Hi ha métodes per abaratir els costos d’obtencié com podrien
ser: utilitzar reactius més economics (pero alhora de pitjor qualitat i que podrien afectar a la
qualitat de les oleoresines obtingudes) o aprofitar tot el pebrot per a fer 1’extraccid i no només
la placenta per a obtenir més quantitat d’oleoresina (tot i que amb una concentracié més baixa
de capsaicina, per tant caldria assegurar que la concentracid desitjada per al producte també

¢s inferior).

També cal afegir que segons els resultats de I’Estudi 6, ’antimicrobia més comprat per
la mostra ha estat el desinfectant per la llar, punt a favor del desinfectant. No obstant, la
competeéncia en aquest sector és molt amplia i tenint en compte que de per si el producte ja

seria més car i sense cap caracteristica especial, no sembla massa viable la seva produccio.

En el cas de I’antifungic per a plantes, I’Estudi 6 rebel-la que només un quart de la

mostra que disposa de plantes a casa utilitza antifingics per a cuidar-les. Aixo indica que el
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public de venta del producte hauria de ser un sector més especialitzat (com el secor agricola),
ja que la gent no utilitza antifiingics per a plantes en I’ambit domeéstic. Des d’un punt de vista
economic, ’antifungic també té el problema de ser segurament més car que la resta de
productes de la competéncia. No obstant, comptaria amb el valor afegit de ser un producte
natural, i aquesta és una caracteristica molt preuada pels pagesos i les persones relacionades

amb el mon de I’agricultura.

En conclusio, la capsaicina podria ésser emprada com a principi actiu d’un antifingic
per a plantes. Aquesta €s [’opcid més viable de les analitzades. No obstant, caldria aprofundir
en I’estudi de DI’efecte antifungic de la substancia per poder concretar aspectes com la
concentraci6 exacta del producte. També caldria estudiar els possibles excipients que portaria
i finalment realitzar un estudi economic per definir amb molta més exactitud la seva

viabilitat.

Abans d’acabar, cal destacar que és molt més interessant com a possible via d’estudi
futur la recerca d’una solucid per a la irritacio i les cremades originades per la capsaicina per
poder utilitzar-la com a principi actiu d’un antiséptic per a ferides o una pomada
antimicrobiana i aprofitar aixi el seu efecte anestesic, que no pas 1’aprofundiment en 1’estudi
de I’antifungic per a plantes. Com s’ha mencionat a la part tedrica, tot i que no s’ha trobat un
antifingic de venda al public amb capsaicina, si s’ha trobat I’etiqueta d’un producte

d’aquestes caracteristiques, per tant no seria innovador crear-ne un altre.
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ENTREVISTA A GERARDO
FERNANDEZ BARBERO



El doctor Gerardo Fernandez Barbero ¢és
doctor en ciéncia i tecnologia per la Universitat de
Cadis per la seva tesi: “Extraccion, analisis,
estabilidad y sintesis de capsaicinoides”. Des del
2007 ha treballat en diversos grups d’investigacid
relacionats amb els pebrots picants i la capsaicina,
des del punt de vista de la quimica analitica. Es
per aquest motiu que se li ha realitzat una
entrevista per a preguntar-li per 1’extraccid i

analisi de capsaicinoides.

Quin és el factor que més afecta la reduccio de la concentracié d’un pebrot i de

queé manera ho fa?

Els factors que afecten a la composicio del picant son molts. El principal és la genética.
A continuaci6 son els factors ergonomics. Com més extremes siguin les condicions a les que
s’exposa la pebrotera (elevada o molt baixa temperatura, estreés hidric...) més capsaicina
produeix. Tamb¢ influeixen la quantitat de nitrogen del sol (com més hi hagi més capsaicina),
I’edat de la planta (com més vella sigui més picant) i la preséncia d’una plaga. Al capiala fi

la capsaicina és un metode de proteccio.
Les peroxidases actuen una vegada s’ha separat el pebrot de la planta?

Les peroxidases degraden la capsaicina a partir del trent¢ dia després de ’inici de la
maduracid del fruit. Depenent de 1’espécie de pebrotera les peroxidases degraden més o
menys. Quan arranques el pebrot Teoricament les peroxidases actuen si esta fresc. En

pebrots assecats o congelats no actuen practicament.
Es redueix la concentracio de capsaicinoides en extractes conservats?

Tot depén de com estigui conservada la mostra. La conservacid Optima es a
temperatura baixa, millor si estd congelada, i en un dissolvent amb alguna substancia

antioxidant.

Sobre I’extraccio de capsaicina, quin es el procés d’extraccio de capsaicina amb el

que has obtingut millor rendiment?

El procés que millor resultats em dona ¢és el de fluits pressuritzats, que funciona com

una cafetera més sofisticada.



Saps quins processos d’extraccio es duen a terme als laboratoris farmaceéutics per

obtenir capsaicina?

