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Resumen

La Organizacién Mundial de la Salud declaré en 2015 un plan de accién mundial sobre la resistencia a
los antimicrobianos, lo que ha intensificado la busqueda de alternativas, como la evaluacién de extractos
y compuestos de origen natural que presenten actividad antimicrobiana. Un tipo de extractos de po-
tencial interés son los aceites esenciales obtenidos a partir de plantas aromaticas y medicinales. Por ello,
el objetivo de este estudio es evaluar y seleccionar diferentes aceites esenciales procedentes de diver-
sos quimiotipos de plantas aromaticas cultivadas en Aragén (Satureja montana, Mentha rotundifolia,
Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia, Origanum vulgare subsp. virens, Salvia rosmarinusy Salvia of-
ficinalis), en funcién de su capacidad para inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos de in-
terés agroalimentario. Estos aceites se han aplicado a microorganismos alterantes asociados a la trufa
negra (Tuber melanosporum) y relacionados con la pérdida de calidad durante su conservaciéon pos-
tcosecha. Estas cepas microbianas se aislaron de trufa fresca, para su posterior secuenciacién e identificacion
mediante técnicas de biologia molecular. El cribado inicial de los diferentes quimiotipos se realizé por la
técnica de difusion en agar, y tras su seleccién se determiné la concentracion minima inhibitoria y la con-
centracion minima bactericida frente a estos microorganismos alterantes y otros causantes de toxiin-
fecciones alimentarias (Bacillus sp., Microbacterium sp., Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Es-
cherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp.
enterica, Staphylococcus aureus, y Yersinia enterocolitica). De todos los quimiotipos evaluados, los de
S. montana presentaron una mayor actividad antimicrobiana frente a un mayor numero de especies bac-
terianas. Estos resultados apoyan el uso de aceites esenciales como potenciales inhibidores de la acti-
vidad microbiana en la industria alimentaria en general y, particularmente, aporta informacién relevante
para futuros estudios sobre conservacion de trufa fresca.
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Antimicrobial activity of essential oils against black truffle (Tuber melanosporum) spoiling microor-
ganisms and foodborne pathogens

Abstract

The World Health Organization declared in 2015 a global action plan on antimicrobial resistance which
has led to the search for natural extracts and compounds with antimicrobial activity. The essential oils
from medicinal and aromatic plants have gained significant scientific relevance in the last years. Thus, the
aim of the study was the evaluation and selection of different essential oils chemotypes from various
cultivated plant species of Aragon (Satureja montana, Mentha rotundifolia, Thymus vulgaris, Lavandula
angustifolia, Origanum vulgare subsp. virens, Salvia rosmarinus and Salvia officinalis) based on their abi-
lity to inhibit different microorganisms associated with the spoilage of black truffle (Tuber melanos-
porum) during its shelf life (Bacillus sp., Microbacterium sp., and Pseudomonas fluorescens), as well as
with other foodborne pathogens (Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica, Staphylococcus aureus, and Yersinia ente-
rocolitica). The mentioned spoiling bacteria were isolated from fresh black truffles and then sequen-
ced and identified by molecular biology techniques. The screening of the antimicrobial activity was
evaluated by agar disk diffusion, and microdilution broth method was used to determine the minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of the selected extracts. Among the spe-
cies studied, the two chemotypes of Satureja montana presented a greater antimicrobial activity against
both Gram+ and Gram- bacteria. These results support the use of essential oils as potential inhibitors of
microbial activity, especially in the food industry, and on the preservation of fresh truffles in particular.

Keywords: Essential oil, chemotype, truffle, Satureja montana, carvacrol, spoiling bacteria.

Introduccion

El uso de las plantas aromaticas y medicina-
les (PAM) se remonta a la antigliedad, exis-
tiendo indicios de su uso desde el afio 1200
a.C en Mesopotamia, donde la quimica y
perfumista Tapputi-Belatekallim dejé regis-
trada en arcilla una escritura cuneiforme con
la metodologia para obtener esencias me-
diante procesos de extraccién y destilacion
de plantas basandose en la empirica (Mufoz
Paezy Garritz, 2013). Mas adelante, los avan-
ces de la quimica y el conocimiento ecolégico
tradicional (TEK) de las especies locales, ra-
cionalizé el uso de estas plantas permitiendo
el desarrollo de productos derivados con pro-
piedades terapéuticas (Huntington, 2000).
Por ejemplo, de Artemisia annua se extrae
artemisina, una lactona muy efectiva para el
tratamiento de la malaria y cuyos efectos
fueron descritos por la medicina China tra-
dicional (Miller y Su, 2011).

