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DESCRIPCION
Emulsiones antibacterianas concentradas estables de monocaprina en agua.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un método de fabricacion de emulsiones concentradas de aceite en agua de 1-
monoglicérido de acido caprico (monocaprina o monocaprato de glicerol) que son estables a temperatura ambiente
durante al menos un afio y estan especificamente disefiadas para destruir rapidamente bacterias de descomposicion
y patégenas transmitidas por alimentos en una dilucion de hasta 200 veces de los concentrados en agua. Las
emulsiones microbicidas diluidas estan destinadas preferiblemente a usarse 1) como desinfectantes para reducir el
numero de bacterias patégenas transmitidas por alimentos, tales como Campylobacter spp, en agua potable
contaminada con el objetivo de prevenir la propagacion de las bacterias a animales sanos, particularmente pollos; 2)
como aditivos para agua potable y pienso de animales infectados, particularmente pollos, para reducir el nimero de
bacterias patdgenas, tales como Campylobacter spp., en sus intestinos; 3) como desinfectantes para reducir el
namero de bacterias patdgenas transmitidas por alimentos en alimento contaminado, tal como aves de corral crudas,
con el objetivo de hacer que el alimento sea mas seguro para el consumo humano; 4) para desinfectar superficies
contaminadas con bacterias transmitidas por alimentos para contrarrestar la propagacion de las bacterias a seres
humanos por contacto con las superficies contaminadas; 5) para el tratamiento de canales en el matadero,
particularmente de aves de corral, o de otra carne y pescado crudo para reducir el crecimiento de bacterias de
descomposicién y prolongar la vida atil de almacenamiento del producto.

Antecedentes de lainvencién

Campylobacter jejuni es la causa mas comun de infeccion trasmitida por alimentos. Hay una estimacion de 2,1 a 2,4
millones de casos de campilobacteriosis humana cada afio en los EE.UU. y C. jejuni provoca el 46% de todos los
casos confirmados en laboratorio de gastroenteritis bacteriana. Le sigue en prevalencia infecciones por Salmonella
(28%), Shigella (17%) y Escherichia coli 0157 (5%). (Altekruse S.F. et al., Campylobacter jejuni-An emerging
foodborne pathogen. Emerging Infectious Diseases, vol. 5, n.° 1, enero-marzo de 1999). Las infecciones por
Campylobacter son comunes en todo el mundo, tanto en paises desarrollados como en desarrollo.

Campylobacter son bacterias microaeroéfilas con forma de espiral, Gram-negativas que se encuentran en muchos
alimentos de origen animal. Tanto animales salvajes como domésticos se infectan con C. jejuni, tales como pollos.
Los animales portan las bacterias en sus intestinos pero normalmente no muestran signos de enfermedad. En
manadas de pollos, C. jejuni se propaga facilmente de ave a ave a través de una fuente de agua comun o a través
del contacto con excrementos infectados. En el sacrificio, Campylobacter puede propagarse de los intestinos a las
canales, y los recuentos bacterianos aumentan enormemente durante el desplumado y eviscerado. Mas de la mitad
de los pollos crudos en el mercado de los EE.UU. tienen Campylobacter en la piel. Campylobacter se transfiere a los
seres humanos por manipulacion de carne cruda, particularmente aves de corral crudas, y comiendo aves de corral
poco cocinadas. Un nimero muy pequefio de organismos de Campylobacter, o menos de 500, pueden provocar
enfermedad en seres humanos pero la tasa de infeccion aumenta con la dosis infectada. La infeccion por C. jeuni en
seres humanos provoca fiebre, colicos y diarrea, que frecuentemente es hemorragica. Menos frecuentemente, la
infeccion conduce a bacteriemia, artritis séptica y otros sintomas extraintestinales. Han surgido cepas resistentes a
farmacos de C. jejuni, lo mas frecuentemente tras permitirse el uso de fluoroquinolona en aves de corral en los
EE.UU. y Europa. La tasa de infecciones entéricas resistentes a farmacos es maxima en los paises en desarrollo en
los que es comun el uso de farmacos antimicrobianos en seres humanos y animales.

Debido a la alta tasa de enfermedad diarreica provocada en todo el mundo por bacterias transmitidas por alimentos
y la gravedad de las infecciones, tanto en sufrimiento humano como pérdidas econoémicas, es importante desarrollar
medios para controlar la transmision de las bacterias de alimentos, tales como aves de corral, a seres humanos. Un
enfoque es prevenir la infeccién en pollos de engorde eliminando Campylobacter o Salmonella de su agua potable
mediante la adicién de productos quimicos tales como cloro (White P.L., Baker A.R. y James W.O. Strategies to
control Salmonella and Campylobacter in raw poultry products. Rev. Sci.Tech. Off. Int. Epiz. 16, 525-541, 1997) o
acidos orgéanicos a pH bajo. Otro enfoque es reducir el nivel de colonizacion bacteriana en el tubo digestivo de los
animales de engorde mediante la adicion de productos quimicos a sus piensos (Engel L.B., Urlings H.A.P.,
Wagenaar J.A., van Knapen F. Effect of acidified feed on susceptibility of broiler chickens to intestinal infection by
Campylobacter and Salmonella. Vet. Microbiol. 99:259-267, 2004). Se han realizado muchos intentos para tratar
canales de aves de corral contaminadas en el matadero con productos quimicos antibacterianos. Se han usado
varios compuestos para este fin con éxito variable, por ejemplo fosfato de trisodio, una mezcla de acidos férmico,
acético y propiénico a pH bajo, cloro y agua electrolizada (Slavik M.F. et al. Effect of trisodium phosphate on
Campylobacter attached to post-chill chickens. J.Food Prot.57, 324-326, 1994; Rathgeber B.M. y Waldroup A.L.
Antibacterial activity of a sodium acid pyrophosphate product in chiller water against selected bacteria on broiler
carcasses. J. Food Prot. 58, 530-534, 1995). A pesar de todos los esfuerzos, la contaminacién de aves de corral
crudas y productos alimenticios relacionados sigue siendo un problema de salud grave. Por tanto, serian deseables
métodos nuevos y mas eficaces para descontaminar o evitar la contaminacion de alimentos tales como carne cruda
y aves de corral por patégenos tales como Campylobacter, Salmonellay E. coli.
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El acontecimiento critico en la propagacion de patégenos transmitidos por alimentos a seres humanos se produce en
la cocina cuando se prepara el alimento contaminado para cocinarlo. Se han hecho varios estudios sobre la eficacia
de detergentes y jabones para el lavado de platos comunes para descontaminar utensilios y tablas para cortar y
otras superficies de contacto (Scott E. et al. Evaluation of disinfectants in the domestic environment under “in use”
conditions. J. Hyg. Camb. 92, 193-203, 1984; Cogan T.A. et al. The effectiviness of hygiene procedures for
prevention of cross-contamination from chicken carcasses in the domestic kitchen. Letters Appl. Microbiol. 29, 354-
358, 1999). Estos estudios mostraron s6lo una reduccion limitada en los recuentos bacterianos. Se obtuvieron
mejores resultados con desinfectantes quimicos tales como geles antisépticos (Zhao P. et al. Development of a
model for evaluation of microbial cross-contamination in the kitchen. J. Food Prot. 61, 960-963, 1998). Sin embargo,
hay una necesidad de desinfectantes de cocina alternativos derivados de fuentes naturales.

Se han usado numerosos conservantes quimicos para retardar el crecimiento de microorganismos de
descomposicion en carnes y otros productos alimenticios para prolongar su vida Gtil de almacenamiento (Hwang C-
A.y Beuchat L. Efficacy of selected chemicals for killing pathogenic and spoilage micro-organisms on chicken skin. J.
Food Prot. 58, 19-23, 1995; Ouattara B. et al. Antibacterial activity of selected fatty acids and essential oils against
six meat spoilage organisms. Int. J. Food Microbiol. 37, 155-162, 1997). Sin embargo, el nimero de compuestos
guimicos permisibles para este fin es limitado debido a una posible toxicidad y a consideraciones medioambientales.
Por tanto seria deseable desarrollar un producto natural de calidad alimenticia con eficacia probada como
conservante alimenticio.