Desgraciadament ho desconec. No obstant s¢ que en la industria alimentaria utilitzen

processos d’extraccié amb hexa, que dissol més carotens i permet obtenir més oleoresina.

A la teva tesi també treballes amb la sintesi de capsaicinoides. Podries comparar
els dos processos d’obtencié de capsaicina (sintesi y extraccio) en termes economics (cost

del procés) i de rendiment (quantitat de capsaicina obtinguda)?

La sintesi de capsaicina és un procés molt car, pero el més car és comprar la cadena
(acid gras) amb que fer la capsaicina. Per fer el procés més rentable es pot fer la sintesi de

nonivamida, que té una estructura similar a la de la capsaicina pero la cadena és més barata.

(Existeixen altres substancies d’obtenci0 més facil amb composicio i efectes
similars a la capsaicina?

La nonivamida €s un compost similar. La seva sintesi és igual de cara i complexa, el
que és més barat ¢és la cadena amb la que parteixes.

I sobre I’analisi de capsaicinoides, quin procés utilitzes per analitzar les mostes?

En el cas de les teves mostres primer les dilueixo i homogeneitzo amb un bany

d’ultrasons. A continuacid, faig la cromatografia liquida d’alta resoluci6.

En el meu procés d’extraccio, per separar ’oleoresina del recipient utilitzo etanol.
El problema és que després he de fer proves amb bacteris i ’etanol es un biocida. Tens

alguna idea de com puc solucionar aquest problema?

Si, pots utilitzar una dissoluci6 d’etanol al 50% en massa, la capsaicina es dissoldra i no

afectara massa als bacteris.



ANALISIS DE LES
OLEOREISNES
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Anailisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 05 de junio de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina

MUESTRA: Pericarpio

RESULTADOS: Expresados en mg de capsaicinoides por g de extracto.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC*

Total

Pericarpio 0.044 4.905 1.058 0.053 0.035

6.094

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 06 de junio de 2017.

—

DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Anailisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 05 de junio de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina
MUESTRA: Pericarpio

RESULTADOS: Expresados en SHU de capsaicinoides.

SHU

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC*

Total

Pericarpio 703.48 77984.73 | 16817.09 | 837.23 552.54

100355.61

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 06 de junio de 2017.

—

DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Anailisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 05 de junio de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina

MUESTRA: Placenta

RESULTADOS: Expresados en mg de capsaicinoides por g de extracto.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC*

Total

Placenta 0.413 24.628 6.921 0.309 0.181

32.452

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 06 de junio de 2017.

—

DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica
Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS
TRABAJO: Anailisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero
mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.
FECHA ANALISIS: 05 de junio de 2017.
ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).
CLIENTE: Ivan Molina
MUESTRA: Placenta

RESULTADOS: Expresados en SHU de capsaicinoides.

SHU

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC* Total

Placenta 6566.96 | 391591.67 | 110045.07 | 4905.97 | 2874.78 | 534412.46

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C
(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 06 de junio de 2017.

—

DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica
Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Analisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 06 de noviembre de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina

MUESTRA: Extracto Mayo

RESULTADOS: Expresados en mg de capsaicinoides por g de extracto.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC*

Total

Pericarpio 0,425 25,039 6,989 0,305 0,103

32,861

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 11 de noviembre de 2017.

< Pt e —k 4
o ogerZfReez <
DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Analisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 06 de noviembre de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina
MUESTRA: Extracto Mayo

RESULTADOS: Expresados en SHU.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C*

h-DHC*

Total

Pericarpio 6764,88 | 398123,50 | 111120,28 | 4843,81

1640,29

541153,21

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 11 de noviembre de 2017.

< Pt e —k 4
o ogerZfReez <
DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Analisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 06 de noviembre de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina

MUESTRA: Extracto Octubre

RESULTADOS: Expresados en mg de capsaicinoides por g de extracto.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C* h-DHC*

Total

Pericarpio 0,311 32,240 8,719 0,341 0,318

41,928

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 11 de noviembre de 2017.

< Pt e —k 4
o ogerZfReez <
DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.
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BOLETIN DE ANALISIS

TRABAJO: Analisis quimico de capsaicinoides en extracto de pimientos habanero

mediante el empleo de la UHPLC-Fluorescencia.

FECHA ANALISIS: 06 de noviembre de 2017.

ANALISTA: Gerardo Fernandez Barbero (Departamento de Quimica Analitica, UCA).

CLIENTE: Ivan Molina
MUESTRA: Extracto Octubre

RESULTADOS: Expresados en SHU.

mg/g

Muestra n-DHC* C* DHC* h-C*

h-DHC*

Total

Pericarpio 4938,14 | 512614,65 | 138630,64 | 5414,11

5052,22

690458,68

* n-DHC (Nordihidrocapsaicina); C (Capsaicina); DHC (Dihidrocapsaicina); h-C

(Homocapsaicina); h-DHC (Homodihidrocapsaicina).