Las PAM se definen como aquellas especies
vegetales cuyos principios activos proceden
de compuestos aromaticos y son identificados
principalmente en los aceites esenciales (AEs)
que se obtienen de estas. La Administraciéon
de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA, siglas de Food and Drug Admi-
nistration) ha reconocido mas de 150 especies
de plantas de las que se obtienen AEs, entre
ellas destacan Salvia rosmarinus, Origanum
vulgare, o el género Thymus, como seguras
para el ser humano en el ambito culinario.
Ademas, existen estudios epidemiolégicos
que correlacionan la ingesta de antioxidan-
tes fenodlicos naturales presentes en estos ve-
getales con una menor incidencia de enfer-
medades coronarias, la degeneracién ocular
relacionada con la edad, y el cancer (Costa et
al., 2015). Unido a estos compuestos, algunas
moléculas volatiles de estos extractos tienen
propiedades antiinflamatorias, antitrombé-
ticas, antitumorales, antidiabéticas, antioxi-
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dantes, antimicrobianas y hepatoprotecto-
ras (Costa et al., 2015; Abdellaoui et al., 2020;
Saha y Basak, 2020). La Organizacion Mun-
dial de la Salud resalta que aproximada-
mente el 88 % de la poblacién usa este tipo
de plantas para el cuidado de la salud, lo que
ha incrementado su demanda notablemente,
y por tanto su cultivo (WHO, 2019). La de-
manda global del mercado de AEs se estimo
en 247.080 toneladas en 2020 y se espera
que aumente por la creciente demanda de la
industria alimentaria, de cuidado personal y
cosmética. La cuota de uso de los AEs en el
mercado estd liderada por los tratamientos
para la salud, que supusieron mas del 39,0 %
en 2019, seqguido de su uso en la industria de
alimentacion y bebidas (38,6 %), y de usos do-
mésticos y otras aplicaciones médicas (Grand
View Research, 2020). El valor total en im-
portaciones y exportaciones globales de PAM
supusieron 3,02 y 3,18 mil millones de déla-
res en 2015, respectivamente, siendo India
uno de los principales exportadores, mientras
que la importacién estuvo liderada por Sin-
gapur, Japén, Alemania y EE.UU. (Roosta et
al., 2017).

El cultivo de PAM se esta potenciando en dis-
tintos municipios de la geografia aragonesa
como el Somontano-Hoya de Huesca, Mon-
cayo o Bajo Aragén y otras zonas del Sistema
Ibérico turolense, que se caracterizan por la
abundancia de flora espontanea aromatico
medicinal. Debido a su importancia, actual-
mente se esta trabajando en mejorar la pro-
duccién de AEs seleccionando aquellos fe-
notipos mas interesantes, destacando las
especies Salvia sclarea L., Salvia lavandulifo-
lia, Lavandula angustifolia, Satureja mon-
tana, entre otras (Navarro-Rocha et al., 2020).
La composicion de estos aceites esenciales
puede cambiar significativamente depen-
diendo de la regién de cultivo, condiciones
ambientales y agronémicas, tiempo de cose-
cha, etapas de desarrollo de las plantas o el
método de extraccion utilizado. El término
quimiotipo surge para clasificar a poblacio-

nes de la misma especie botanica pero que
tienen variaciones notables en la composi-
cién y concentracion de varios de los com-
puestos que componen su perfil quimico (So-
ria et al., 2008; Abada et al., 2020).

Estos extractos son mezclas complejas de
compuestos volatiles, sintetizados por varias
estructuras de las plantas durante su meta-
bolismo secundario. La presencia de alcaloi-
des, fenoles, y compuestos derivados de ter-
penos hacen que los AEs sean efectivos frente
a una amplia variedad de microorganismos
patdgenos (Sayeed et al., 2014). El principal
mecanismo de accién de los aceites esencia-
les se basa en su capacidad para traspasar la
pared celular bacteriana y la membrana ci-
toplasmatica, induciendo cambios en la per-
meabilidad o integridad de la membrana
plasmatica y desencadenando la lisis celular
(Lopez-Romero et al., 2015). Otros estudios
han ampliado el conocimiento de los cambios
que preceden a la muerte celular, entre los
gue se incluyen la formaciéon de mesosomas
o la disminucién de la tolerancia a altas con-
centraciones de NaCl (Radulovic et al., 2013).
Se conoce que el carvacrol es capaz de inhi-
bir la produccién de toxinas de B. cereus, y
que la aplicaciéon de AE de orégano inhibe la
produccién de enterotoxinas por parte de S.
aureus, incluyendo la inhibicién de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (Tariq et al.,
2019), propiedad que se potencia con el uso
conjunto de varios AEs, como se ha obser-
vado con las sinergias entre los AEs de Men-
tha pulegium y Mentha piperita frente a S.
aureusy E. coli (Chraibi et al., 2021). Esta ca-
pacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
resistentes y su actividad frente a otros mi-
croorganismos como levaduras, hongos e in-
cluso virus, o la capacidad de evitar la forma-
cion de biofilms (Sayeed et al., 2014; Tariq et
al., 2019) los posiciona como alternativa a
otros aditivos de origen sintético.

