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EMPLEO DE ANTIMICROBIANOS NATURALES PARA EL
CONTROL DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE HISTAMINA
EN ALIMENTOS

Paula Camarena Bononad, Ana Fuentes Lopez', José Manuel Barat Baviera®,
Maria Ruiz Rico'

RESUMEN

La acumulacion de histamina en el organismo puede desencadenar
diversos cuadros clinicos, siendo la dieta la principal fuente de histamina para
el hombre. La presencia de esta amina biégena en los alimentos se asocia al
desarrollo de determinadas especies bacterianas. Debido a que, una vez
generada la histamina en el alimento, esta resiste cualquier tratamiento
posterior, la mejor estrategia para mitigar los problemas asociados a su
presencia es evitar su formacion. En este sentido, en el presente trabajo se
ha evaluado la efectividad de diferentes compuestos de origen natural para
inhibir el crecimiento de bacterias seleccionadas por su capacidad de producir
histamina en alimentos: Raoultella planticola, Lentilactobacillus parabuchneri,
Limosilactobacillus reuteri, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus y
Oenococcus oeni. Entre los compuestos evaluados, eugenol, carvacrol, timol
y cinamaldehido han demostrado ser los mas efectivos para inhibir el
crecimiento de microorganismos capaces de producir histamina en alimentos
y, por tanto, de evitar la generacion de histamina incluso a concentraciones
inferiores a la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de algunos de los
microorganismos estudiados. El empleo de compuestos procedentes de
aceites esenciales durante el procesado y conservacion de los alimentos seria
una estrategia interesante para prevenir la acumulacién de histamina en el
organismo Yy, por tanto, mitigar sus efectos adversos, especialmente en
aquellos individuos con una actividad baja de la enzima Diamino Oxidasa
(DAO). Este tipo de pacientes se ven obligados, en la mayoria de los casos,
a mantener una dieta restrictiva prescindiendo de alimentos esenciales como
pescados azules, derivados lacteos y otros alimentos fermentados, de forma
que el empleo de compuestos naturales con actividad antimicrobiana podria
contribuir a su mejora nutricional y de salud.

PALABRAS CLAVE: Histamina, antimicrobianos naturales, actividad
antimicrobiana, bactericida.

RESUM

L'acumulaciéo d'histamina a l'organisme pot desencadenar diversos
quadres clinics, sent la dieta la principal font d'histamina per a I'nome. La
preséncia d'aquesta amina bidgena als aliments s'associa al
desenvolupament de determinades especies bacterianes. A causa que, una
vegada generada la histamina a l'aliment, aquesta resisteix qualsevol
tractament posterior, la millor estratégia per a mitigar els problemes associats
a la seua preseéncia és evitar la seua formacio. En aquest sentit, en el present
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treball s'ha avaluat I'efectivitat de diferents compostos d'origen natural per a
inhibir el creixement de bacteris seleccionats per la seua capacitat de generar
histamina en aliments: Raoultella planticola, Lentilactobacillus parabuchneri,
Limosilactobacillus reuteri, Streptococcus salivarius subesp. thermophilus i
Oenococcus oeni. Entre els compostos avaluats, eugenol, carvacrol, timol i
cinamaldehid han demostrat ser els més efectius per a inhibir el creixement
de microorganismes capagos de generar histamina en aliments, i per tant,
evitar la generacio d'histamina inclus a concentracions inferiors a la
Concentracio Minima Inhibitoria (CMI) d'alguns dels microorganismes
estudiats. La utilitzacié de compostos procedents d'olis essencials durant el
procés i conservacio d'aliments seria una estratégia interessant per a
previndre I'acumulacio d'histamina a 'organisme i, per tant, mitigar els seus
efectes adversos, especialment en aquells individus amb una activitat baixa
de l'enzima Diamino Oxidasa (DAO). Aquest tipus de pacients es veuen
obligats, en la majoria dels casos a mantindre una dieta restrictiva prescindint
d'aliments essencials com peixos blaus, derivats lactis i altres aliments
fermentats, de manera que la utilitzacio de compostos naturals amb activitat
antimicrobiana podria contribuir a la seua millora nutricional i de salut.
PARAULES CLAU: Histamina, antimicrobians naturals, activitat
antimicrobiana, bactericida.