Se han sometido a prueba las actividades microbicidas de acidos grasos y sus 1-monoglicéridos frente a varias
especies bacterianas (Thormar H. y Bergsson G., Antimicrobial effects of lipids. Recent Devel. Antiviral Res. 1, 157-
173, 2001). Asi, se encontré que bacterias Gram-negativas se destruian rapidamente por varios lipidos, tanto acidos
grasos como monoglicéridos, aunque con una diferencia considerable en sus perfiles de actividad. Se encontrd que
todas las especies bacterianas sometidas a prueba, o bien Gram-negativas o bien Gram-positivas, eran
particularmente susceptibles a monocaprina (monocaprato de glicerol) que es un 1-monoglicérido de acido caprico
(Bergsson G., Steingrimsson O. y Thormar H. Bactericidal effects of fatty acids and monoglicerides on Helicobacter
pylori. Int. J. Antimicrob. Agents 20, 258-262, 2002). Los acidos grasos de cadena media y sus monoglicéridos, tales
como monocaprina, son productos de degradacion de triglicéridos que son comunes en diversas grasas, tanto de
animales, por ejemplo en leche, como de vegetales, tales como en aceite de coco. Son inocuos para el cuerpo en
concentraciones que destruyen virus y bacterias, por ejemplo en el estémago, y se clasifican como GRAS
(generalmente reconocido como seguro, “generally recognized as safe”) por la Food and Drug Administration (FDA)
de los EE.UU. (Code of Federal Regulations, 1999. titulo 21, vol. 3, parte 184, sec. 184.1505, p. 505. U.S.
Government Printing Office). Estan aprobados como aditivos de alimentos por la UE. (E471). De 11 lipidos
sometidos a prueba, se encontrd6 que la monocaprina era la mas microbicida frente a C. jejuni, reduciendo el
recuento bacteriano viable en mas de 6 logio tras ponerse en contacto durante un minuto (Thormar H., Hilmarsson
H., y Bergsson G. Stable concentrated emulsions of 1-monogliceride of capric acid (monocaprin) with microbicidal
activities against Campylobacter, Salmonella and Escherichia coli. Manuscrito no publicado, 2005). Por tanto, se
considerd que la monocrapina era prometedora como posible desinfectante de estas bacterias transmitidas por
alimentos.

En las patentes estadounidenses n.®® 4.997.851 y 5.434.182 se describen las actividades microbicidas de lipidos y
su posible aplicacién para destruir microorganismos. En la patente estadounidense n.° 5.624.958 se describe su
aplicacion para desinfectar lentes de contacto y en la solicitud internacional PCT n.° W098/20872 y la
correspondiente patente estadounidense n.° 6.596.763 B1 se describe su aplicacién para contrarrestar infecciones
transmitidas por via sexual.

Este Gltimo documento (US 6.596.763 B1) describe en particular hidrogeles, y ejemplos (por ejemplo el ejemplo 1)
en los que se somete a prueba la actividad microbicida de la monocaprina tras su disolucion en agua. Estas
disoluciones de prueba diluidas se agitan con vértex justo antes de someterse a prueba, antes de que las mezclas
turbias experimenten separacion de fases.

Sumario de lainvencién

Segun la presente invencion, se ha determinado que monocaprina solubilizada en un disolvente miscible en agua
adecuado puede dispersarse en agua de manera que forma emulsiones de lipido en agua que son
sorprendentemente estables y siguen siendo fuertemente microbicidas durante al menos 12 meses, o bien sin
diluirse o bien tras diluirse hasta 200 veces en agua o una disolucién acuosa, por ejemplo una disolucién acidificada.
Las emulsiones son igualmente estables y microbicidas contengan o no pequefias cantidades de un agente
emulsionante, tal como un éster de acido graso de polioxietilensorbitano (polisorbato), ademas del lipido microbicida.
Se muestra que emulsiones de lipido en agua de la invencién que contienen monocaprina como agente microbicida
destruyen Campylobacter sorprendentemente rapido y en gran nimero en agua contaminada, en la que el recuento
bacteriano viable se reduce en mas de un millén de veces en 1 minuto. Las emulsiones de monocaprina 1) pueden
afiadirse al agua potable de aves de corral (por ejemplo pollos) en concentraciones que desinfectan el agua y
previenen la infecciébn por C. jejuni y no tienen ningun efecto adverso sobre los animales, 2) reducen
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significativamente los recuentos bacterianos en excrementos e hisopos cloacales de aves de corral infectadas con
Campylobacter cuando se afiaden a su agua potable y pienso, 3) reducen significativamente los recuentos
bacterianos en superficies contaminadas con Campylobacter tales como sobre la piel de aves de corral crudas y
sobre utensilios y tablas para cortar en la cocina, 4) mantienen su actividad bactericida frente a Campylobacter en
mezclas con jabén liquido comercial, tal como detergente liquido de lavavajillas, 5) destruyen Salmonella y E. coli en
agua a pH 5 o inferior y 6) reducen significativamente el crecimiento de microorganismos de descomposicién en
partes de canales de aves de corral y otros trozos de carne tras su almacenamiento y prolongan de ese modo su
vida (til de almacenamiento.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Resultados del ejemplo 4: Peso medio en gramos de un grupo de 5 pollos tratados con una emulsion de
MC 5 mM y PS40 al 0,02% en agua potable y piensos durante 12 dias en comparacién con un grupo de 5 controles
no tratados. Se recibieron los pollos a los 10 dias de edad y se comenz6 el tratamiento con MC en el dia 2.

Figura 2. Del ejemplo 9: Recuentos de bacterias aerobias totales en patas de pollo refrigeradas durante 18 dias tras
su envasado de rutina. Las patas se envasaron o bien sin tratar, de la manera habitual, o bien tras remojarse
durante 5 min.: (1) en una emulsion de monocaprina (MC) 5 mM (0,12%) y PS40 al 0,02% diluido en tamp®n citrato-
lactato a pH 4,1 (cuadrados negros) o (2) en solo tampén (triangulos). Cada punto representa el recuento bacteriano
por g para 3 patas.

Descripcion detallada de la invencién

El término “microbicida” se usa en el presente documento para designar un compuesto que puede destruir virus y/o
bacterias de modo que ya no puedan realizar sus funciones vitales béasicas tales como replicaciéon. El término
“emulsion” usado en el presente documento significa gotitas y/o micelas de un lipido dispersadas en un disolvente
(por ejemplo agua o una mezcla de agua y un disolvente miscible en agua que es el caso en el presente documento)
de manera que la fase discontinua (el lipido) no se separe de la fase continua (el agua o la mezcla de disolventes)
incluso tras su almacenamiento a temperatura ambiente. Las emulsiones que permanecen esencialmente
dispersadas de manera homogénea durante muchos meses se denominan “emulsiones estables”. El término
“agente emulsionante” significa un compuesto que puede mantener lipidos en una emulsion estable en agua a lo
largo de un determinado periodo de tiempo. El término “emulsién de lipido en agua” tal como se usa en el presente
documento debe entenderse que incluye mezclas acuosas con del 2 al 30% vol/vol de etanol. Segun la invencion, se
han formulado emulsiones de lipido en agua estables que destruyen Campylobacter en gran numero (>6 logio
unidades formadoras de colonia) tras ponerse en contacto durante 1 min. Las emulsiones contienen monocaprina
como principio activo. La monocaprina es un 1-monoglicérido de acido céaprico, que es un &cido graso saturado de
10 carbonos. Se ha encontrado por trabajos previos que la monocaprina es muy activa en la destruccion de un
amplio espectro de bacterias y virus y se ha mostrado que es extremadamente activa en la destruccion de C. jejuni.
Si se preparan segun los métodos descritos en el ejemplo 1, las emulsiones concentradas de monocaprina en agua
son estables a temperatura ambiente durante hasta 12 meses y son activas frente a C. jejuni tras una dilucion de
hasta 1:200 en agua. Las emulsiones concentradas tienen una concentracion de monocaprina en el intervalo de
aproximadamente 50 a 300 mM, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 100-300 mM, incluyendo el
intervalo de aproximadamente 150 a 300 mM, tal como en el intervalo de aproximadamente 200-300 mM. Es una
parte de la invencidén usar opcionalmente agentes emulsionantes para ayudar a mantener la monocaprina en una
emulsién estable en agua. Se prefiere usar ésteres de &cidos grasos de polioxietilensorbitano (que también se
denominan polisorbatos) como agentes emulsionantes. Los polisorbatos son tensioactivos no idénicos que se usan
cominmente en la industria alimentaria como agentes emulsionantes de aceite en agua en concentraciones que
varian desde el 0,1 hasta el 1,0 por ciento (p/p). También se usan ampliamente en formulaciones farmacéuticas
orales, parenterales y topicas asi como en cosméticos y se consideran generalmente materiales no téxicos y no
irritantes. La Organizacion Mundial de la Salud ha fijado una ingesta diaria aceptable estimada para los polisorbatos
20, 40, 60, 65 y 80, calculada como ésteres de polisorbato totales, en hasta 25 mg/kg de peso corporal (FAO/WHO.
Toxicological evaluation of certain food additives with a review of general principles and of specifications:
seventeenth report of the joint FAO/WHO expert committee on food additives. Tech Rep Ser World Health Org 1974;
n.° 539). Los polisorbatos 20, 40, 60, 65 y 80 se aceptan como aditivos de alimentos en Europa (documento E432-
E436). Esta dentro del alcance de la invencién usar polisorbatos seleccionados de los grupos anteriores 20, 40, 60,
65 y 80 como agentes emulsionantes para ayudar a mantener la monocaprina en una emulsién estable en agua.
También esta dentro del alcance de la invencién usar una combinacién de agentes emulsionantes para aumentar la
estabilidad y/o durabilidad de emulsiones de monocaprina, sin reducir la actividad microbicida de la monocaprina.