El deterioro microbiolégico de los alimentos
conduce a productos no aptos para el con-
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sumo, produciendo importantes pérdidas
econdmicas en la industria alimentaria, y
gran cantidad de desperdicios en los hogares.
Estos pueden ser alterados por agentes fisi-
cos, quimicos y biolégicos, como microorga-
nismos y enzimas, responsables de procesos
metabolicos diversos. Ademas, los microorga-
nismos patégenos pueden ser causantes de
toxiinfecciones, suponiendo un riesgo para la
salud del consumidor (Preedy, 2015). Concre-
tamente, la trufa negra (Tuber melanospo-
rum) presenta perfiles microbiolégicos propios
de especies de origen telurico, con recuentos
totales de microorganismos elevados que os-
cilan entre 8 y 9 log ufc/g, encontrandose casi
exclusivamente en el peridio (exterior). En otros
alimentos, esta elevada carga microbiana se-
ria un claro indicativo de deterioro biético, o
de alimentos obtenidos por procesos fer-
mentativos. Entre los microorganismos alte-
rantes mas importantes de la trufa negra, se
encuentran el género Pseudomonas (7,2-
8,2 log ufc/g), seguido de la familia Entero-
bacteriaceae (3,5-6,2 log ufc/g) y la mico-
biota (3,5-6,2 log ufc/g) (Tejedor-Calvo et al.,
2024). Ademas se ha estudiado la prevalen-
cia de bacterias patégenas en las tres especies
de trufa de mayor consumo a nivel global,
trufa negra (Tuber melanosporum), trufa de
verano (Tuber aestivum) y trufa china (Tuber
indicum) detectando presencia de B. cereus, Y.
enterocolitica y C. perfringens entre otras bac-
terias patdégenas, aunque su concentracion
ha sido inferior a la dosis minima infectiva es-
tablecida por la EFSA (2005), e incluso por de-
bajo de la normativa legal europea en el caso
de L. monocytogenes (Marco, 2015). En cual-
quier caso, estas bacterias son propias de la ri-
zosfera y su presencia no parece estar ligada
ni al origen geografico ni a la especie, y no
comprometen la aptitud sanitaria de la trufa,
aunque se debe tener en cuenta a la hora de
consumir trufa en fresco o sus derivados.

El objetivo del trabajo ha sido determinar la
capacidad de inhibicion de crecimiento mi-

crobiano de cepas alterantes de trufa negra
(Tuber melanosporum) y patégenos causan-
tes de toxiinfecciones alimentarias de distin-
tos quimiotipos de aceites esenciales proce-
dentes de plantas aromaticas cultivadas en
Aragén.

Material y métodos

Aislamiento, identificacion y seleccion
de las cepas microbianas asociadas a la
trufa negra (Tuber melanosporum)

Se emplearon 5 carpoforos enteros sanos pro-
cedentes de Anento (Zaragoza). Las trufas,
una vez recolectadas, fueron transportadas
en cajas de poliestireno expandido bajo re-
frigeracién hasta su llegada al laboratorio. Se
cepillaron bajo el grifo, desinfectando el ce-
pillo entre muestras, y se dejaron secar al aire.
El analisis microbiolégico se realizé siguiendo
las Normas ISO: toma de muestras (6887-1:
1999), analisis de microorganismos aeroanae-
robios meséfilos totales (4833-2:2013), Pseu-
domonas spp. (13720:2011) y bacterias acido
lacticas (15214:1998).

Las trufas se homogeneizaron en un stoma-
cher Lab-Blender Circulator 400 (Seward La-
boratory, Reino Unido) en agua de peptona
al 0,1 % durante 2 min a 260 rpm. Las placas
de Petri se incubaron durante 5 d para se-
leccionar las colonias segun su morfologia
con ayuda de una lupa binocular Leica EZ4
(Wetzlar, Alemania). Se aislaron 10 colonias
en base a su morfologia (6 procedentes de
PCA, 2 de Agar Pseudomonas+CFC y 2 de
Agar MRS), que se sembraron por agota-
miento en agar TSA (agar triptona y soja), y
se incubaron a 30 °C durante 48 h. La carac-
terizacion de colonias en Gram+ y Gram- se
realiz6 mediante la prueba del KOH, resus-
pendiendo una colonia de cada cepa en un
portaobjetos con una gota de esta solucién
al 3 % (Gregersen, 1978).
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Finalmente, se realizé la identificacién mole-
cular de los microorganismos aislados me-
diante la secuenciacion de la region 16S del
ADN (Tejedor-Calvo et al., 2020). Para ello, se
introdujo en viales una cantidad significativa
de microorganismo directamente desde cul-
tivo puro, se afladieron 100 pl de PrepMan®
Ultra Sample Preparation Reagent (Applied
Biosystems, EE.UU.) y se llevaron a 100 °C du-
rante 10 min en un termobloque (Eppendorf
ThermoMixer C, Alemania). Se centrifugaron
a 13.000 rpm durante 5 min (Gyrozen, Corea
del Sur) y se determiné la concentracion de
ADN en el sobrenadante con un NanoDrop
2000 Spectrophotometer (ThermoFisher
Scientific, EE.UU.). La amplificacion se realizé
mediante PCR (94 °C - 2 min; [94 °C - 30 s;
51°C-1min; 72 °C- 1 min] x 33 ciclos; 72 °C
-7 min; 4 °C - ) utilizando los cebadores 8F-
1492R. Posteriormente, se purificdé el pro-
ducto de reaccion con el kit QlAquick PCR Pu-
rification (Qiagen, Inc., EE. UU.).

