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Resumen

En el presente trabajo se obtuvieron las concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones
minimas bactericidas de cuatro aceites esenciales y compuestos puros frente a la cepa
Leuconostoc mesenteroides MS1, utilizando el método in vitro de macrodilucién en caldo. Los
aceites que se estudiaron fueron obtenidos a partir de Aloysia polystachya, Citrus lemon
Eucalyptus cinerea, Laurus nobilis y el compuesto puro evaluado fue la carvona. Los cuatro
primeros se obtuvieron con el método de extraccién por arrastre con vapor, mientras que el ultimo
compuesto que se corresponde al componente mayoritario del aceite esencial de Aloysia
polystachya, se compré comercialmente. Como resultado de este trabajo, se han encontrado
valores pequefos de concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones minimas
bactericidas de los aceites esenciales y del compuesto puro evaluado, lo que significa que la
bacteria en estudio es sensible a los mismos.
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1. Introduccion.

El uso de extractos naturales para la inhibicibn de Leuconostoc mesenteroides viene
siendo estudiado desde los pasados afos. En este sentido, Radha Krishnan et al., (2014), ha
observado el poder inhibitorio de extractos acuosos de Syzygium aromaticum, Cinnmomum
cassia, Origanum vulgare y Brassica nigra y han encontrado, que la concentracién minima
inhibitoria fue de 15, 10, 20 y 25 mg/mL para cada uno de los extractos respectivamente. Por su
parte Kivang et al., (1991) han encontrado un efecto inhibidor utilizando orégano y sus aceites
esenciales, mientras que han encontrado un efecto estimulador con el uso de comino frente al
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides. A su vez, se encontré6 que el acido jasmonico,
obtenido en plantas por lipoxigenacién del acido linolénico, posee un efecto inhibitorio sobre estas
cepas (Michelena et al., 2005). Por su parte, en el trabajo de Fernandez-Lépez et al., (2005) han
encontrado que el extracto de ajo (Aquaresin ® garlic); extracto de fibra de limon y extracto de



fibra de naranja  no presentan inhibicion frente a Leuconostoc mesenteroides subsp
mesenteroides 824 y Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum 882. Por el contrario, aceite
y extracto acuoso de romero (Herbalox ® Type W); extracto acuoso de romero (Duralox®),
extracto de aceite de romero (Herbalox® Type HTO) presentan inhibicién frente a estos dos tipos
de bacteria siendo mayor efecto con el extracto de aceite de romero.

La aplicacion de extractos de productos naturales como antimicrobianos, recibe un
particular interés por los “green consumers” principalmente porque representan una alternativa a
los conservantes alimentarios comunes de sintesis quimica y porque son productos con menor
impacto ambiental (Settanni et al., 2012; Burt, 2004). Ademas la resistencia de las bacterias
patdgenas a los clasicos conservantes y la reduccion del contenido de sal en la elaboraciéon de
alimentos, determinan un alto interés en contar con agentes antimicrobianos alternativos (Burt,
2004).

En estudios previos de este grupo de trabajo en ensayos de sensibilidad antimicrobiana, se
determind la sensibilidad del Leuconostoc mesenteroides MS1 frente a los diferentes extractos a
los cuales se lo expuso. En este sentido, aceites esenciales de Laurus nobilis, Citrus lemon,
Aloysia polystachya y Eucalyptus cinerea, concentraciones de eugenol/aceite de girasol mayores
al 18.5% P/P, acido salicilico 0.75% P/P, hidroquinona 0.75 %P/V y aceites esenciales
comerciales Just de lavanda, menta y geranio, han demostrado un efecto bactericida frente a
Leuconostoc mesenteroides MS1 (Serra, Garnero, Nicolau, & Andreatta, 2018). Continuando
estos estudios, es que se procede en este trabajo a hallar las concentraciones minimas
inhibitorias y las concentraciones minimas bactericidas de los aceites esenciales de Aloysia
polystachya, Citrus lemon, Eucalyptus cinerea, Laurus nobilis y del compuesto puro de la carvona
(compuesto mayoritario del aceite esencial de la Aloysia polystachya) con el objeto de poder
determinar frente a cudl de los extractos es mas sensible el microorganismo estudiado.