ABSTRACT

The accumulation of histamine in the organism can trigger various clinical
conditions, with diet being human's primary source of histamine. The presence
of this biogenic amine in food is associated with the development of certain
bacterial species. Since, once histamine is generated in food, it resists any
subsequent treatment, the best strategy to mitigate the problems associated
with its presence is to avoid its formation. In this sense, this study has
evaluated the effectiveness of different compounds of natural origin in
inhibiting the growth of bacteria selected for their ability to produce histamine
in food: Raoultella  planticola, Lentilactobacillus  parabuchneri,
Limosilactobacillus reuteri, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus and
Oenococcus oeni. Among the compounds evaluated, eugenol, carvacrol,
thymol and cinnamaldehyde have proved to be the most effective in inhibiting
the growth of microorganisms capable of producing histamine in food and,
therefore, in preventing the generation of histamine even at concentrations
below the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of some of the
microorganisms studied. Using compounds from essential oils during food
processing and preservation would be an interesting strategy to prevent
histamine accumulation in the organism and, consequently, mitigate its
adverse effects, especially in those individuals with low activity of the Diamino
Oxidase (DAQO) enzyme. In most cases, these patients are forced to maintain
a restrictive diet without essential foods such as oily fish, dairy products, and
other fermented foods, so the use of natural compounds with antimicrobial
activity could contribute to their nutritional and health improvement.
KEYWORDS: Histamine, natural antimicrobials, antimicrobial activity,
bactericide.



1.- INTRODUCCION

La histamina es una amina biégena compuesta por un anillo imidazdlico y
un grupo etilamino como cadena lateral (Camps, 2016). Resulta de la
descarboxilacion del aminoacido histidina por la enzima L-histidina
descarboxilasa (Carpintero et al., 2019). La histamina se puede encontrar de
forma natural en el organismo, donde ejerce funciones fisiologicas y
fisiopatoldgicas. Entre estas funciones destaca su participacion en diferentes
procesos como la regulacion de la circulacion local, la hipermeabilidad capilar,
la contraccion y relajacion de la musculatura lisa y de los vasos sanguineos,
la secrecién del acido clorhidrico en el estbmago, las respuestas de
hipersensibilidad inmediata, los procesos alérgicos y los inflamatorios como
parte de una respuesta inmune a patdgenos externos, la cicatrizacion de los
tejidos y ademas se ha identificado su actuacién como neurotransmisor del
sistema nervioso central (International Society of DAO deficiency, 2022). La
histamina también puede tener un origen exdégeno y llegar al organismo a
través de la dieta. En los alimentos, la histamina es producida por una gran
diversidad de especies bacterianas con actividad de la enzima histidina
descarboxilasa, siendo los alimentos donde se pueden encontrar mayores
concentraciones de histamina los productos derivados de la pesca y productos
fermentados, como los derivados lacteos, el vino, la cerveza y los embutidos.

Respecto a los productos de la pesca, la histamina se relaciona
fundamentalmente con el pescado azul de la familia Scombridae
(escémbridos), como el atun, la caballa, y el bonito, debido a que este tipo de
pescado es rico en histidina, el aminoacido precursor. También pueden
encontrarse concentraciones elevadas de histamina en otros pescados como
los pertenecientes a la familia Clupeidae, como son la sardina, la anchoa y el
arenque. El modo de conservacion y elaboracion del pescado también influye
en la concentracion final de histamina en el alimento. En este sentido, segun
un estudio realizado por Yesudhason et al. (2013), donde se analizaron
diferentes productos de la pesca procedentes de pescados escombroides y
no escombroides, se determind que los productos que se conservaban en
seco presentaban mayores concentraciones de histamina, mientras que el
pescado congelado presentaba las concentraciones de histamina mas bajas.
Cabe destacar que el contenido maximo de histamina unicamente esta
contemplado en la legislacion para los productos pesqueros. En el
Reglamento (CE) n° 2073/2005 de la Comision, de 15 de noviembre de 2005,
relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios,
se establecen los limites maximos tolerables para productos de la pesca
comercializados dentro de la Unidn Europea (UE).

Otro grupo de alimentos donde se han encontrado niveles elevados de
histamina y de otras aminas bidgenas son los derivados lacteos. Entre estos
productos, son los quesos los que presentan mayores contenidos de
histamina, siendo el tratamiento de la leche empleada como materia prima y
el tiempo de maduracién del queso los factores que determinan la mayor o
menor concentracion de esta amina bidogena en el producto final. En este
aspecto, la presencia de histamina es mayor en quesos de leche cruda que
en los quesos obtenidos a partir de leche tratada térmicamente, y mayor



también en quesos de larga maduracion en comparacion con los quesos
frescos o de maduraciones mas cortas (Botello-Morte et al., 2022). Otros
factores como la especie animal de la cual procede la leche para la fabricacion
de los quesos no influyen en la concentracion de histamina en el producto
final.

En el caso de los vinos, la generacion de histamina se produce durante la
fermentacidn malolactica por la accion de las bacterias lacticas encargadas
de transformar el acido malico en acido lactico. No todas las bacterias lacticas
tienen la misma capacidad de producir histamina, encontrandose importantes
variaciones en funcion de la especie y sobre todo la cepa, siendo la principal
especie responsable de producir histamina en vino Oenococcus oeni
(Berbegal et al., 2012).