Para verificar la calidad de la amplificacion,
se realizd una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1,5 % tamponado (Buffer Tris, Acido
acético, EDTA) y 0,8 pL de Midori Green (NIP-
PON Genetics GmbH, Alemania). La corriente
empleada fue de 60 mV, a partir de una
fuente de electroforesis BioRad PowerPac
HV (BioRad, EE.UU.) y la revelacién de bandas
se llevé a cabo en un transiluminador (Che-
midoc XRS+ BioRad, EE.UU.) con la ayuda
del software GeneSys (Syngene, Reino Uni-
do). Finalmente, se afadieron 3 pL de Primer
Ry 10 pL del producto de la PCR en microtu-
bos refrigerados a 10 °C, y se enviaron a se-
cuenciar a la empresa STAB VIDA (Caparica,
Portugal). Las secuencias se visualizaron y
depuraron con el software 4Peaks (Nucleby-
tes, Holanda), y se compararon con la base de
datos de nucleétidos en la Web BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del Centro Na-
cional de Informacién Biotecnoldgica de
EEUU (NCBI, 2024).

Tras la identificacion, se eligieron 4 cepas en
base a su capacidad de alterar las trufas, 2

Gram+ (Bacillus sp. y Microbacterium sp.), y 2
Gram- (Pseudomonas fluorescens y Yersinia
enterocolitica), esta Ultima también es cau-
sante de toxiinfecciones alimentarias. Afa-
didos a este patdgeno, se seleccionaron otros
patégenos procedentes de la Coleccién Es-
pafola de Cultivos Tipo (CECT), 3 de ellos
Gram+ (Staphylococcus aureus CECT435, Ba-
cillus cereus CECT135y Listeria monocytoge-
nes CECT 911) y 3 Gram- (Escherichia coli
0157:H7 CECT516, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 y Salmonella enterica subsp. en-
terica CECT4155), debido a su importancia
por encontrarse de forma natural en trufasy
otras setas comestibles o durante su mani-
pulacion (Venturini et al., 2011; Marco, 2015;
Romanazzi et al., 2016).

Obtencion de los aceites esenciales
y analisis del perfil quimico

El Centro de Investigacion y Tecnologia Agro-
alimentaria de Aragén cuenta con varias
plantaciones experimentales de plantas aro-
matico medicinales (PAM) en produccién
para evaluar la productividad de diferentes
especies y la calidad de los aceites esenciales
(AEs) obtenidos. Inicialmente se selecciona-
ron 10 quimiotipos en base a su rendimiento
pertenecientes a los géneros Satureja, Ori-
ganum, Thymus, Salvia, Lavandula, y Mentha
(Figura 1) para hacer un cribado en funcion
de su capacidad antimicrobiana.

Los AEs fueron obtenidos mediante hidro-
destilacion en un aparato tipo Clevenger de
acuerdo con el método descrito por la Far-
macopea Europea de la Direccion Europea de
Calidad de los Medicamentos (EDQM), y se
conservaron durante todo el estudio en via-
les de color ambar y en refrigeracion. Los
AEs se analizaron mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masas (GC-MS) en
un cromatografo de gases Shimadzu GC-2010
acoplado a un detector de masas Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra (ionizacion electronica,
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— Ayerbe, 2020: Thymus (616), Rosmarinus

Bernués, 2020: Artemisa (625), Origanum (600),
Satureja (614), Salvia (599), Lavéndula (613)

(617)

Huesca, 2019: Salvia (540)

Luesia, 2020: Artemisa (626)

Zuera, 2020: Origanum (618)

Ejea, 2019: Satureja (573), Lavandula (536),

Thymus (517), Mentha (544), Mentha (473)

- Jaraba, 2018: Rosmarinus (438)

Figura 1. Parcelas experimentales de cultivo de plantas aromaticas y medicinales (PAM) localizadas en
Aragoén de donde se han obtenido los aceites esenciales (Aes) ensayados.

Figure 1. Experimental plots for the cultivation of aromatic and medicinal plants (PAM) located in Aragon
from which the essential oils (EOs) tested were obtained.

70 eV) y equipado con una columna capilar
de 30 m x 0,25 mm y 0,25 um de espesor de
pelicula (Teknokroma TRB-5 (95 %) Dimetil-
(5 %) difenilpolisiloxano). Las condiciones de
trabajo fueron las siguientes: relacién de di-
vision (20:1), T2 inyector 300 °C, T® linea de
transferencia conectada al espectrometro de
masas 250 °C, T* inicial de la columna 70 °C
con rampa de T2 (6° ¢/min) hasta 290 °C.