Lo siguiente es una descripcion detallada de una realizacion preferida de la fabricacion de una emulsion concentrada
de monocaprina en agua de la invencion y la dilucion del concentrado para obtener emulsiones microbicidas diluidas
activas usadas para la desinfeccién de Campylobacter y otras bacterias y virus que son susceptibles a la actividad
microbicida de la monocaprina. Se calienta agua o una disolucién acuosa, por ejemplo agua del grifo normal, en un
recipiente adecuado hasta una temperatura en el intervalo de aproximadamente 30°C a 80°C, tal como en el
intervalo de aproximadamente 50-80°C y preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 50-70°C, y mas
preferiblemente en el intervalo de 60°C a 70°C, y se afiade lentamente al agua una disolucion de monocaprina en un
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intervalo de concentracién tal como 0,25-2,5 M, y preferiblemente en el intervalo de 0,5-2,5 M o en el intervalo de
1,0-2,0 M, tal como preferiblemente 0,5 6 1,0 M, en etanol, con agitacion enérgica para preparar una emulsion de
una concentracion de monocaprina final de 50 mM a 300 mM. En consecuencia, dependiendo de la concentracion
inicial de la monocaprina solubilizada en un disolvente dentro del intervalo preferido anterior de aproximadamente
0,25-2,5 M, la concentracion de etanol en la emulsion concentrada estara en el intervalo del 1-30% (vol/vol) con el fin
de obtener una concentracion deseada de monocaprina. Preferiblemente, la cantidad del disolvente esta en el
intervalo de aproximadamente el 2,5-30%, tal como en el intervalo de aproximadamente el 2,5-20%, incluyendo
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 15% o aproximadamente el 20%. La
emulsién se enfria lentamente hasta temperatura ambiente (generalmente en el intervalo de 20-27°C) a la que se
vuelve transparente. Las emulsiones permanecen transparentes durante al menos 12 meses a temperatura
ambiente y son completamente microbicidas, por ejemplo destruyen >6 logio unidades formadoras de colonia (UFC)
de C. jejuni, tras su dilucién en agua del grifo hasta una concentracion tan baja como 1 mM (0,025%) y se diluyen
preferiblemente hasta una concentracion en el intervalo de aproximadamente 1-20 mM y mas preferiblemente el
intervalo de 1-10 mM, tal como por ejemplo 1, 2, 5 6 10 mM, dependiendo de la aplicacién prevista y de la rapidez
con la que deben actuar las emulsiones diluidas. La dilucion se realiza preferiblemente a temperatura ambiente en
un recipiente adecuado con agitacion breve. Las emulsiones diluidas permanecen estables y completamente
microbicidas durante varios meses a temperatura ambiente. Generalmente, las emulsiones diluidas contendran en el
intervalo de aproximadamente el 0,04-1,5% vol/vol etanol y preferiblemente en el intervalo de aproximadamente el
0,04-0,2% tal como en el intervalo de aproximadamente el 0,04-0,1%, por ejemplo aproximadamente el 0,05%, el
0,08% o el 0,1%, o en el intervalo de aproximadamente el 0,1-1,0%, tal como por ejemplo el 0,2%, el 0,4% o el
0,5%. La cantidad de etanol adecuada depende de la aplicacion, si por ejemplo la emulsién diluida va a usarse como
liquido de bebida, una baja concentracion de etanol es claramente ventajosa mientras que esto no es critico cuando
la emulsién diluida se usa para limpieza o enjuague. Puede afiadirse un polisorbato a la emulsidon concentrada de
monocaprina en agua, tal como hasta una concentracion de al menos el 2% (v/v). La concentracion de polisorbato
no es critica siempre que esté por debajo el limite permisible en productos alimenticios tras la dilucion final del
concentrado. El polisorbato se afiade a la emulsion concentrada de monocaprina en agua con agitacion breve y
preferiblemente a una temperatura que oscila entre temperatura ambiente y aproximadamente 70°C, pero mas
preferiblemente a aproximadamente 30°C. Una emulsiébn concentrada con polisorbato se diluye hasta la
concentracion deseada de la misma manera que emulsiones sin polisorbato. Opcionalmente, puede afadirse
polisorbato a una emulsién de monocaprina en agua que ya se ha diluido en agua del grifo. Esta dentro del alcance
de la invencion diluir emulsiones concentradas de monocaprina en agua, en agua que se ha acidificado hasta un pH
inferior a aproximadamente 5,5 y preferiblemente inferior a 5, afladiendo un tampon adecuado al agua,
preferiblemente tampon citrato-lactato, aumentando de ese modo la actividad microbicida de las emulsiones de
monocaprina diluidas frente a bacterias tales como Salmonella y E. coli (véase el ejemplo 2). Alternativamente, la
emulsion diluida puede acidificarse tras su dilucion mediante la adicién de un agente de tamponamiento.

Segun la invencién, pueden usarse emulsiones de monocaprina, que contienen opcionalmente al menos un agente
emulsionante adicional aceptable como aditivo de alimentos, para la desinfeccion de patégenos transmitidos por
alimentos y transmitidos por agua que pueden provocar gastroenteritis en seres humanos y otros animales,
especificamente especies de Campylobacter. Los ejemplos de situaciones o entornos en que tales patdgenos
pueden eliminarse o reducirse su nimero incluyen agua potable contaminada, por ejemplo el agua potable de aves
de corral tales como pollos (véase el ejemplo 3), superficies contaminadas con excrementos en granjas de aves de
corral, canales contaminadas en mataderos en los que canales enteras o partes de canales, por ejemplo de aves de
corral tales como pollos o patos, pueden sumergirse en una emulsion de monocaprina microbicida (véanse los
ejemplos 5y 6) o hacerse pasar a través de un dispositivo de pulverizacién que cubre la canal con la emulsion antes
que se envase para su comercializaciéon. También esta dentro del alcance de la invencién usar emulsiones diluidas
en tampén a pH por debajo de 5,5 y mas preferiblemente por debajo de pH 5 para reducir el numero de
microorganismos de descomposicion en canales o partes de las mismas con el objetivo de prolongar la vida util de
almacenamiento del producto (véase el ejemplo 9).

Ejemplos adicionales de utilizacién de la invencidon incluyen la destruccién de patdégenos transmitidos por alimentos
en la cocina, en plantas de procesamiento de alimentos vy sitios de preparacion de alimentos (restaurantes, sitios de
fabricacién de alimentos, etc.) en los que pueden enjuagarse superficies contaminadas con las emulsiones de
monocaprina diluidas (véase el ejemplo 7). Pueden usarse dispositivos de enjuague tales como latas de pulverizador
que contienen emulsiones de monocaprina para desinfectar utensilios, tablas para cortar, fregaderos, etc., que
corren el riesgo de contaminarse con bacterias transmitidas por alimentos. Otro aspecto de la invencién es el uso de
emulsiones de monocaprina como aditivo para agua potable y pienso de animales infectados con bacterias
intestinales, tales como Campylobacter, con el objetivo de reducir el nUmero de bacterias en la mucosa intestinal y
en excrementos y disminuir de ese modo el riesgo de contaminacion de las canales durante el procesamiento (véase
el ejemplo 4). Esta utilizacion puede extenderse al tratamiento de otras infecciones bacterianas o protozoarias en el
tubo digestivo de animales asi como en seres humanos, tales como infeccién con Helicobacter pylori. Tal como
muestran los ejemplos adjuntos, las emulsiones concentradas de la invencion pueden diluirse hasta
aproximadamente 1 mM y usarse como liquido de bebida para animales. La concentracion de monocaprina en el
agua potable esta preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1-10 mM y mas preferiblemente en el
intervalo de aproximadamente 1-5 mM, tal como aproximadamente 1 mM o 2 mM. Puede ser necesaria una
concentracion superior para obtener un efecto deseado cuando se afiade la emulsion al pienso, por ejemplo en el
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intervalo de aproximadamente 5-10 mmol de monocaprina por kg de pienso, tal como aproximadamente 5 mM o
aproximadamente 10 mM, o incluso superior tal como en el intervalo de 5-25 mmol por kg, por ejemplo 10, 15 6
20 mmol por kg. Un aspecto importante de la invencién es la actividad extremadamente alta de las emulsiones de
monocaprina que destruyen millones de bacterias patégenas tales como Campylobacter en el plazo de 1 min. Sin
embargo, si se desean concentraciones inferiores de monocaprina, por ejemplo en agua potable, pueden diluirse
adicionalmente emulsiones activas en 1 min. y dejar que actden durante mas tiempo, por ejemplo durante 10 min. o
mas, con el fin de obtener una reduccion mayor de 6 logio en el recuento de Campylobacter viables. Esto se basa en
el hallazgo de que dentro de determinados limites existe una relacién inversa entre la concentracién de un lipido
microbicida y el tiempo que tarda en destruir las bacterias.