El consumo de alimentos que contienen niveles elevados de histamina
puede producir una toxiinfeccion alimentaria, conocida como la intoxicacion
por histamina. Los sintomas asociados a esta intoxicacion aparecen a los
pocos minutos de la ingesta, pudiendo provocar efectos neurologicos vy
cutaneos, accion sobre el sistema cardiovascular, las glandulas endocrinas y
el musculo liso (Bartuano et al., 2018). Para paliar estos sintomas, los cuales
suelen ser leves y desaparecen en poco tiempo, se emplean antihistaminicos
y broncodilatadores.

Sin embargo, en algunos individuos se genera un cuadro mas grave,
debido a su incapacidad de metabolizar la histamina dentro del organismo.
Esta incapacidad se asocia al déficit de la enzima Diamino Oxidasa (DAO), la
cual es la encargada de la desaminacion oxidativa de la histamina. La
intolerancia a la histamina es un sindrome producido por la acumulacion
excesiva de histamina, que da lugar a numerosos sintomas gastrointestinales
y extra-gastrointestinales (Nievas, 2020). En pacientes con déficit de DAO,
aparecen sintomas inespecificos que se podrian reducir con la
suplementacion de DAO y con una dieta libre de histamina.

La histamina resiste a la congelacion y también es termorresistente, por lo
que los procesos térmicos, como la coccidén, la pasteurizacion o la
esterilizacion, son incapaces de eliminarla del alimento una vez esta se ha
generado (Agencia Catalana de Seguridad Alimentaria, 2021). Es por ello por
lo que la mejor estrategia de control de la histamina en la cadena alimentaria
es evitar su formacion. Entre estas medidas se consideran: mantener los
productos pesqueros a temperaturas cercanas a 0 °C durante toda la cadena
alimentaria, manipular los alimentos de forma higiénica y, en el caso de los
productos fermentados, es esencial realizar una seleccion y control de las
cepas bacterianas que pueden estar relacionadas con la formacion de
histamina.

Es por ello que el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
antimicrobiana de diferentes compuestos de origen natural frente a
microorganismos con capacidad para generar histamina en alimentos, para
ello se seleccionaron bacterias relacionadas con la presencia de histamina en
pescado, queso Yy vino. Los componentes evaluados fueron compuestos
organicos presentes en plantas, como el eugenol, carvacrol, timol, vainillina,
cinamaldehido, acido galico, acido ferulico, geraniol, y quitosano, sustancia



procedente de la desacetilacion parcial de la quitina procedentes de
crustaceos e insectos.

Este trabajo presenta una vinculacion directa con los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS), en concreto contribuye a los siguientes ODS:
ODS3 (Salud y bienestar) garantizando que los alimentos que llegan a la
cadena alimentaria se encuentran libres de histamina y ofreciendo a los
consumidores alimentos seguros, y ODS9 (Industria, innovaciéon e
infraestructura) mediante el desarrollo de nuevas estrategias que permitan a
la industria alimentaria reducir la presencia de histamina en los alimentos.

2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Materiales

Los microorganismos utilizados fueron Raoultella planticola (CECT 843)
relacionada con la generacion de histamina en pescados azules;
Lentilactobacillus parabuchneri (CECT 5740), Limosilactobacillus reuteri
(CECT 925) y Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (CECT 986),
siendo estas bacterias relacionadas con la presencia de histamina en quesos;
y Oenococcus oeni (CECT 217) presente en vinos. Estos microorganismos
fueron suministrados por la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,
Valencia, Espafa). Estas cepas se suministraron liofilizadas y se recuperaron
segun las instrucciones de la CECT. Para su crecimiento, se utilizaron como
medios de cultivo BHI (para S. salivarius y R. planticola), MRS (para L.
parabuchneriy L. reuteri) y MRS suplementado con 5 g/L de fructosa, 6 g/L
de acido malico y 0.5 g/L de L-cisteina (para O. oeni), en caldo y en medio
sélido. Se estudid la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano de los
siguientes compuestos: eugenol, carvacrol, timol, vainillina, cinamaldehido,
acido ferulico, acido galico, quitosano, geraniol, isocianato de alilo y la
lisozima, todos ellos suministrados por Sigma Aldrich Ltd. (St. Louis, USA).

En los ensayos realizados para comprobar la capacidad de las diferentes
cepas de generar histamina se empled como sustrato histidina suministrada
por Merck Life Science (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Todos los
reactivos empleados en la determinacion cromatografica de la histamina por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) fueron suministrados por
Merck Life Science, excepto el acetonitrilo, empleado como fase movil, que
fue suministrado por Scharlab S.L. (Sentmenat, Barcelona, Espaia).