Para la identificacion de compuestos, se uti-
lizaron espectros de masas de ionizacién de
electrones y datos de retencion e indices de
retencién lineal calculados (LRI), que se com-

pararon con los de los estdndares o encon-
trados en la base de datos de espectros de
masas Wiley 229. Ademas, los tiempos o in-
dices de retencién de los estandares y mar-
cadores conocidos de los AEs también fueron
empleados para confirmar las identidades
de los constituyentes.

Cribado de los AEs seleccionados mediante
difusién en agar

Para seleccionar los AEs con mayor actividad
antimicrobiana se hizo un ensayo de difusion
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en agar por discos (Balouiri et al., 2016) en-
frentando cada extracto con las 10 cepas bac-
terianas indicadas. Las cepas se incubaron en
tubos de Caldo de Triptona y Soja (TSB) a
37 °C/24 h. Tras verificar un crecimiento visi-
ble, se realizaron diluciones hasta conseguir
una concentracion de 0,5 sobre la escala
McFarland (1,5 x 108 uf¢/mL). Posteriormente
se sembraron 100 pL por extensién en super-
ficie en placas de agar Mueller Hinton (MHA)
y se depositaron discos de celulosa de 6 mm
de didmetro impregnados con 8 uL de AE. Se
utilizé6 agua destilada como control nega-
tivo, vancomicina como control positivo para
bacterias Gram+ (20 pg/disco) y gentamicina
para Gram- (10 ug/disco). Finalmente, el ra-
dio de los halos de inhibicion se midié con un
calibre tras incubar las placas a 37 °C/24
(Ghanzafari et al., 2020).

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y minima bactericida
de los AEs

La concentracién minima de un agente anti-
microbiano capaz de impedir el crecimiento
visible de un microorganismos después de
su incubacién se denomina MIC (CLSI, 2015).
Para ello, cada AE se mezcl6 con caldo Mueller-
Hinton (MHB) y Tween 80 (Sounouvou et al.,
2021) en concentraciones decrecientes (1 % -
9,75-10% %). Se afnadieron 150 uL de la emul-
sion a la concentracién correspondiente en
placas de 96 pocillos y cada pocillo se inoculé
con 50 pL de la suspension bacteriana ade-
cuada previamente ajustada a la concentra-
cion 0,5 de la escala McFarland. Se utilizé
vancomicina y gentamicina como controles
positivos, y MHB + Tween 80 como control
negativo. Tras incubar las placas a 37 °C du-
rante 24 h se midié la absorbancia a 630 nm
en un espectrofotometro (Thermo Fisher
Scientific, EE.UU.). La MIC se establecié como
la menor concentracion de AE en la que
hubo ausencia total de turbidez, pero si se
observé crecimiento en placa tras sembrar

100 pL en agar Mueller Hinton (MHA) e in-
cubar las placas a 37 °C/24 h (Ghazanfari et
al., 2020). Por otro lado, se consideré que la
concentracion minima bactericida (MBC) de
cada AE fue aquella que inhibié plenamente
el crecimiento de los microorganismos en las
placas de MHA tras la incubacién (CLSI, 2015;
Ghazanfari et al., 2020).

Resultados y discusion

Anaélisis preliminar de las cepas microbianas
asociadas a Tuber melanosporum

El origen telurico de la trufa negra quedé pa-
tente con la alta heterogeneidad de morfo-
logias bacterianas obtenidas tras los cultivos
iniciales en placa. Dentro de la diversidad de
especies microbianas asociadas a este pro-
ducto, el género Pseudomonas resultd ser
mayoritario, coincidiendo con Romanazzi et
al. (2016). Las secuencias de las morfologias
seleccionadas se visualizaron y limpiaron con
el software libre 4Peaks (Nuclebytes, Ho-
landa) y se identificaron mediante Blast. Fi-
nalmente, se seleccionaron 3 cepas bacteria-
nas alterantes procedentes de la trufa negra
(Bacillus sp., Microbacterium sp., P. fluores-
cens) y una patégena (Y. enterocolitica).

Perfil quimico de los aceites esenciales

La capacidad de inhibir el crecimiento de los
microorganismos que exhibe un AE esta di-
rectamente relacionada con su perfil quimico,
debiéndose no solo a la actividad antimicro-
biana de los compuestos quimicos mayorita-
rios de ese extracto, si no a la sinergia ejer-
cida entre estos compuestos y otros presentes
en menor cantidad (Chraibi et al., 2021). Di-
versos estudios afirman que cada quimiotipo
contiene una serie de moléculas que presen-
tan un mayor efecto bactericida o bacterios-
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tatico responsables del potencial antimicro-
biano de cada AE (Ounoughi et al., 2020; Se-
merdjieva et al., 2020; Kowalczyk et al.,
2021). Ademas, los compuestos pueden pre-
sentar diferentes mecanismos de accién y es-
tablecer sinergias como sucede con el o-ter-
pineno, en si mismo tiene un bajo efecto
bactericida pero es capaz de inhibir las bom-
bas de eflujo TetK de algunos microorganis-
mos. En el caso de S. aureus, aumenta el
efecto de otros antimicrobianos al no poder
ser expulsados extracelularmente tan rapi-
damente (Limaverde et al., 2017).