Un aspecto importante de la invencién proporciona un método para preparar emulsiones concentradas de
monocaprina de manera que son estables durante muchos meses a temperatura ambiente y son completamente
microbicidas tras su dilucién en agua del grifo. Se encontr6 que el mismo método no es satisfactorio en la
preparacién de concentrados estables de otros lipidos microbicidas, o bien acidos grasos o bien monoglicéridos. Los
inventores han proporcionado ensayos adecuados que permiten a un experto en la técnica someter a prueba la
actividad microbicida de emulsiones, o bien solas o bien como aditivos en otros productos, frente a microorganismos
tales como bacterias y virus.

Se describe ademads en el presente documento el uso de emulsiones o disoluciones de monocaprina como aditivos
desinfectantes en detergentes, tales como detergentes liquidos de lavavajillas, y otros detergentes domésticos o
industriales suaves (por ejemplo en la industria alimentaria tal como sitios de preparacion de alimentos, sitios de
procesamiento de alimentos, restaurantes, etc.) asi como en productos cosmeéticos. Por tanto, se ha demostrado que
emulsiones y disoluciones concentradas de monocaprina descritas anteriormente pueden mezclarse con una
variedad de detergentes liquidos de lavavajillas comerciales de diferente marcas confiriéndoles actividad bacteriana
frente a Campylobacter tras la dilucion de la mezcla de detergente y monocaprina en agua del grifo (véase el
ejemplo 8). Este aspecto de la invencidon proporciona el uso de monocaprina como agente antibacteriano en
detergentes liquidos domésticos y productos relacionados. Tal como ilustra el ejemplo 8 adjunto, se mostré que
detergentes para el lavado de platos a mano convencionales presentan una buena actividad antibacteriana cuando
se mezclan con monocaprina y se diluyen hasta una dilucion de aplicacion comun.

La invencidon se ilustra con los ejemplos a continuacion que no deben considerarse como limitativos del alcance
general de la invencion.

Ejemplos

EJEMPLO 1. Preparacion de emulsiones concentradas de monocaprina (MC) en agua con o sin_adicién de
polisorbato 40 (PS40)

Se calentd agua del grifo estéril (250 ml) en un vaso de precipitados de 500 ml hasta 65°C y se afiadi6 lentamente
una disolucion 1 M de MC (monocaprato de glicerol con emulsionante TS-PH 003, de calidad farmacéutica, de
Danisco, Copenhague, Dinamarca), en etanol (Merck) al agua con agitacion magnética a la velocidad maxima hasta
una concentracion de MC final de 200 mM. Se dejé enfriar la emulsién turbia a temperatura ambiente. Se volvio
transparente a aproximadamente 27°C y permanecid transparente durante su almacenamiento a temperatura
ambiente durante hasta 12 meses. Alternativamente, se afiadié un 10% (v/v) de polisorbato 40 (PS40) en agua a la
emulsion a 30°C con una agitacién magnética breve hasta una concentracion final del 0,8% (v/v). La emulsion se
volvié inmediatamente transparente tras la adicion del polisorbato y permanecié transparente durante al menos
12 meses a temperatura ambiente. Se diluyeron emulsiones concentradas de MC con o sin PS40 en agua hasta la
concentracion deseada con una agitaciéon magnética breve y se sometié a prueba para determinar su actividad
microbicida frente a C. jejuni. Las emulsiones concentradas transparentes se volvieron ligeramente turbias tras su
dilucién pero las emulsiones diluidas permanecieron estables (sin precipitacion de cristales) y activas durante
muchos meses.

Se sometieron a prueba las emulsiones diluidas frente a C. jejuni de la siguiente manera: Se inocularon placas de
agar de sangre con Campylobacter y se incubaron durante 2 dias en una jarra de gas con una atmdsfera
microaerobia (kit generador de gas, Campylobacter System BR 060A, Oxoid Ltd) a 37°C. Se recogieron placas que
mostraban abundante crecimiento bacteriano, se recogieron las bacterias con un hisopo de algoddon y se
suspendieron en agua del grifo estéril. Se dispensé la suspension de Campylobacter a tubos de ensayo y se mezclé
con una cantidad igual de emulsién diluida. Se usaron suspensiones de Campylobacter mezcladas con agua como
controles. Se incubaron las mezclas durante o bien 1 o bien 10 min. a temperatura ambiente y se contaron entonces
Campylobacter viables haciendo diluciones de 10 veces en solucién salina estéril (NaCl al 0,9%) y sembrando en
estrias 10 pl de las diluciones de 10%a 10° y 100 pl de la dilucion de 10" en placas de agar de sangre con una
punta de pipeta. Se contaron las colonias bacterianas tras la incubacion de las placas durante 2 dias en una
atmdsfera microaerobia, tal como se describié. Se restaron los recuentos viables (logio unidades formadoras de
colonia, UFC) de bacterias mezcladas con emulsion del recuento bacteriano (UFC) del control de agua y se usé la
diferencia como una medida de las actividades microbicidas de la emulsion. La tabla 1 muestra las actividades anti-
Campylobacter de emulsiones con o sin polisorbato tras su almacenamiento durante diversos periodos de tiempo.
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Se han sometido a prueba emulsiones de monocaprina diluidas en agua y se encontré que son activas frente a al
menos 20 cepas de C. jejuni aisladas de la piel o los excrementos de pollos, patos y pavos y frente a 10 cepas
aisladas de pacientes con campilobacteriosis de diversos paises en Europa, Asia y Africa. Ademas, se encontrd que
C. coliy C. lari, 2 cepas de cada una, eran susceptibles a la actividad microbicida de emulsiones de monocaprina.

Tabla 1. Actividades anti-Campylobacter de diluciones de emulsiones concentradas de monocaprina (MC) con o sin
polisorbato 40 (PS40) almacenadas a temperatura ambiente durante periodos de tiempo variables.

Emulsién concentrada Meses de almacenamiento  Concentracion (mM) tras Reduccion del
la dilucién® recuento bacteriano
(logio UFC)®
MC 200 mM 12 1,25° >6,5"
MC 200 mM 9,5 1,25 >6,8°
MC 200 mM 9 1,25 >6,8°
MC 200 mM 75 1,25 6,2°
MC 200 mM 6,5 1,25 >6,8°
MC 200 mM 4,5 1,25 >6,8°
MC 200 mM 1,5 1,25 >6,2°
MC 200 mM 2 1,0° >6,2°
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 27 1,25/0,005%" >6,5"
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 17 1,25/0,005% >6,5"
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 12,5 1,25/0,005% >6,8°
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 12 1,25/0,005% >6,5"
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 7 1,25/0,005% >6,2°
MC 200 mM/PS40 al 0,8% 7 1,0/0,004%°" >6,2°

'1 Concentracion final tras la adicién de Campylobacter (1:1)
* En comparacion con UFC (unidades formadoras de colonia) de Campylobacter mezcladas 1:1 con agua del
grifo estéril.
Dilucién de 160 veces. MC al 0,03%/1,25 mM
* Campylobacter tratada durante 10 min. a temperatura ambiente.
b_ Campylobacter tratada durante 1 min. a temperatura ambiente
® Dilucion de 200 veces. MC al 0,024%/1,0 mM
’ Porcentaje de PS40

EJEMPLO 2. Efecto de emulsiones acidificadas de MC y PS40 sobre Salmonellay E. coli .

Se acidifico agua del grifo estéril mediante la adicion de tampon citrato-lactato (acido lactico-citrato de trisodio
0,06 M) y se ajusté a pH 5,5, 5,0, 4,5y 4,1. Se diluyé una emulsion 200 mM de MC y PS40 al 0,8% en el tampdn
hasta una concentracion de MC 2,5 mM y PS40 al 0,01%, pH 4,1, 4,5, 5,0y 5,5, o MC 10 mM y PS40 al 0,04%, pH
5,0y 5,5y se incubd a 37°C durante 10 minutos o bien con Salmonella enteritidis y S. typhimurium o bien con la
cepa 0157 de Escherichia coli y un aislado clinico de E. coli de una muestra de orina. Se sometieron a prueba las
actividades de las emulsiones a pH neutro sin tampdn como controles. Se inocularon diluciones decimales sobre
placas de agar de sangre y se incubaron en un incubador humidificado a 37°C durante 24 h. La reduccion en el
recuento de células viables de las bacterias se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Actividad antibacteriana de emulsiones de MC y PS40 a diferente pH frente a Salmonella y E. coli.