2.2.- Ensayo in vitro para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
compuestos bioactivos frente a bacterias productoras de
histamina

En primer lugar, se llevé a cabo un cribado inicial empleando el método del
antibiograma disco-placa con el objetivo de determinar la sensibilidad de los
diferentes microorganismos a cada uno de los compuestos estudiados. Los
compuestos con mayor actividad antimicrobiana, en cada caso, se emplearon
para determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion



Minima Bactericida (CMB), mediante el método de microdilucion. Los
procedimientos empleados en cada caso fueron los descritos por Canton et
al. (2000). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.2.1.- METODO DEL ANTIBIOGRAMA DISCO-PLACA

Se llevdé a cabo la evaluaciéon de la susceptibilidad de los diferentes
microorganismos frente a los compuestos antimicrobianos mediante el ensayo
del antibiograma disco-placa. Este ensayo consiste en depositar, en la
superficie de agar de una placa de Petri previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel secante impregnados con las sustancias
cuya actividad se quiere determinar (Cantén et al., 2000). Para ello, se
prepararon los inéculos de los diferentes microrganismos ajustando la
absorbancia a 595 nm hasta un valor de 0.2. Cada in6culo se sembrdé en placa
con el medio de cultivo adecuado, empleando un hisopo, y se colocaron los
discos estériles impregnados con 20 pyL de cada uno de los compuestos en
estudio. Se utilizaron discos control con 20 yL de vancomicina como control
negativo (C-) y 10 yL de DMSO como control positivo (C+). Las placas se
incubaron a 37 °C en el caso de las cepas de S. salivarius, L. parabuchneriy
L. reuteri, y a 30 °C en el caso de R. planticola y O. oeni (O. oeni en
condiciones anaerobias) durante 24 h. Una vez transcurrido el periodo de
incubacion, se procedié a medir el halo de inhibicibn mediante un pie de rey.

Los resultados obtenidos en esta fase del trabajo se emplearon para
seleccionar los compuestos con mayor actividad frente a los diferentes
microorganismos en estudio y que serian empleados en los ensayos
posteriores.

2.2.2.- DETERMINACION DE LA QONCENTRACIC')N MINIMA INHIBITORIA
(CMI) Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Ia
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de los compuestos antimicrobianos
frente a cada microorganismo se realizé el ensayo de microdilucion. La
mayoria de los investigadores citan la CMI como una medida del rendimiento
antibacteriano de un compuesto. La definicion de CMI, en algunas ocasiones
difiere entre estudios, lo que dificulta la comparacion de los resultados de
diferentes trabajos. En algunos casos, se establece la CMB o la concentracion
bacteriostatica, términos que concuerdan estrechamente con la CMI (Burt,
2004). Una de las definiciones adoptadas es la dada por Carson et al. (1995a),
qgue definié la Concentracion Minima Inhibitoria o CMI como “la concentracion
mas baja que resulta del mantenimiento o reduccidén de la viabilidad del
in6culo del microorganismo diana después de un periodo de incubacidn
determinado”. Por otro lado, la Concentracion Minima Bactericida o CMB se
puede definir como “la menor concentracion de antimicrobiano capaz de
producir in vitro, en condiciones estandares, la muerte del 99.9% de un indculo
bacteriano” (Carson et al., 1995b).

Como se ha comentado, para establecer los valores de la CMIl y la CMB
de los diferentes compuestos se realizd el ensayo de microdilucion,



empleando placas de 96 pocillos. Para ello, se prepararon disoluciones stock
de cada antimicrobiano a una concentracién inicial de 100 ppm en DMSO v,
en el caso del quitosano, 100 ppm en acético al 1% (v/v). A partir de cada
disolucion stock se prepararon las diluciones de los antimicrobianos a
diferentes concentraciones en los caldos de cultivo (TABLA 1). Asimismo, se
prepararon los in6culos de cada microrganismo empleando los medios y
condiciones requeridas para cada uno de ellos y ajustando el valor de
absorbancia (595 nm) a 0.2, empleando un lector automatico de microplacas.

TABLA 1. Rango de concentraciones (ppm) de los antimicrobianos evaluados
en funcion del microorganismo utilizado en el ensayo.