La Tabla 1 muestra los perfiles quimicos de los
AEs que demostraron cierta actividad antimi-
crobiana. T. vulgaris presenté concentracio-
nes moderadas de eucaliptol (15,2 %), linalol
(14,7 %) y timol (9,0 %). En L. angustifolia,
acetato de linalilo fue el compuesto mas abun-
dante llegando a suponer la mitad de su com-
posicion (50,1 %), seguido del linalol (21,5 %).

Los dos AEs de S. montana se caracterizaron por
una alta concentracion de carvacrol (41,3 % y
37,1 %), compuesto con gran efecto biocida
demostrado, seguido de otros compuestos
con actividad antimicrobiana como p-cimeno
(17,6 % y 25,5 %), y-terpineno (14,1 % y
7.1 %) y timol (3,4 % y 7,3 %). Los perfiles
quimicos de estos dos AEs de la misma espe-
cie presentaron diferencias en la concentra-
cion de los compuestos mencionados, asi co-
mo en otros componentes minoritarios,
pudiendo ser debido a su diferente proce-
dencia. Aunque habria que estudiar el efecto
de cada compuesto quimico individualmente,
y combinarlos para establecer sinergias, en li-
neas generales se puede observar como el
perfil quimico de los dos AEs de S. montana se
correlaciona con su actividad antimicrobiana.

Por otro lado, el AE de S. rosmarinus destaco
por una alta concentracién de o-pineno
(28,4 %) y alcanfor (9,5 %), mientras que en
el de la especie O. vulgare subsp. virens des-
tacaron y-terpineno (21,4 %) y p-cimeno
(10,6 %). Finalmente, el AE de M. rotundifo-

lia, mostré un perfil quimico muy diferente al
resto de especies estudiadas, con concentra-
ciones mas bajas de los compuestos mencio-
nados anteriormente; Unicamente destaco
el limoneno como compuesto comun entre
ellas, con un 6,6 % de abundancia. Aunque
presentoé un perfil complejo y con cantidades
interesantes de otros compuestos como la
piperitona (20,8 %) o el 6xido de piperitona
(37,0 %), este hecho puede explicar la baja
actividad antimicrobiana que exhibi6 este
aceite esencial.

Cribado de los aceites esenciales

La capacidad de inhibicién de crecimiento
bacteriano en medio sélido de los de 10 qui-
miotipos fue mayor contra las bacterias
Gram+ (Tabla 2). La falta de membrana ex-
terna de la bacterias Gram+ hace que sean
mas susceptibles a los mecanismos de accion
de los AEs, a diferencia de las Gram—, mas re-
sistentes, y que si poseen esta envoltura ce-
lular (Breijyeh et al., 2020). Los dos AEs de S.
montana presentaron la mayor actividad an-
tibacteriana frente a Bacillus sp. (14 mm y
9,5 mm). Ademas ambos AEs presentaron
una actividad antimicrobiana superior en la
mayoria de bacterias evaluadas, seguidos de
los AEs de O. vulgare subsp. virens'y T. vul-
garis. Estos resultados coinciden con los ob-
servados por otros autores que otorgan a los
AEs de S. montana una gran capacidad de in-
hibicién con halos de 38,50 + 2,5 mm (Dje-
nane et al., 2011).

Aunque los AEs de L. angustifolia y M. rotun-
difolia no fueron efectivos frente a P. fluo-
rescens, S. enterica, S. aureusy Y. enterocoli-
tica, estos extractos también se seleccionaron
por su capacidad de inhibir otros de los mi-
croorganismos ensayados. Por otro lado, los
dos quimiotipos de R. officinalis y S. offici-
nalis mostraron muy baja o nula actividad
frente a todas las bacterias estudiadas, por lo
que no fueron seleccionados para los si-
guientes ensayos.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas.

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested.

Compuesto Tv L.a. sm. S.m. O.v.v. M.r.
tricicleno 0,04 0,01 0,02

o-tuyeno 0,68 1,11 1,34 0,98

o-pineno 1,63 0,15 0,76 0,98 0,45

canfeno 0,94 0,20 0,31 0,40 0,16

sabineno 1,26 0,06 0,22 1,16 1,05
B-pineno 1,89 0,12 1,29 0,44 0,36 1,65
3-octanona 0,03 0,49 0,08

mirceno 6,38 0,31 1,70 1,20 2,09 1,21
3-octanol 0,05 0,05 0,07 0,02

octanal 0,01

a-felandreno 0,06 0,02 0,29 0,23 0,23

A-3-careno 0,02 0,08 0,05
o-terpineno 0,65 1,93 1,94 2,72

p-cimeno 9,83 0,06 17,57 25,48 10,58

limoneno 1,67 1,30 0,76 1,22 0,63 6,63
eucaliptol 15,17 2,07 0,42 0,77 0,25 0,59
cis-B-ocimeno 0,02 1,98 0,30 2,00 0,63
trans-f-ocimeno 0,04 1,08 0,17 2,34
y-terpineno 2,36 0,02 14,14 7,13 21,43 0,25
sabineno hidrato 1,91 0,05 0,93 1,05 0,46
terpinoleno 0,28 0,21 0,11 0,18