Concentracion de MC/PS40° pH Reduccién de UFC log 10"
Salmonella spp. E. coli
1,25 mM/0,005% 4,1 =27,0£ND 26,7+ ND
1,25 mM/0,005% 4.5 =27,0£ND 26,7+ ND
1,25 mM/0,005% 5,0 6,60 + 0,84 26,7+ ND
1,25 mM/0,005%) 55 1,90+0,14 2,06 + 0,07
5 mM/0,02%) 55 0,78 £ 0,63 2,43+0,13
5 mM/0,02%" 7,2 0,30 £ 0,17 0,98 £ 0,19
Control de &cido® 4,1 0,13 + 0,06 0/0

T En comparacién con UFC de bacterias mezcladas 1:1 con agua del grifo estéril.

% Media + desviacion estandar de al menos 4 determinaciones de 2 diferentes cepas de cada bacteria. ND: no
disponible.

% Concentracion tras la adicién de bacterias (1:1)

* En agua del grifo sin tampén.

® No realizado

® Tamp6n sin MC ni PS40
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Tanto Salmonella spp como E. coli se destruyen eficazmente por MC 1,25 mM a pH 4,1y 4,5 pero no a pH 4,1 sin
MC. E. coli se destruye eficazmente por MC 1,25 mM a pH 5 y Salmonella en menor grado por MC 1,25 mMy 5 mM
a pH 5. Se encontré una pequefia actividad frente a E. coli a pH 5,5. Aparentemente, hay un efecto sinérgico de MC
y acido sobre todas esas bacterias.

EJEMPLO 3. Eliminacién de C. jejuni en agua potable de pollos.

Se dividieron pollos de engorde de dieciséis dias de edad, libres de infeccién por Campylobacter natural, en 2
grupos bien separados de 5 pollos cada uno. Se inoculé por la boca cada pollo en el grupo control con 5 logip UFC
de C. jejuni (aislada de excrementos de pollos) en 100 ul de agua del grifo. Se inoculé el grupo experimental de la
misma manera excepto porque se afiadid una emulsién concentrada de MC en agua al in6culo hasta una
concentracion final de 2,5 mM (0,06%), 10 minutos antes de administrarse a los pollos. Se les dio a los pollos pienso
y agua a voluntad durante 8 dias y entonces se sacrificaron y se tomaron muestras de los ciegos para determinar el
recuento de Campylobacter. No pudo detectarse Campylobacter en los ciegos del grupo experimental, mientras que
los pollos en el grupo control, que recibieron el agua no tratada, estaban todos fuertemente colonizados con
Campylobacter, conteniendo sus ciegos 6,5 logio UFC por g. Por tanto, puede desinfectarse agua potable
contaminada con C. jejuni (6 logio UFC por ml) mediante la adicion de emulsion de MC de modo que no provoca
infeccion intestinal de pollos.

EJEMPLO 4. Reduccién de infeccién por Campylobater en animales de engorde colonizados de manera natural
tratados con emulsién de MC en agua potable y pienso.

Se recibieron diez animales de engorde de 36 dias de edad de una manda positiva para Campylobacter en el
momento del sacrificio y se dividieron en 2 grupos, de 5 aves en cada uno. Al dia siguiente, se recogieron hisopos
cloacales de ambos grupos para someter a prueba Campylobacter y se inicié entonces el tratamiento en un grupo
con MC 10 mM y PS40 al 0,04% afiadidos al agua potable y pienso. El otro grupo sirvi6 como control no tratado. Se
continud el tratamiento durante 3 dias tras los que se recogieron muestras cloacales y se sacrificaron las aves. La
tabla 3 muestra los resultados de 2 experimentos. Un andlisis mediante ANOVA mostré que habia una diferencia
significativa en los recuentos de Campylobacter para los grupos experimental y control tras tratamiento durante 3
dias y una diferencia significativa en los recuentos para el grupo experimental antes y después del tratamiento,
mientras que no habia diferencia en los recuentos para el grupo control.

Se realiz6 un experimento similar en el que se infectaron artificialmente pollos de 21 dias de edad con
Campylobacter mediante contacto con aves inoculadas alojadas en la misma jaula. Se les administr6 MC 5 mM y
PS40 al 0,02% en su agua potable y pienso durante 10 dias, comenzando en el dia 0, y se sometieron a prueba
hisopos cloacales para determinar Campylobacter cada de 2 a 5 dias. Se redujeron significativamente los recuentos
de Campylobacter en los hisopos cloacales tras 2-10 dias de tratamiento (tabla 4).

La adicion de una emulsion de MC 5 mM y PS40 al 0,02% al agua potable y pienso de pollos de 12-15 dias de edad
durante al menos 12 dias no tuvo ningun efecto sobre su tasa de tasa de crecimiento (figura 1) y no se observaron
anomalias en sus tubos digestivos o higados mediante examen macro y microscopico. Se repitio este experimento 3
veces con los mismos resultados.

Tabla 3. Recuentos de Campylobacter en hisopos cloacales de pollos infectados de manera natural con
Campylobacter y tratados durante 3 dias con una emulsién de MC 10 mM (0,24%) y PS40 al 0,04% afadida a su
agua potable y pienso.

Recuentos de Campylobacter viables (logio UFC/ml)"

Experimento Dia Grupo tratado Grupo control
0 7,2+04 6,6+1,0

1 3 54+1,3 6,9+0,3

2 0 4,7+0,8 51+0,2
3 32+0,3° 5,4+0,3

' Media para 5 hisopos cloacales + desviacién estandar.
# Significativamente (P<0,05) menor que el grupo control en el dia 3 y significativamente (P<0,05) menor que el
grupo tratado antes del comienzo del tratamiento en el dia 0.

Significativamente (P<0,01) menor que el grupo control en el dia 3 y significativamente (P<0,05) menor que el
grupo tratado antes del comienzo del tratamiento en el dia 0.
Andlisis mediante ANOVA.
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Tabla 4. Recuentos de Campylobacter en hisopos cloacales de un grupo de 7 pollos infectados con C. jejuni 'y
tratados con una emulsion de monocaprina 5 mM (0,12%) y PS40 al 0,02% en agua potable y pienso durante
10 dias. Se us6 como control un grupo de 7 pollos no tratados.

Recuentos bacterianos viables (logio UFC/ml)*

Dias” Grupo tratado® Grupo control®
2 47+05"% 6,8+0,5
5 53+0,5° 6,5+0,3
10 51+0,6° 6,5+0,7

! Media + desviacion estandar.

2 Dias tras el contacto entre 2 pollos infectados y 5 no infectados

% | os 7 pollos, 2 inoculados por la boca y 5 infectados por contacto en el dia 0, cuando se inici6 el tratamiento.
* Significativamente menor que el grupo control (P<0,01).

® Significativamente menor que el grupo control (P<0,05).

Andlisis mediante ANOVA

EJEMPLO 5. Reduccién en los recuentos de Campylobacter viables en patas de pollo contaminadas de manera
natural por inmersiéon en emulsién de MC.

Se obtuvieron patas de pollo contaminadas con Campylobacter inmediatamente tras el sacrificio. Procedian de una
manada de pollos infectados de manera natural en la bateria de engorde. Se pesaron y se dividieron en 3 grupos de
3 patas cada uno. Se sumergio el grupo 1 en 1 | de emulsiéon de MC 10 mM (0,24%) con PS40 al 0,04% en agua del
grifo durante 10 min. a temperatura ambiente, se sumergié el grupo 2 en agua sola y el grupo 3 no se tratd. Se drené
cada pata durante 30 s, se transfirieron a bolsas de plastico con 20 ml de solucién salina estéril y se masajearon
durante 1 min. Se someti6 a prueba entonces una muestra de la solucién salina para detectar Campylobacter
mediante inoculacion de diluciones decimales sobre placas Campy-Cefex (Stern, N. J., B. Wojton, y K. Kwiatek.
1992. A diferential-selective medium and dry ice-generated atmosphere for recovery of Campylobacter jejuni. J. Food
Prot. 55:514-517). Se incubaron las placas durante 48 h a 37°C en una jarra de gas con una atmosfera microaerobia,
tal como se describié anteriormente. Se contaron entonces las colonias y se calcul6 el numero de Campylobacter
viables (logio unidades formadoras de colonia, UFC) por gramo de pata. La tabla 5 muestra los resultados de 4
experimentos diferentes. Habia una variacion considerable entre las 3 patas en cada grupo, tratadas
simultdneamente en la misma emulsidn. Sin embargo, un andlisis de los 4 experimentos mediante ANOVA de dos
vias mostr6 que habia una reduccion significativa (P<0,05) en el nimero de Campylobacter viables en patas tratadas
con emulsién de MC en comparacion con patas sumergidas en agua del grifo y con patas no tratadas.

Tabla 5. Reduccién en los recuentos de Campylobacter viables en patas de pollo contaminadas de manera natural
tras inmersion en una emulsién de MC durante 10 min. a temperatura ambiente.