R. planticola .S' . L. . L. . 0. oeni
salivarius reuteri  parabuchneri
Eugenol 03-40 0.25-1500.75-70 0.25-7.0 0.25-20
Carvacrol 0.13-30 01-09 025-20 0.28-20 0.1-0.8
Timol 0.08-3.0 0.01-09 0.1-20 0.1-2.0 0.1-0.8
Vainillina 20-100 05-8.0 1.0-8.0 1.0-80 1.0-10.0

Cinamaldehido 0.025-2.25 0.025-04 0.1-08 0.05-10 0.1-1.0
Acido ferulico 2.0-8.0 0.5-8.0 0.5-8.0 1.0-80 2.0-10.0
Acido galico 20-100 05-100 05-100 1.0-80 0.5-10.0
Quitosano 0.1-8.0 05-45 1.0-8.0 0.5-8.0 0.1-8.0
Geraniol 09-55 0.25-4.0 0.5-4.0 1.0-4.0 1.0-4.0

A continuacion, se disefid la placa de 96 pocillos disponiendo en cada
placa un control positivo, un control negativo y las diferentes concentraciones
de cada uno de los antimicrobianos. Se llenaron los pocillos con 190 pL de la
disolucién del antimicrobiano y 10 uL del indculo y se dejaron incubar durante
el tiempo, temperatura y condiciones optimas segun cada microorganismo
(condiciones descritas en el aparatado 2.2.1.). Tras la incubacion, se
determind la aparicion de turbidez en cada uno de los pocillos midiendo la
absorbancia del caldo contenido en cada uno a 595 nm y comparando los
valores de absorbancia obtenidos respecto a los pocillos empleados como
control negativo (caldo de cultivo con el antimicrobiano sin inocular). El valor
de la CMI se establecié como la concentracion mas baja donde no se observé
turbidez del caldo de cultivo. Tras esta comprobacion, se procedié a la siembra
de aquellos pocillos donde no se observo turbidez para asi confirmar la
inhibiciéon del microorganismo. El valor de la CMB se estableci6 como la
concentracion mas baja en la que no hubo crecimiento después del subcultivo
del caldo fresco.

2.3.- Estudio in vitro para determinar la capacidad de las sustancias
antimicrobianas en estudio para inhibir la formacién de histamina

Para determinar el efecto de los diferentes antimicrobianos sobre la
capacidad de las cepas analizadas para producir histamina, se llevé a cabo
un nuevo ensayo donde se expusieron los diferentes microorganismos a una
concentracion de antimicrobiano igual a la CMB, CMB/2 y CMB/4. Este ensayo



se llevo a cabo en placas de 24 pocillos. En estos pocillos se incorporé la
disolucién del antimicrobiano en caldo de cultivo, el inéculo de cada
microorganismo y, finalmente, la disolucion de histidina, para disponer de una
concentracion final en cada pocillo del 1%. A continuacion, las placas se
incubaron bajo las condiciones adecuadas para cada microrganismo. Tras la
incubacion, se determiné el valor de absorbancia a 595 nm del contenido de
cada pocillo y se realizo la siembra para determinar el crecimiento microbiano
producido en cada caso. Después, el caldo de cultivo se llevd a tubos
Eppendorf, se centrifugo, se filtré empleando filtros de nylon de 0.22 ym y se
congel6 hasta su analisis.

Las disoluciones filtradas se analizaron con el objetivo de determinar la
cantidad de histamina generada en cada caso. La determinacidn de histamina
de los diferentes caldos se llevé a cabo mediante Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC).

Para la determinacién cromatografica de la histamina se empled el
procedimiento descrito por Vinci et al. (2011). Para ello, se empled una
derivatizaciéon pre-columna utilizando cloruro de dansilo como reactivo
derivatizante (FIGURA 1).

Ajustar pH=11
4~ | empleando HCIO, 10M

500 pL disolucién
patron o muestra

!

+100 pL NaOH 2N

'

+ 150 uL NaHCO; saturado

v
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Agitar

¥

Incubar
60 min/45°C

¢

+50 uL NH,OH 25% (v/v)

¥

Enfriar 5 min

!
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Filtrar (0.45 pm)
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FIGURA 1. Protocolo de derivatizacion.



Tras la derivatizacion, las muestras fueron analizadas en un equipo HPLC
Hitachi Ltd. (Japon) con una columna Eclipse XDB-C18 4.6x150 5U (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). El volumen de inyeccién de las
muestras fue de 50 L y la temperatura de la columna se fijé en 25 °C durante
el analisis. Las fases moviles empleadas fueron agua ultrapura (A) y
acetonitrilo (B). El programa de elucion comenzé con 3 minutos en modo
isocratico A-B 50:50 (v/v) alcanzando, después de 20 minutos, una proporcion
A-B 10:90 (v/v). A continuacion, se mantuvo 3 minutos de elucion isocratica vy,
finalmente, se empelaron 4 minutos mas para restablecer las condiciones
iniciales (A-B 50:50, v/v). El flujo se mantuvo constante a 1.2 mL/min, durante
un tiempo total de analisis de 30 minutos. Durante el analisis se monitorizo la
sefal a una longitud de onda de 275 nm.