linalol 14,74 21,51 0,72 0,88 8,42

alcanfor 0,96 4,26 0,04 0,04

borneol 0,81 3,36 0,85 1,39 0,32
terpinen-4-ol 1,26 0,06 0,41 0,63 0,38 0,25
o-terpineol 2,49 0,67 0,04 1,94
dehidrocarvona 0,12

metil ester de timol 0,50 0,02 1,55

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas (continuacién).

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested (continuation).

Compuesto Tv L.a. s.m. S.m. O.v.v. M.r.
butirato de hexilo 0,65

nerol 0,03

neral 0,06

cuminal 0,29 0,03

carvona 0,14

metil ester de carvacrol 0,37 0,10 5,50

acetato de linalilo 5,85 50,11 0,86 1,25
geranial 0,10

acetato de bornilo 0,31 0,11 0,02

acetato de lavandulilo 2,73

timol 9,02 3,36 7,25 11,51

carvacrol 1,96 0,02 41,29 37,14 6,78

acetato de o-terpinilo 7,29

acetato de timilo 0,05 0,03

acetato de carvacrol 0,22

acetato de nerilo 0,06 0,14 0,28
o-cubebeno 0,03

o-copaeno 0,08 0,02 0,03 0,07
B-burboneno 0,28 0,21 0,31
acetato de geranilo 1,51 0,29

o-gurjuneno 0,02 0,02

B- elemeno 0,46
B-cariofileno 3,84 1,98 3,37 3,90 5,16
aromadendrene 0,14 0,11

cumarina 0,03

o-humuleno 0,14 0,07 0,19 0,61 0,83
trans-B-farneseno 1,16 0,02 0,07

allo aromandrene 0,06 0,05 0,06

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas (continuacién).

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested (continuation).

Compuesto Tv L.a. sm. S.m. O.v.v. M.r.
germacreno-D 1,00 1,53 1,77 0,33 3,66 7,39
biciclogermacreno 0,74 0,06 1,90
o-muuroleno 0,05 0,08 0,04
B-bisaboleno 0,06 2,63 3,36 2,76

y-cadineno 0,19 0,16 0,24 0,39 0,15

A-cadineno 0,28 0,07 0,58 0,42 0,48
espatulenol 0,13 0,23 0,60

6xido de cariofileno 0,85 0,30 0,81 1,18 0,46
B-eudesmol 0,07

o-eudesmol 0,12

o-bisabolol 2,15 0,07

t-muurolol 0,10 0,08
chamazuleno 11,54

farnesol 1,85
calameneno 0,53
viridiflorol 0,51
acetato de 1-octen-3-ilo 1,24
endo-borneol 2,31
p-cimen-8-ol 0,51
cuminaldehido 1,12
piperitona 20,77
6xido de piperitona 36,97
cis-jasmona 0,35
cinerolona 2,72
trans-cariofileno 6,07
B-cubeneno 0,41
epi-biciclosesquifelandreno 0,69

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.



Tabla 2. Radio de halos de inhibicion (mm) producidos por distintos aceites esenciales por el método de difusion en agar frente a bac-

terias asociadas a la pérdida de calidad de la trufa negra (Tuber melanosporum), y otras bacterias causantes de toxiinfecciones ali-

mentarias.

Table 2. Radius of inhibition halos (mm) produced by different essential oils by the agar diffusion method against bacteria associa-

ted with the loss of quality of black truffle (Tuber melanosporum), and other food-borne toxi-infective bacteria.
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C+

M. rotundifolia

O. vulgare subsp. virens

L. angustifolia  S. montana

T. vulgaris

2,5

S. aureus

2,5

3,5

5,5

3,5

B. cereus

L. monocytogenes

9,5

14

Bacillus sp.

7.5
4,5

2,5

Microbacterium sp.

4,5

S. enterica

3,5

5,5

2,5

2,5

Y. enterocolitica

P fluorescens

12

3,5

5,5

E. coli O157:H7
P. aeruginosa

2,5

1,5

C+: control positivo, 20 pg/disco de vancomicina para bacterias Gram+ y 10 ug/disco de gentamicina para bacterias Gram-. C-: con-

trol negativo.

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y minima bactericida (MIBC)

Aungue para algunas bacterias estudiadas
no se llegé a alcanzar la MIC con la mayor
concentracion de AE aplicada, la mayor efi-
cacia bactericida de los AEs de S. montana fue
frente a S. aureus (0,0625 %) y E. coli O157:H7
(0,125 % y 0,0625 %), seguido de L. monocy-
togenes (0,25 %) confirmando su potencial
capacidad antimicrobiana (Tabla 3). Por otro
lado, la bacteria méas resistente a los AEs re-
sulté ser S. enterica, con un MIC superior al
1 % frente a todos los AEs estudiados. S. en-
terica es un patégeno ampliamente conocido
en la industria alimentaria y se han observado
multiples resistencias a antibioticos por parte
de esta bacteria Gram- (Alenazy, 2022).