Los métodos de dilucidon son los mas adecuados para la determinacion de los valores de
las concentraciones minimas inhibitorias (CIM) y las concentraciones minimas bactericidas (CBM),
ya que ofrecen la posibilidad de estimar la concentracién del agente antimicrobiano analizado en
el agar (dilucion en agar) o en el medio de caldo (macrodilucion o microdilucién) (Cockerill et al.,
2012). Existen muchas pautas aprobadas para la dilucion de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana de bacterias fastidiosas o no fastidiosas, levaduras y hongos filamentosos. Los
estdandares mas reconocidos son proporcionados por el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI) y el Comité Europeo sobre Ensayos de Susceptibilidad Antimicrobiana
(EUCAST) (Balouiri, Sadiki, & Ibnsouda, 2016).

2. Metodologia.

Los aceites esenciales utilizados se obtuvieron con la técnica arrastre con vapor a partir de
hojas de Aloysia polystachya (burro), Eucalyptus cinerea (Eucalipto medicinal), Laurus nobilis
(laurel), secadas a temperatura ambiente y de cascaras frescas para el aceite esencial del Citrus
lemon (limén).

La técnica de arrastre con vapor de agua se detalla a continuacion. El material a extraer se
coloca dentro de un canasto con tapa de acero inoxidable, de malla 32+ (abertura de malla 0.5
mm), ubicado en la columna rectificadora, la cual esta acoplada a un refrigerante por el que circula
agua. El vapor de agua se genera en un balén de 500 mL y cumple un doble propdsito: calentar la
mezcla hasta su punto de ebulliciéon y disminuir la temperatura de ebullicién de los componentes

2de5 |



volatiles del material vegetal, por adicién de la presion de vapor del agua. Los vapores que salen
de la columna rectificadora condensan en el refrigerante, separandose el agua de un aceite
esencial mas denso. El agua retorna al balén a través del conducto inferior que sale del
decantador, mientras que el aceite se acumula en el tubo que conecta a la valvula de descarga.
En estos ensayos, se parti6 de muestras de 100 g de material, dejando el equipo en
funcionamiento por el término de 120 min una vez comenzada la ebullicion. Los extractos se
conservaron en viales cerrados herméticamente con tapa de goma y precinto de aluminio y se
guardaron en la heladera hasta su posterior utilizacion.

R(-)Carvona (Sigma-Aldrich, 98 %) es el compuesto puro que ademas de los aceites
esenciales fue evaluado en este trabajo y se corresponde al compuesto mayoritario del aceite
esencial de la Aloysia polystachya.

El aislamiento de la bacteria se realiz6 a partir de paquetes envasados al vacio de
salchicha tipo Viena que mostraron indicios de deterioro por hinchazén como consecuencia de la
formacion de gas. Se procedié al hisopado de la superficie de la salchicha mediante un hisopo
estéril y se inoculd en caldo MRS (Man Rogosa Sharpe) con campana de Durham invertida. Se los
incubd a 30°C por el término de 72 hs. Los tubos positivos que presentaron turbidez y formacién
de gas fueron repicados en MRS agarizado con posterior incubacién en microaerofilia por 72 hs.
Posteriormente, se aislaron colonias sospechosas y se continud con la tipificacion bioquimica que
se realizd de acuerdo al procedimiento presentado por Mulet et al., (2010) y la tipificacion
molecular de la cepa que se realizd mediante la identificacion de microorganismos por
secuenciacién de un fragmento del gen que codifica el 16S rRNA en el Instituto de Lactologia
Industrial de la Universidad Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina).

La técnica de dilucion en caldo se puede utilizar para medir cuantitativamente la actividad
in vitro de un agente antimicrobiano. En este sentido, se procedi6 a la preparacion de una serie de
tubos de ensayo con tapa a rosca con distinto volumen de caldo MRS, para lograr las diluciones
requeridas, a los cuales se les agreg6 el antimicrobiano (aceite esencial 6 carvona). Dada la
insolubilidad entre el aceite esencial y el medio de cultivo acuoso, se elaboré una emulsién con
cada uno de los antimicrobianos a evaluar. Para lograr esta emulsion, el aceite esencial 6 carvona
se mezclé con una solucion de lecitina de soja en agua destilada. Con esta proporcién se calculd
la concentracion inicial del aceite esencial o carvona en % m/V y se prepararon las sucesivas
diluciones teniendo en cuenta que el volumen final minimo requerido en cada tubo es de 1 mL.
Ademas, se utilizé un tubo control conteniendo Uunicamente el medio de cultivo.