2.4.- Analisis estadistico

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante el
programa Statgraphics Centurion XVIII (Manugistics, Rockville, USA). Los
resultados obtenidos en las determinaciones microbiolégicas y de histamina
se analizaron mediante ANOVAS simples, empleando el procedimiento LSD
(Least Significant Diference) a un nivel de significacion a=0.05. En el caso del
meétodo del antibiograma disco-placa, se consideré como variable el diametro
del halo de inhibicion y como factor el compuesto bioactivo. En el estudio del
efecto de los diferentes compuestos sobre la generacion de histamina in vitro
se consideré como variable la concentracion de histamina generada y como
factor la concentracion del compuesto bioactivo.

3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.- Ensayo in vitro para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de
compuestos bioactivos frente a bacterias productoras de histamina

3.1.1.- ESTUDIO DE SENSIBILIDAD DE LAS BACTERIAS PRODUCTORAS
DE HISTAMINA A LOS DIFERENTES COMPUESTOS ANIMICROBIANOS

El estudio inicial de la actividad antimicrobiana de los diferentes
compuestos frente a los microorganismos seleccionados se llevdé a cabo
mediante el ensayo del antibiograma disco-placa, tal y como se ha descrito
anteriormente. En la TABLA 2 se muestran los valores promedio de los halos
de inhibicién de los compuestos utilizados.

En el caso de R. planticola, el compuesto con mayor efectividad fue el
cinamaldehido, con un valor del halo de inhibicidn significativamente superior
al resto (46 mm), seguido por timol y carvacrol con halos de inhibicion de 30 y
26 mm, respectivamente. El cinamaldehido también fue el componente mas
efectivo frente a L. reuteri (halo de inhibicion = 32 mm) y frente a L.
parabuchneri (halo de inhibicion = 32 mm). Mientras que el timol y carvacrol
fueron los compuestos mas efectivos para inhibir el crecimiento de S.
salivarius (halos de inhibicion = 48 mm para ambos compuestos) y O. oeni



(halos de inhibicion = 50 y 49 mm, respectivamente). La vainillina tuvo una
efectividad media para S. salivarius, L. reuteri, O. oeni y, ligeramente inferior
para L. parabuchneri, sin embargo, no se observo halo de inhibicion al exponer
a R. planticola a este compuesto. Por otro lado, el eugenol, uno de los
fenilpropanoides con demostrada actividad antimicrobiana frente a bacterias
Gram + y Gram — (Fitzerald et al., 2004), unicamente tuvo un efecto inhibitorio
significativo frente a S. salivarius y O. oeni. En el caso de O. oeni, el eugenol
tuvo un efecto antimicrobiano similar al observado para el timol y carvacrol
(halo de inhibicion = 50 mm).

En general, la efectividad del resto de compuestos como son acidos
ferulico y galico, quitosano, lisozima, isocianato de alilo y geraniol fue nula o
muy baja, excepto para los casos del acido ferulico frente a O, oeni y del
geraniol frente a S. salivarius, donde la efectividad de estos compuestos fue
significativa.

La mayoria de los componentes evaluados en este trabajo son compuestos
presentes en los aceites esenciales cuyas propiedades antimicrobianas han
sido demostradas anteriormente para un amplio espectro de microorganismos
(Bakkali et al., 2008). La efectividad de estos aceites esenciales se debe a las
interacciones entre los diferentes compuestos (mayoritarios y minoritarios)
que forman su composicion como fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes,
ésteres o éteres o hidrocarburos. En general, se ha establecido que aquellos
aceites esenciales que presentan aldehidos o fenoles en su composicion,
como el cinamaldehido, carvacrol, eugenol o timol, poseen una mayor
actividad antibacteriana, seguidos de aquellos que contienen alcoholes y
terpenos, como el geraniol (Bassolé et al., 2012).

El cinamaldehido es el componente mayoritario de la canela, y es
responsable de la mayor parte de sus propiedades. Desde hace mucho tiempo
la canela ha sido utilizada para preservar los alimentos debido a su accion
antibacteriana (Balmont, 2014). El cinamaldehido pertenece a la familia de los
fenilpropanoides que son sintetizados en plantas a partir del aminoacido
fenilalanina. Dentro de este grupo también encontramos otros de los
compuestos estudiados, como son el eugenol y la vainillina. La actividad
antimicrobiana de este grupo se asocia principalmente a sus grupos hidroxilo
y al tipo y numero de anillos aromaticos (Cava, 2013). El eugenol es uno de
los componentes mayoritarios del clavo de olor, al que se le asocia un efecto
antiséptico y anestésico. La vainillina, compuesto presente en las semillas de
la vainilla, ademas de su uso como aromatizante posee propiedades
antioxidantes, antifungicas, antimutagénicas y antimicrobianas (Fitzgerald et
al., 2003). La estructura de la vainillina es similar a la del eugenol, siendo este
una de las principales materias primas para la obtencion de la vainillina
artificial.