NUmero de Campylobacter viables™ (log UFC) por g de pata

Experimento Emulsiones de MC* Agua del grifo No tratadas
1. 0,54 + 0,54 8 1,68 + 1,06 2,05+0,43
2. 1,50+ 0,41 2,97 £ 0,58 2,80+0,13
3. 0,37 £ 0,64 1,63+0,23 1,62+1,22
4. 0,80 + 0,25 2,40+0,73 2,27 £ 0,25

! Media para 3 patas + desviacién estandar

2 Monocaprina diez mM (0,24%) y polisorbato 40 al 0,04% en agua del grifo.

® un andlisis estadistico de los 4 experimentos mediante ANOVA de dos vias mostré significativamente menos
bacterias en patas tratadas con MC que en patas no tratadas y en patas enjuagadas en agua del grifo (P<0,05)

El tratamiento de patas de pollo contaminadas artificialmente con C. jejuni mostré resultados similares, es decir,
aproximadamente una reduccion de 1,5 logio en UFC tras la inmersion en emulsiones de MC. Variables como
temperatura y duracién del tratamiento, concentracion y acidez de las emulsiones o adicion de PS40 no tuvieron un
efecto significativo sobre la reduccién.

EJEMPLO 6. Reduccién en los recuentos de Campylobacter viables en patas contaminadas de patos por inmersién
en emulsién de MC.

Se obtuvieron patas de patos Pekin contaminadas de manera natural con Campylobacter unas pocas horas tras el
sacrificio. Se pesaron y se dividieron en 3 grupos de 3 patas cada uno. Se sumergio el grupo 1 en 1 litro de emulsién
de MC 10 mM (0,24%) con PS40 al 0,04% en agua del grifo durante 10 min. a temperatura ambiente, se sumergio el
grupo 2 en agua sola y el grupo 3 no se trat6. Se dren6 cada pata durante 30 s, se transfirieron a una bolsa plastica
con 20 ml de solucién salina y se masaje6 durante 1 min. Se inocularon muestras de la solucién salina en diluciones
decimales sobre placas Campy-Cefex. Se incubaron las placas durante 48 h a 37°C, tal como se describio. Se
contaron las colonias de Campylobacter y se calculé el nimero de bacterias viables (logio unidades formadoras de
colonia, UFC) por gramo de pata. La tabla 6 muestra los resultados de 2 experimentos. Habia una reduccién
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significativa en el nimero de Campylobacter viables en patas tratadas con emulsién de MC en comparacién con
patas tratadas con agua del grifo y no tratadas.

Tabla 6. Reduccién en los recuentos de Campylobacter en patas de pato frescas tras la inmersion en una emulsion
de MC durante 10 min. a temperatura ambiente.

Nimero de Campylobacter viables (log UFC) por g de pata

Experimento Emulsién de MC® Agua del grifo No tratadas
1 0,24+0,03° 1,63+0,27 2,03+£0,32
2 0,58+0,42" 2,34 +£0,38 2,40+ 0,28

! Media para 3 patas * desviacion estandar

'2 Monocaprina diez mM (0,24%) y polisorbato 40 al 0,04% en agua del grifo.

% Significativamente menos Campylobacter que en patas no tratadas (P<0,01) y en patas enjuagadas en agua
del grifo (P<0,05). Andlisis mediante ANOVA

* Significativamente menos Campylobacter que en patas no tratadas y en patas enjuagadas en agua del grifo
(P<0,05). Analisis mediante ANOVA

EJEMPLO 7. Desinfeccién de superficie de plastico y madera contaminada con Campylobacter mediante tratamiento
con emulsiones de MC.

Se dividieron tablas para cortar de plastico y madera en 4 cuadrados iguales (15x10 cm) y se contamin6 cada cuadrado
con 1 ml de fluido (jugo) con adiciones conocidas de Campylobacter de partes de pollos frescas, alas o patas. El fluido,
gue contenia restos de tejidos, se habia mezclado meticulosamente con una suspension de Campylobacter hasta una
concentracién de 5,6 + 0,2 logio UFC/mI, antes de extenderse sobre la superficie de la tabla para cortar. Se afiadié una
emulsion de MC 10 mM (0,25%) y PS40 al 0,04% en agua del grifo al cuadrado uno, una emulsién de MC 10 mM y
PS40 al 0,04% en detergente liquido de lavavajillas convencional al 1,25% (WUL, “washing-up liquid”) obtenido de un
supermercado al cuadrado 2, WUL al 5% en agua del grifo al cuadrado 3 y agua del grifo estéril al cuadrado 4. Se
afadieron 2 ml a cada cuadrado, se mezclaron meticulosamente con el fluido contaminado y se dejaron durante 2 min.
Se seco entonces el enjuague de fluido en cada cuadrado con una toallita de papel (25x10 cm) y se empapd en 10 ml
de solucion salina estéril que se inoculé en diluciones decimales sobre placas Campy-Cefex y se incubaron durante 48
h a 37°C en una jarra de gas con una atmosfera microaerobia. Se tomaron cuidadosamente muestras usando hisopos
de los cuadrados con hisopos de algodén que se agitaron con vortex en un ml de solucion salina y se inocularon en
diluciones decimales sobre placas Campy-Cefex, tal como se describid. Se contaron las colonias de Campylobacter
tras 2 dias. Los resultados se muestran en la tabla 7. Se redujo significativamente (P<0,01) el nimero de unidades
formadoras de colonia (UFC) en los fluidos de enjuague de los cuadrados 1y 2 enjuagados con emulsiones de MC, o
bien en agua (cuadrado 1) o bien en una disolucién al 1,25% de WUL (cuadrado 2). También se redujo
significativamente el nimero de UFC en hisopos de algodén de estos cuadrados (1b y 2b) en comparacién con hisopos
de los cuadrados enjuagados con agua del grifo sola, aunque el enjuague de las tablas de madera fue algo menos
eficaz (P<0,05) que el de las tablas de plastico (P<0,01). Notablemente, el agua que contenia WUL al 5%, que contenia
tensioactivos anidnicos al 5-15%, no redujo los recuentos de Campylobacter méas que el agua del grifo.

Tabla 7. Desinfeccion de tablas para cortar de plastico y madera contaminadas con fluido con adiciones conocidas
de Campylobacter de partes de pollos frescas. Se enjuagaron superficies contaminadas durante 2 min. con 1)
emulsion 10 mM (0,24%) de monocaprina (MC) en agua del grifo que contenia polisorbato 40 (PS40) al 0,04%

(cuadrado 1), 2) MC 10 mM y PS40 al 0,04% en jabon liquido de lavavajillas al 1,25% en agua del grifo (cuadrado 2),
3) jabdn liquido de lavavajillas al 5% en agua del grifo (cuadrado 3) y 4) agua del grifo (cuadrado 4).

NUmero de Campylobacter viables (logio UFC/mI)*

Cuadrado n.° Tabla de plastico Tabla de madera
la. Fluido de enjuague (MC y PS40 en agua) 1,13+0,25° 1,95+0,31°
1b. Hisopo de algodén <1,006 ND*® 1,45+0,37*
2a. Fluido de enjuague (MCy PS40 en WUL) 1,38+ 0,48 2 2,35+0,71°
2b. Hisopo de algodén <1,00+ND? 1,55+0,53*
3a. Fluido de enjuague (WUL al 5% en agua) 5,18 £ 0,38 4,50+ 0,85
3b. Hisopo de algodén 4,40 £ 0,39 3,50 +0,66
4a. Fluido de enjuague (agua del grifo) 5,13+ 0,26 4,80+ 0,52
4b. Hisopo de algoddn 4.25+0,31 3,70 + 0,54

"Media de 4 experimentos + desviacion estandar

Reduccion significativa de UFC en fluido de enjuague de MC en comparacion con enjuague con agua del grifo
(P<0,01)

®*Reduccion significativa de UFC en hisopos de algodén de cuadrados enjuagados con MC en comparacion con
hisopos de algoddn de cuadrados enjuagados con agua del grifo (P<0,01)

“*Reduccién significativa de UFC en hisopos de algodén de cuadrados enjuagados con MC en comparacion con
hisopos de algoddn de cuadrados enjuagados con agua del grifo (P<0,05)
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También se desinfectaron eficazmente tablas para cortar de plastico contaminadas con jugo de partes de pollos
infectadas de manera natural con Campylobacter, enjuagando con emulsiones de MC diluidas o bien en agua del
grifo o bien en WUL al 1,25%.

EJEMPLO 8. Actividades anti-Campylobacter de mezclas de emulsiones o disoluciones de MC y jabones liguidos de
lavavajillas comerciales.