Luego se inocularon cada uno de los tubos con una suspension estandarizada del
microorganismo en estudio teniendo en cuenta que el tiempo empleado no debe ser superior a 15
minutos entre la preparacién del indculo y su colocacidn en el tubo. EI mismo se realizé con una
anzada del in6culo estandarizado en cada uno de los tubos con antimicrobiano y al control, con
posterior homogeneizacion de la mezcla. Este ultimo, se prepard siguiendo el método de
suspension directa de colonias en solucién salina (0.85 % de NaCl) para obtener una turbidez de
0.5 en la escala de Mc Farland; que se corresponde, aproximadamente con una concentracién de
1.5 x 108 UFC/mL.

El valor CIM se define como la menor concentracion del agente antimicrobiano ensayado
que inhibe el crecimiento visible del microorganismo testeado. La determinacién de la CBM es la
estimacion mas comun de actividad bactericida y se define como la menor concentraciéon de
agente antimicrobiano necesario para matar el 99.9 % del in6culo final después de incubar bajo
las condiciones de cada microorganismo (Balouiri et al., 2016).
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Las pruebas se examinaron después de incubar a 30°C en estufa de cultivo por 48 hs y
posteriormente, trascurrido ese tiempo se observo el desarrollo o no desarrollo en los tubos del
microorganismo y se procedié a analizar la CIM y la CBM. En los tubos de ensayo en los cuales
no dié turbidez, se procedid a realizar la siembra en placa de Petri con el medio MRS agarizado.
Posteriormente a esto, las mismas se incubaron a 30°C por 48 horas y se observé el crecimiento o
no crecimiento de la bacteria. De la observacion de estas placas se obtienen las CIM y la CBM tal
como se detalla en la Figura 1 que representa un diagrama esquematico del método de diluciones
empleado.

Los ensayos, se han realizado por triplicado para cada una de las diluciones en cada uno
de los aceites esenciales y de la carvona.
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Figura l. Representacion esquematica de la obtencién de la CBM Y CIM.

3. Resultados y Discusion.

Diferentes diluciones de los aceites esenciales (Aloysia polystachya, Eucalyptus cinerea,
Laurus nobilis y Citrus lemon) y del compuesto puro de la carvona se han testeado, de modo de
encontrar los valores CIM y CBM. Valores pequefios de CIM y CBM significan que la cepa en
estudio presenta una mayor sensibilidad al antimicrobiano dado.

La CIM de los aceites esenciales y del compuesto puro se encontré entre los valores 0.64 y
1.87 mg/mL mientras que la CBM de los mismos se encontré entre los valores 0.76 y 2.41 mg/mL.

De los ensayos realizados, podemos decir que los aceites esenciales evaluados aqui,
conjuntamente con la carvona presentaron valores bajos de CIM y CBM, lo que significa que son
buenos inhibidores/bactericidas frente al Leuconostoc mesenteroides MS1. Sin embargo, se
observa que la bacteria en estudio, es mas sensible a los aceites esenciales de Aloysia
polystachya, Laurus nobilis y del compuesto puro de la carvona mientras que una menor
sensibilidad se encontro para los aceites esenciales de Eucalyptus cinerea 'y Citrus lemon.

Es esperable que el aceite esencial de Aloysia polystachya y la carvona que es su
compuesto mayoritario presenten similares resultados, dado que este ultimo se encuentra en un
90 % en la composicion del aceite esencial.
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4. Conclusiones.

Diferentes aceites esenciales obtenidos a partir de productos naturales renovables como lo
son el Aloysia polystachya, el Eucalyptus cinerea, el Laurus nobilis y el Citrus lemon y el
compuesto mayoritario del aceite esencial de Aloysia polystachya (carvona) han sido evaluados
para la busqueda de las concentraciones minimas inhibitorias y las concetraciones minimas
bactericidas frente a la bacteria Leuconostoc mesenteroides MS1, cuyo crecimiento se manifiesta
en el envasado al vacio a partir de dos a tres semanas de almacenamiento bajo refrigeracion
provocando hinchazén de los envases.

De este estudio, podemos decir que los aceites esenciales evaluados aqui, conjuntamente
con la carvona presentaron bajo valores de CIM y CBM, lo que significa que son buenos
inhibidores/bactericidas frente al Leuconostoc mesenteroides MS1. Sin embargo, se encontré que
el Leuconostoc mesenteroides MS1 es mas sensible a los extractos de Aloysia polystachya,
Laurus nobilis y del compuesto puro de carvona; por lo que se podrian utilizar como
antimicrobianos en la conservacion de salchichas tipo Viena.