El timol y carvacrol son isémeros fendlicos y componentes mayoritarios en
el aceite esencial de orégano. Ambos compuestos, al igual que el geraniol,
son terpenoides donde su actividad antimicrobiana esta ligada a sus grupos
funcionales y para los cuales se ha demostrado que el grupo hidroxilo de los
terpenoides fendlicos y la presencia de electrones deslocalizados son
importantes para su actividad antimicrobiana (Walsh et al., 2003).
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Ademas de los compuestos mencionados, otros metabolitos secundarios
de plantas han sido recientemente estudiados por su actividad antimicrobiana.
La efectividad de los acidos ferulico y galico ha sido analizada frente a
bacterias patdgenas como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Borges et al., 2013).

El quitosano es otro de los compuestos naturales de actividad
antimicrobiana demostrada. Puede ser obtenido a través del exoesqueleto de
crustaceos, por procesos quimicos y microbiologicos, y también puede ser
producido por determinados hongos. Estas variaciones en los métodos de
produccion conducen a diferencias en el grado de desacetilacion, distribucion
de los grupos acetilo, la longitud de la cadena y en la estructura del quitosano
y, por tanto, influyen en su solubilidad y actividad antimicrobiana (Devlieghere
et al., 2004). Verlee et al. (2017) observd que el quitosano es principalmente
activo en la superficie celular, y que, segun el tipo de microorganismo y el
peso molecular, podrian desencadenarse otras actividades antimicrobianas,
como la inhibicion de la sintesis de ADN/ARN o la interrupcion de la sintesis
de proteinas. Es interesante destacar que, a pesar de que existe una extensa
bibliografia sobre la actividad antimicrobiana de los compuestos empleados
en el presente estudio, no se han encontrado trabajos cientificos donde se
haya evaluado su efectividad frente a las bacterias productoras de histamina
empleadas en este trabajo. Sin embargo, segun un estudio realizado por
Barragan (2020), donde se analizaron dos cepas diferentes de L.
parabuchneri frente a la nisina, que es una bacteriocina producida por
Lactococcus lactis, se determin6 que esta bacteriocina era capaz de inhibir los
biofilms formados por L. parabuchneri en los quesos, ya que estos biofilms
actuan como reservorios favoreciendo la acumulacién de histamina en el
producto final. Asimismo, en dicho estudio se menciondé que se podria
considerar un posible efecto inhibitorio de la nisina sobre la ruta de biosintesis
de la histamina, con lo que ademas de reducir el numero de bacterias
formadoras de biofilm con capacidad de producir histamina, la nisina podria
afectar a la sintesis de esta amina bidgena (AB).

TABLA 2. Halos de inhibicion (media (SD)), incluyendo el diametro del disco
(6 mm) tras 24 h de incubacion.

R. planticola S. salivarius L. reuteri L. parabuchneri O. oeni

Eugenol 15 (1)° 41 (1)° 6 (0)° 9 (3)° 50 (2)°
Carvacrol 26 (3) ¢ 48 (3)° 17 (2)“ 9(1)° 49 (2)¢
Timol 30 (5) ¢ 48 (2)° 15(1)°¢ 18 (5)¢ 50 (2)°
Vainillina 0(0)® 22 (2)¢ 17 (1)° 8 (2)*° 21 (2)°
Cinamaldehido 46 (7) ¢ 42 (1)° 32 (1)° 41 (2)° 44 (4)f
Acido ferulico 0(0)® 4 (6)* 0(0)® 6 (1)° 23 (1)°
Acido galico 0(0)® 0(0)® 0(0)® 9(2)° 0(0)®
Quitosano 0()? 0(0)® 0()?* 0(0)® 8(0)°
Geraniol 8 (0)° 17 (2) ¢ 0(0)? 0(0)® 4(2)°
Isocianato de alilo 18 (9) © 6 (6)° 0(0)? 2(4)® 0(0)®
Lisozima 0()°® 0(0)? 0(0)® 0(0)® 13 (1)¢
p_valor *kk *kk *kk *kk *kk

Letras diferentes en una misma columna indican la existencia de diferencias significativas a
un nivel de significacion p<0,001.
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A partir de los resultados, en este estudio se seleccionaron como
compuestos de interés los terpenoides: carvacrol, timol y geraniol; los
fenilpropanoides: eugenol, vainillina y cinamaldehido; los acidos organicos:
acido ferulico y galico, y, finalmente, el quitosano.