Se mezclaron quince WUL comerciales de diversas marcas con concentrados 200 mM de MC y PS40 al 0,8%, en la
razén de 1 parte de WUL con respecto a 4 partes de emulsion de MC. Los WUL variaban en sus contenidos
anionicos y no iénicos y 6 de ellos contenian componentes antibacterianos. Se diluyeron 16 veces las mezclas en
agua del grifo hasta una concentracion de MC 10 mM y WUL al 1,25% y se mezclaron con un volumen igual (0,2 ml)
de una suspensiéon de C. jejuni durante un min. a temperatura ambiente. Se determiné entonces el nimero de
Campylobacter viables mediante inoculacion de diluciones decimales de las mezclas sobre placas Campy-Cefex e
incubacién en una atmdésfera microaerobia, tal como se describi6. Se diluyeron 20 veces los WUL, sin MC, en agua
del grifo hasta una concentracion del 5%, se mezclaron con un volumen igual de C. jejuni durante 2 min. y se
sometieron a prueba de manera similar para determinar el nUmero de Campylobacter viables. Los resultados se
muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Actividades anti-Campylobacter de mezclas de emulsiones de MC y detergentes liquidos de lavavajillas
(WUL) comerciales incubadas con Campylobacter durante un min. a temp. ambiente. Las concentraciones finales
fueron MC 5 mM (0,12%), PS40 al 0,02% y WUL al 1,25% en agua del grifo estéril. Se usaron WUL (5%) como
controles y se incubaron con Campylobacter durante 2 min. a temp. ambiente.

WUL n.° % aniénico/no iénico Reduccioén en los
recuentos de
Campylobacter viables

(logio UFC)

1. Mezcla de MC-WUL * 6,5
Control de WUL 5-15/<5 1,1

2. Mezcla de MC-WUL * >7,2
Control de WUL ? 15-30/5-15 3,2

3. Mezcla de MC-WUL * >7.2
Control de WUL 5-15/<5 0,6

4. Mezcla de MC-WUL * >6,2
Control de WUL >30/8SI°3 1,2

5. Mezcla de MC-WUL * >7.2
Control de WUL SI/ Sl 0,6

6. Mezcla de MC-WUL * >6,8
Control de WUL Si/ Sl 1,2

7. Mezcla de MC-WUL * >6,8
Control de WUL Sl/ Sl 1,0

8. Mezcla de MC-WUL * >6,5
Control de WUL 5-15/ Sl 0,6

9. Mezcla de MC-WUL * >6,5
Control de WUL 5-15/<5 0,8

10. Mezcla de MC-WUL * >7.1
Control de WUL >30/<5 0,9

11. Mezcla de MC-WUL * >7.1
Control de WUL 15-30/5-15 0,8

12. Mezcla de MC-WUL * >7.1
Control de WUL ? >30/ <5 1,2

13. Mezcla de MC-WUL ° >7.1
Control de WUL 2 15-30/ <5 0,7

14. Mezcla de MC-WUL * >7,1
Control de WUL ? >30/<5 1,4

15. Mezcla de MC-WUL * >6,2
Control de WUL 5-15% / <5 1,1

"' La mezcla es turbia y se separa tras su almacenamiento a temp. ambiente
2 WUL antibacteriano

% SI: sin informacion.

* La mezcla es transparente tras su almacenamiento a temp. ambiente
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Aproximadamente la mitad de los WUL sometidos a prueba eran transparentes tras la mezcla con emulsion de MC y
permanecieron transparentes y activos frente a Campylobacter tras su almacenamiento durante varias semanas a
temp. ambiente. Otros WUL se volvieron turbios tras mezclarse con emulsiéon de MC y se separaron en 2 fases tras
su almacenamiento. Sin embargo, pudieron volverse a mezclar mediante agitacion y todavia eran activos frente a
Campylobacter tras su almacenamiento durante algunas semanas. No se conoce el motivo de la diferencia en la
solubilidad de MC en las diferentes marcas de WUL y no parece depender de sus contenidos aniénicos/no iénicos.
Un WUL (n.° 2) comercializado como antibacteriano mostré una actividad significativa frente a Campylobacter tras
ponerse en contacto durante 2 min. pero de varios 6rdenes de magnitud menor que las mezclas de WUL con
emulsién de MC. Otros WUL comercializados como antibacterianos (n.° 12, 13, 14) no mostraron mas actividad
frente a Campylobacter tras ponerse en contacto durante 2 min. que WUL no antibacterianos.

Se mezclaron dos WUL (n.°® 6 y 14) con emulsiones de MC 200 mM en la razén de 1:1 y se encontr6 que eran
activos en una diluciéon de 10 veces en agua (concentracion final MC 5 mM y WUL al 2,5%) cuando se mezclaron
con Campylobacter durante 2 min. a temp. ambiente, siendo la reduccion en los recuentos bacterianos viables >3,5
logio UFC

En otro tipo de experimento, se mezclaron disoluciones 1 My 2,5 M de MC en etanol con WUL comerciales en la
razon de 1:9, hasta una concentracion de MC final de 100 mM y 250 mM, respectivamente, en WUL al 90%. Los
WUL permanecieron transparentes o ligeramente turbios tras la adicion de la disolucion de MC, dependiendo de la
marca de WUL. Se diluyeron los WUL 10 veces en agua del grifo hasta concentraciones de 10 mM y 25 mM,
respectivamente, y se sometieron a prueba frente a Campylobacter durante 2 min. a temp. ambiente, tal como en el
experimento anterior. Los resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Actividades anti-Campylobacter de mezclas de disoluciones de MC y detergentes liquidos de lavavajillas
(WUL) comerciales incubadas con Campylobacter durante 2 min. a temp. ambiente. Las concentraciones finales
fueron MC 5 mM (0,12%) y 12,5 mM (0,3%), respectivamente, y WUL al 9% en agua del grifo estéril.

WUL n.° Conc. de MC, mM Reduccioén en los recuentos de
Campylobacter viables (logio UFC)

2 5 24,9
2 12,5 24,9
3 5 24,9
3 12,5 24,9
4 5 1,1
4 12,5 3,5
6 5 5,0
15 5 2,1
15 12,5 23,9

Tal como se muestra, todos los WUL son activos con MC en una concentracion de 12,5 mM y tres de ellos tienen
actividad antibacteriana con una concentracion de 5 mM de MC.

EJEMPLO 9. Tratamiento con emulsiones de MC acidificadas para reducir el nimero de bacterias de
descomposicidn en patas de pollo.

Se obtuvieron patas de pollo en la planta de procesamiento antes de su envasado. Se remojo un grupo de patas en
un recipiente con 2 litros de MC 5 mM (0,12%) y PS40 al 0,02% en tamp6n citrato-lactato 0,06 M a pH 4,1 y 20°C.
Tras la inmersion durante 5 min., se retiraron las patas del recipiente, se drenaron durante 30 s y se envasaron en
bandejas de plastico, 3 patas en cada bandeja, que se envolvieron en una pelicula Cryovac hermética (BDF750
Cryovac Europe, Sealed Air Corporation S.A.S.). Este es el método de rutina usado por la planta de procesamiento
de aves de corral para envasar partes de pollo para su distribucion al por menor. Se traté otro grupo de patas de la
misma manera en tampoén solo y se envaso el tercer grupo sin tratamiento. Se almacenaron las patas en una sala
fria a 3 + 0,5°C. Se abrio un envase de cada grupo en los dias 0, 2, 4, 7, 10, 14 y 18 y se someti6 a prueba para
determinar la contaminacién bacteriana de la siguiente manera: Se pesaron las patas y se transfirieron a una bolsa
de plastico que contenia 50 ml de agua destilada estéril y se masajearon durante 1 minuto para liberar las bacterias
de la piel al agua. Se prepararon diluciones decimales del agua en solucién salina estéril y se examinaron para
determinar los recuentos de colonias aerobias totales (ATC, “aerobic total colony”) sembrando en estrias por
duplicado sobre agar de recuento en placa (PC-Agar Oxoid CM 325), 100 ul por placa. Se incubaron las placas a
17°C durante 24 h y luego a 7°C durante 3 dias, tras lo cual se contaron las colonias. Se muestran los resultados de
un experimento en la figura 2. Los recuentos de ATC fueron sistematicamente inferiores en patas tratadas con
emulsion de MC a lo largo de todo el almacenamiento en comparacion con o bien controles no tratados o bien
controles tratados con tampoén. Tras 18 dias de almacenamiento, la diferencia en el recuento bacteriano era de
aproximadamente 10 veces.

Se repitid el experimento 3 veces con resultados similares.
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Discusion y conclusiones

Se ha determinado que es posible fabricar emulsiones concentradas de monocaprina en agua que son
sorprendentemente estables y permanecen transparentes tras su almacenamiento a temperatura ambiente durante
al menos 12 meses. Las emulsiones concentradas son microbicidas en una dilucién de hasta 200 veces en agua y
reducen el numero de bacterias viables, tales como Campylobacter jejuni, sorprendentemente rapido en agua a
temperatura ambiente, provocando al menos una reduccion de 6 logio en unidades formadoras de colonia (UFC) en
1 min. Este es un aspecto importante de la invencién porque es facil diluir los concentrados en agua del grifo a
temperatura ambiente sin agitaciéon vigorosa. Por tanto, las emulsiones de monocaprina pueden fabricarse como
concentrados y diluirse para dar las emulsiones de trabajo en el momento y lugar de uso. Los concentrados pueden
almacenarse durante al menos 12 meses y las emulsiones diluidas durante al menos 3 meses a temperatura
ambiente sin perder su actividad microbicida.