Los resultados de Concentracion Minima Bac-
tericida (MBC) se presentan en la Tabla 4 en
forma de porcentajes de AE empleado. Como
cabia esperar, ambos AEs de S. montana pre-
sentaron gran poder bactericida frente a S.
aureus (0,125 %), L. monocytogenes (0,25 %)
y E. coli 0157:H7 (0,125 %). Por el contrario,
P. fluorescens, P. aeruginosa y S. enterica mos-
traron una gran resistencia frente a estos AEs.

Por otro lado, cabe destacar la escasa eficacia
de otros AEs como O. vulgare subsp. virens, L.
angustifolia y T. vulgaris con valores de MBC
de 1 % y superiores, que concuerdan con los
resultados obtenidos por otros autores, que
emplearon concentraciones del 5 % y 1 % de
AE de T. vulgaris frente a cepas S. aureusy E.
coli (Motlagh et al., 2014). Para establecer
unos resultados satisfactorios de MICy MBC,
las concentraciones utilizadas para estos AEs
deberian aumentarse, sin embargo, esto su-
pone un problema para técnicas basadas en
espectrofotometria en las que la propia tur-
bidez del aceite dificulta las medidas de pro-
liferacion bacteriana.
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Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de aceites esenciales (%) de distintas especies de
plantas aromatico medicinales ensayados en bacterias alterantes de la calidad de la trufa negra (Tuber
melanosporum) y causantes de toxiinfecciones alimentarias.

Table 3. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of essential oils (%) of different species of aromatic
medicinal plants tested on bacteria associated with the loss of quality of black truffle (Tuber melanos-
porum), and other food-borne toxi-infective bacteria.

0. vulgare
T. vulgaris L. angustifolia S. montana subsp. virens M. rotundifolia
S. aureus 0,50 >1 0,0625 0,0625 >1 1-0,5
B. cereus >1 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
L. monocytogenes 0,50 >1 0,125 0,125 >1 1-0,5
Bacillus sp. >1 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
Microbacterium sp. 0,50 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
S. enterica >1 >1 >1 >1 >1 >1
Y. enterocolitica 0,50 >1 0,50 0,25 >1 >1
P. fluorescens >1 >1 0,50-0,25 >1 >1 >1
E. coli O157:H7 >1 >1 0,0625 0,125 >1 1-0,5
P. aeruginosa 1-0,5 >1 >1 0,50-0,25 >1 >1

Tabla 4. Concentraciones minimas bactericidas (MCB) de aceites esenciales (%) de distintas especies de
plantas aromatico medicinales ensayados en bacterias alterantes de la calidad de la trufa negra (Tuber
melanosporum) y causantes de toxiinfecciones alimentarias.

Table 4. Minimum bactericidal concentrations (MCB) of essential oils (%) of different species of aromatic
medicinal plants tested on bacteria associated with the loss of quality of black truffle (Tuber melanos-
porum), and other food-borne toxi-infective bacteria.

O. vulgare
T. vulgaris L. angustifolia S. montana subsp. virens M. rotundifolia
S. aureus 1 >1 0,125 0,125 >1 1
B. cereus >1 >1 0,50 0,50 >1 1
L. monocytogenes 1 >1 0,25 0,25 >1 1
Bacillus sp. >1 >1 0,50 0,50 >1 1
Microbacterium sp. 1 >1 0,50 0,50 >1 1
S. enterica >1 >1 >1 >1 >1 >1
Y. enterocolitica 1 >1 1 0,50 >1 >1
P. fluorescens >1 >1 0,50 >1 >1 >1
E. coli O157:H7 >1 >1 0,125 0,25 >1 1

P. aeruginosa 1 >1 >1 0,50 >1 >1
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Conclusiones

La trufa negra (Tuber melanosporum) pre-
senta una carga microbiolégica heterogénea,
compuesta por diferentes géneros microbia-
nos entre los que destaca el género Pseudo-
monas, estrechamente relacionado con la
pérdida de calidad de este producto fresco.

A pesar de haberse identificado compuestos
con demostrado poder antimicrobiano en
los aceites esenciales procedentes de diferen-
tes especies de plantas aromaticas, Sa/lmo-
nella enterica subsp. enterica presento la ma-
yor resistencia frente a los diferentes aceites
esenciales ensayados.

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris y
Satureja montana con alto contenido en eu-
caliptol, y carvacrol, respectivamente, han
mostrado un efecto prometedor para inhibir
la proliferacién de los microorganismos es-
tudiados, demostrando su potencial aplica-
Cién para la conservacion de alimentos, y mas
concretamente para la conservacion de trufa
en fresco, pudiendo ser una alternativa a los
tratamientos convencionales.
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