Con esta investigacién, se verifica que los aceites esenciales utilizados como
antimicrobianos naturales, representan una alternativa a los conservantes alimentarios comunes
de sintesis quimica para combatir Leuconostoc mesenteroides MS1.
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Antimicrobiano.

El uso de extractos naturales para la inhibicién de Leuconostoc mesenteroides
viene siendo estudiado desde los pasados anos. La aplicacion de extractos de
productos naturales como antimicrobianos, recibe un particular interés por los
“‘green consumers” principalmente porque representan una alternativa a los
conservantes alimentarios comunes de sintesis quimica y porque son
productos con menor impacto ambiental. Ademas, la resistencia de las
bacterias patdégenas a los clasicos conservantes y la reduccion del contenido
de sal en la elaboracion de alimentos, determinan un alto interés en contar con
agentes antimicrobianos alternativos. En estudios previos de este grupo de
trabajo en ensayos de sensibilidad antimicrobiana, se determiné la sensibilidad
del Leuconostoc mesenteroides MS1 frente a los diferentes extractos a los
cuales se lo expuso. En este sentido, aceites esenciales obtenidos por
hidrodestilacion de Laurus nobilis, Citrus lemon, Aloysia polystachya y
Eucaliptus cinerea, concentraciones de eugenol/aceite de girasol mayores al
18.5% P/P, acido salicilico 0.75% P/P, hidroquinona 0.75 %P/V y aceites
esenciales comerciales Just de lavanda, menta y geranio, han demostrado un
efecto bactericida frente a Leuconostoc mesenteroides MS1. Continuando
estos estudios, es que se procede en este trabajo a hallar las concentraciones
minimas inhibitorias (CIM) y las concentraciones minimas bactericidas (CBM)
de los aceites esenciales de Aloysia polystachya (burro), Citrus lemon (limén),
Eucaliptus cinerea (Eucalipto medicinal), Laurus nobilis (laurel) y del compuesto
puro de la carvona (compuesto mayoritario del aceite esencial de la Aloysia
polystachya) con el objeto de poder determinar frente a cual de los extractos es
mas sensible al microorganismo estudiado. Para ello, diferentes diluciones de
los aceites esenciales y de la carvona se han testeado mediante la técnica de
dilucion en caldo. El valor CIM se define como la menor concentracion del
agente antimicrobiano ensayado que inhibe el crecimiento visible del
microorganismo testeado. La determinacién de la CBM es la estimacién mas
comun de actividad bactericida y se define como la menor concentracion de
agente antimicrobiano necesario para matar el 99.9 % del in6culo final después
de incubar bajo las condiciones de cada microorganismo. De los ensayos
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realizados, podemos decir que los aceites esenciales evaluados aqui,
conjuntamente con la carvona presentaron valores bajos de CIM y CBM, lo que
significa que son buenos inhibidores/bactericidas frente al Leuconostoc
mesenteroides MS1. La CIM de los aceites esenciales y del compuesto puro se
encontré entre los valores 0.64 y 1.87 mg/mL mientras que la CBM de los
mismos se encontro entre los valores 0.76 y 2.41 mg/mL. Se observa que la
bacteria en estudio, es mas sensible a los aceites esenciales de Aloysia
polystachya, Laurus nobilis y del compuesto puro de la carvona mientras que
una menor sensibilidad se encontré para los aceites esenciales de Eucaliptus
cinerea y Citrus lemon. Con esta investigacion, se verifica que los aceites
esenciales utilizados como antimicrobianos naturales, representan una
alternativa a los conservantes alimentarios comunes de sintesis quimica para
combatir Leuconostoc mesenteroides MS1. En futuros trabajos seran
realizadas las pruebas de los aceites esenciales a sus CIM y CBM en
salchichas de Viena.

Agradecimientos: Se agradece a la UTN (UTI4771TC), CONICET (PIP 0941) y FONCyT
(PICT2016-3041) por ayuda econémica recibida y a la empresa La Piamontesa por facilitar la
bacteria en estudio.

Trabajo presentado en las Jornadas de Jovenes Investigadores Tecnolégicos de la UTN Fac.
Regional Rafaela (JIT 2018) los dias 25 y 26 de Octubre de 2018.
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