En Puerto Real a 11 de noviembre de 2017.

< Pt e —k 4
o ogerZfReez <
DEPTO. DE
QUIMICA ANALITICA

Fdo: D. Gerardo Fernandez Barbero

Doctor en Ciencia y Tecnologia Quimica

Profesor de Universidad del Departamento de Quimica Analitica.




ENQUESTA FORMAT PAPER



ENQUESTA: El picant com a desinfectant

Aquesta és una enquesta que gira al voltant d’un tema principal: els productes antimicrobians. S’analitzaran
aspectes com 1’Us que es fa d’aquestes substancies, el format amb que s’utilitzen, on s’adquireixen...

Per tal de completar I’enquesta satisfactoriament, contesti les preguntes marcant amb una creu la casella a
I’esquerra de la resposta desitjada o escrivint la mateixa si aixi ho indica I’enunciat. Si no entén alguna de les

paraules emprades a I’enquesta disposa d’un glossari al final de la mateixa.
GRACIES PER LA SEVA COL-LABORACIO!

DADES PERSONALS
GENERE Home. Dona. Altres:
<19 anys. [20; 29] anys. [30; 39] anys.
EDAT
[40; 49] anys. [50; 59] anys. >60 anys.

NIVELL Sense estudis. Estudis primaris. Estudis secundaris.
D’ESTUDIS Batxillerat/COU. Formaci6 professional. Estudis universitaris.
SITUACIO Estudiant. Actiu/va. Estudiant i actiu/va.
LABORAL Aturat/da. Altres:

QUESTIONS GENERALS

[1; 3] vegades al dia.

[4; 6] vegades al dia.

Quantes vegades al dia es renta les mans?

o e 2 1
biocida en els ultims dos anys?

[7; 9] vegades al dia. >10 vegades al dia.
Disposa de plantes a casa seva? Si. No.
Sap qué és la “capsaicina”? Si. No.
PRODUCTES ANTIMICROBIANS I BIOCIDES
Ha comprat algun producte antimicrobia o Si. No.

'Contesti afirmativament només si ha estat d*{is topic o un antiséptic o desinfectant.

En cas afirmatiu, respongui les preguntes de la part del darrera. En cas negatiu, ja ha acabat I’enquesta.




Pomada antibacte- Antifungic per a C
. - Antiseptic per a mans.
riana/antifiingica. plantes.
Quin us li va Antiseptic per a Desinfectant per a Desinfectant per a
donar?? ferides. llars. estris bucals.
Desinfectant per a Desinfectant per a Altres:
tetines. estris diversos.
En quin Gel. Esprai. Crema o pomada.
q P p
format el va
utilitzar?? Liquid. Altres:
Supermercat. Farmacia. Parafarmacia.
On el va
o e 92
adquirir? Botiga especialitzada. Altres:

*Pot triar més d’una opcio.

Durant quant de temps el va utilitzar?’

Amb quina freqiiéncia el va utilitzar?’

3 .
Respongui amb una resposta breu.

Ja ha acabat I’enquesta. A continuacié es mostra el glossari per si no ha entés algun tecnicisme.

GLOSSARI

Producte antimicrobia: substancia que provoca la mort o la inhibicio del creixement de
microorganismes. EXEMPLES: antibiotics, pomades pels herpes, fungicides...

Antibacteria: producte antimicrobia que provoca la mort o inhibicié del creixement de bacteris.
EXEMPLES: penicil-lina, amoxicil-lina...

Antifiingic: producte antimicrobia que provoca la mort o inhibicié del creixement de fongs.
EXEMPLES: amfotericina B, Canespie® (pomada per al peu d'atleta)...

Producte biocida: substancia toxica per a la majoria d'éssers vius que pot provocar la seva mort.
EXEMPLES: llegiu, alcohol etilic, iode...

Antiséptic: substancia biocida que s'utilitza per a la desinfeccid de materia viva (pell, etc.).
EXEMPLES: clorhexidina, aigua oxigenada, iode...

Desinfectant: substancia biocida que s'utilitza per a la desinfeccid de matéria inert (terres,
objectes...). EXEMPLE: llegiu.

Us topic: que s'aplica sobre la pell i les mucoses. EXEMPLES: cremes, gels...




ENQUESTA FORMAT
DIGITAL



ENQUESTA: El picant com a
desinfectant

U— -
.

* Necessari

DADES PERSONALS

Algunes preguntes per tal de definir el perfil de I'enquestat.

Geénere: *

Trieu una opcié

Edat: *

Trieu una opcid

Nivell d'estudis: *

Captura de pantalla de I’enquesta en format digital utilitzant el programa Formularis de

Google. Enlla¢ consultable a:

https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSf7WH5e278zpyKI5P7cnpGCkng30zmrbFNrFu
Kw7hLZHSEOeA/formResponse
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