Inesperadamente, pueden prepararse emulsiones concentradas estables de monocaprina en agua sin la adicion de
un emulsionante. Sin embargo, pueden afiadirse emulsionantes tales como polisorbatos a emulsiones de
monocaprina sin reducir su estabilidad o actividad microbicida tras la dilucion. Otro aspecto de la invencion es que
las emulsiones concentradas de monocaprina que contienen un polisorbato son estables tras su dilucién en agua del
grifo tamponada a un pH de menos de 5,5 y preferiblemente en el intervalo de pH de 4 a 5, y que emulsiones
concentradas diluidas 160 veces en tampon destruyen bacterias tales como Salmonella y E. coli que no se
destruyen por monocaprina a pH superior.

Los ejemplos notificados en el presente documento muestran que pueden utilizarse de diversas maneras emulsiones
de monocaprina en agua, con o sin emulsionantes. Son activas en la destruccion de un patdgeno transmitido por
alimentos importante, concretamente C. jejuni, en agua potable en concentraciones que no son nocivas para pollos,
de 12 dias de edad y mayores. Es un aspecto importante de la invencidon que un compuesto natural, monocaprina,
clasificado como GRAS, puede usarse para desinfectar agua potable contaminada con Campylobacter. También
pueden afadirse al agua potable y piensos de pollos en concentraciones que no son nocivas para los animales pero
gue provocan una reduccion en el nimero de Campylobacter en sus intestinos. Otra utilizacion de la invencion es
remojar canales de aves de corral en emulsiones de monocaprina para reducir el nimero de Campylobacter en su
superficie y reducir de ese modo el riesgo de transmision de esta bacteria transmitida por alimentos a seres
humanos. Un enfoque similar es usar emulsiones de monocaprina diluidas en tampén a pH bajo para reducir el
namero de microorganismos de descomposicion en la superficie de canales o partes de las mismas con el fin de
prolongar su vida util de almacenamiento. Un uso importante de las emulsiones de monocaprina es en la cocina,
donde las superficies contaminadas con bacterias transmitidas por alimentos u otras bacterias pueden desinfectarse
parcial o completamente mediante inmersion en emulsiones de monocaprina diluidas en agua o en otros medios. Un
aspecto importante de la invencion es el hallazgo de que disoluciones y emulsiones concentradas de MC pueden
mezclarse con una variedad de jabones liquidos comerciales para formar mezclas de jab6én-MC estables que son
altamente antibacterianas y que pueden almacenarse a temp. ambiente durante al menos varias semanas. Esto abre
la posibilidad de fabricacion de un nuevo tipo de jabones desinfectantes.
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REIVINDICACIONES

Procedimiento para fabricar una emulsién concentrada de monocaprina en agua que comprende calentar agua
hasta una temperatura en el intervalo de 30 a 80°C, afiadir monocaprina solubilizada en alcohol etilico al agua
calentada con agitacion para preparar una emulsién con una concentracion de monocaprina en el intervalo de 50
a 300 mM y que comprende en el intervalo del 1 al 30% (v/v) alcohol etilico y enfriar la emulsion hasta
temperatura ambiental a la que forma una emulsién sustancialmente transparente homogénea que permanece
estable tras su almacenamiento a temperatura ambiente durante al menos un afio.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha agua se calienta hasta una temperatura en el intervalo
de 60 a 80°C.

Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha agua se calienta hasta una temperatura en el intervalo
de 60 a 70°C.

Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la concentracion de monocaprina en la
emulsion obtenida estéa en el intervalo de 150-300 mM.

Procedimiento segun las reivindicaciones 1-4, que comprende ademas afiadir un agente emulsionante a la
emulsion.

Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que dicho agente emulsionante se selecciona del grupo de ésteres
de &cidos grasos de polioxietilensorbitano (polisorbatos) en un intervalo de concentracién del 0,1 al 5,0% (v/v).

Emulsién homogénea concentrada de monocaprina en agua, que comprende en el intervalo de 50-300 mM
monocaprina y en el intervalo del 1-30% (v/v) alcohol etilico, que puede obtenerse mediante el procedimiento
segun la reivindicacion 1.

Emulsiéon concentrada de monocaprina en agua segun la reivindicacion 7, que comprende ademas un agente
emulsionante compatible con alimentos.

Emulsién concentrada de monocaprina en agua segun la reivindicacion 7, en la que dicho agente emulsionante
se selecciona del grupo de ésteres de acidos grasos de polioxietilensorbitano (polisorbatos) en un intervalo de
concentracion del 0,1 al 5,0% (v/v).

Emulsion concentrada de monocaprina en agua segun la reivindicacion 9, en la que el agente emulsionante es
polisorbato 40.

Método para desinfectar agua potable y/o pienso contaminados con bacterias patégenas afiadiendo al agua o
pienso una emulsiéon concentrada de monocaprina en agua estable que tiene una concentracion en el intervalo
de 50-300 mM, que puede obtenerse con el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6 hasta
una concentracion que destruye eficazmente las bacterias y es segura para el consumo animal.

Método segun la reivindicacién 11, en el que dicha emulsion se afiade al agua potable hasta una concentracién
final en el intervalo de 1-10 mM.

Método segun la reivindicacion 11, en el que dicha emulsiéon se afiade al pienso hasta una concentracién final
gue corresponde a 5-10 mmol por kg.

Método segun la reivindicacion 11, en el que dichas bacterias patdgenas se seleccionan del grupo que consiste
en especies de Campylobacter, E. coli y especies de Salmonella.

Método no terapéutico para reducir el nimero de bacterias Campylobacter en el tubo digestivo de animales
afiadiendo una emulsién de monocaprina en agua en la concentracion en el intervalo de 50-300 mM, que puede
obtenerse con el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, a su liquido de bebida y/o a su
alimento o pienso en una concentracion que destruye eficazmente las bacterias y es segura para el consumo
animal y humano.

Método no terapéutico segun la reivindicacion 15, en el que dicha emulsion se afiade hasta una concentracion
final en el intervalo de 1-10 mM.

Uso de una emulsion de monocaprina que puede obtenerse con el procedimiento segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, en la fabricaciéon de un desinfectante para reducir el nimero de bacterias patdgenas en el
tubo digestivo de animales afiadiendo dicha emulsion a su liquido de bebida y/o a su alimento o pienso en una
concentracion que destruye eficazmente las bacterias y es segura para el consumo animal y humano.
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Uso segun la reivindicacién 17, en el que dicha emulsion se afiade al agua potable hasta una concentracion final
en el intervalo de 1-10 mM.

Uso segun la reivindicacion 17, en el que dicha emulsion se afiade al pienso hasta una concentracion final que
corresponde a 5-10 mmol por kg.

Uso segun la reivindicacion 17, en el que dichas bacterias patégenas se seleccionan del grupo que consiste en
especies de Campylobacter, E. coli y especies de Salmonella.

Método para desinfectar una superficie contaminada con bacterias patégenas transmitidas por alimentos con una
emulsion concentrada diluida de monocaprina que puede obtenerse con el procedimiento segin cualquiera de
las reivindicaciones 1-6, que comprende diluir dicha emulsiéon concentrada y aplicarla a dicha superficie
contaminada con bacterias patdégenas transmitidas por alimentos sumergiendo la superficie en la emulsion
microbicida o enjuagandola con la emulsion usando un dispositivo de enjuague apropiado, reduciendo
eficazmente de ese modo el nimero de bacterias viables en la superficie contaminada.

Método segun la reivindicacion 21, en el que la superficie contaminada es de carne cruda, tal como aves de
corral crudas, que estan tratandose o bien en el matadero, en una cocina o bien en otro sitio de procesamiento
de alimentos.

Método segun la reivindicacion 21 6 22, en el que la contaminacién estd provocada por bacterias seleccionadas
del grupo que consiste en especies de Campylobacter, especies de Salmonella y E. coli.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que la superficie se selecciona de utensilios,
tablas para cortar, fregaderos, encimeras de cocina y otras superficies usadas para el procesamiento de
alimentos y la preparacion de alimentos que corren el riesgo de contaminarse con dichas bacterias patégenas
transmitidas por alimentos.

Método para reducir el nUmero de bacterias de descomposiciéon en productos de carne o pescado y prolongar la
vida util de almacenamiento de tales productos que comprende aplicar una emulsidon concentrada diluida de
monocaprina, que puede obtenerse con el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, a la
superficie de dicha productos de carne o pescado mediante inmersion en la emulsion diluida o mediante
enjuague con la emulsion diluida usando un dispositivo de enjuague apropiado.

Método segun la reivindicacion 25, en el que dicha emulsion concentrada se diluye hasta una concentracion de
monocaprina en el intervalo de 1-10 mM.
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