3.1.2.- DETERMINACION DE LA QONCENTRACIC')N MINIMA INHIBITORIA
(CMI) Y LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB)

Debido a que el ensayo disco-placa no permite obtener una lectura directa
del valor de las concentraciones minimas inhibitoria y bactericida (CMI y CMB)
(Cantdn et al., 2000), se realizé el ensayo de microdilucion, tal y como ha sido
descrito anteriormente. Para ello se incubaron los diferentes microorganismos
en caldos de cultivo con concentraciones crecientes del antimicrobiano. Tras
24 h de incubacion se procedidé a inspeccionar visualmente la aparicion de
turbidez en el caldo como consecuencia del desarrollo microbiano, asimismo,
se midi6 la absorbancia de estos caldos como medida aproximada del
crecimiento de las bacterias inoculadas. A partir de los datos de absorbancia
se calcularon los valores de viabilidad relativa, como la relacion entre el valor
de absorbancia medido en cada caso y la absorbancia de los caldos control
positivo (caldos inoculados, pero sin el antimicrobiano). La representacion de
los valores de viabilidad relativa frente a las diferentes concentraciones
ensayadas se muestra en la FIGURA 2. Las curvas de viabilidad relativa
permiten comparar la efectividad de cada compuesto frente a los diferentes
microorganismos en estudio.
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En la TABLA 3 se muestran los valores de CMI de los diferentes
compuestos antimicrobianos en funcion de los microorganismos utilizados. En
el caso de R. planticola el compuesto de mayor efectividad fue el timol con un
valor de CMI de 0.3 mg/L, seguido por el cinamaldehido y el carvacrol con
valores de CMI de 0.4 y 0.5 mg/L respectivamente. Los compuestos menos
efectivos fueron los acidos ferulico y galico y el quitosano, este ultimo con un
valor de CMI superior a 8 mg/mL. El timol también fue el compuesto mas
efectivo para inhibir el crecimiento de S. salivarius y O. oeni con valores de
CMI para este compuesto de 0.1 mg/L y 0.2 mg/L, respectivamente. Para
ambos microrganismos el cinamaldehido presenté valores de CMI iguales al
timol. Asimismo, el cinamaldehido fue el compuesto con un valor de CMI
inferior en el caso de L. reuteri y L. parabuchneri (0.6 mg/L y 0.7 mg/L,
respectivamente).

Para todos los microorganismos evaluados, el acido galico fue el
compuesto con mayores valores de CMI, excepto en el caso de R. planticola
donde el compuesto menos efectivo fue el quitosano, tal y como se ha
comentado anteriormente. El otro acido organico evaluado, el acido ferulico,
presentd también una baja efectividad frente a todos los microorganismos.
Estos resultados coinciden con los observados en el ensayo de
susceptibilidad anteriormente comentado.

TABLA 3. Valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (mg/mL) de los
compuestos antimicrobianos frente a bacterias productoras de histamina.

R. S. L. L. 0. oeni
planticola salivarius  reuteri parabuchneri ]
Eugenol 1 0.75 3.5 3 1
Carvacrol 0.5 0.3 1.5 1.5 0.2
Timol 0.3 0.1 1 1 0.2
Vainillina 4 2 6 4 8
Cinamaldehido 04 0.1 0.6 0.7 0.2
Acido fertlico 6 2 4 4 4
Acido galico 8 4 >10 >10 >10
Quitosano >8 2.5 4 1 1.5
Geraniol 3.5 3 2 2 2

Tras la comprobacion de la turbidez, se procedio a la siembra de aquellos
pocillos que no presentaban turbidez, ya que si se realiza un subcultivo en un
medio sin antimicrobiano de los medios sembrados previamente puede
determinarse también la actividad bactericida (Canton et al., 2000). Como se
puede observar en la TABLA 4, para R. planticola el compuesto de mayor
efectividad fue el timol con un valor de CMB igual a 0.3 mg/mL. El
cinamaldehido fue el compuesto mas efectivo frente a S. salivarius, L. reuteri
y L. parabuchneri con valores de CMB iguales a 0.2, 0.7 y 0.9 mg/mL,
respectivamente. En el caso de O. oeni fueron el carvacrol y el timol con 0.4
mg/mL, ambos compuestos con un valor de CMB mas bajo.
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TABLA 4. Valores de Concentracion Minima Bactericida (CMB) (mg/mL) de
los compuestos antimicrobianos frente a bacterias productoras de histamina.

R. S. L. L. 0. oeni
planticola salivarius reuteri parabuchneri '
Eugenol 1 1 3.5 3 1.5
Carvacrol 0.5 0.7 1.5 2 04
Timol 0.3 0.5 1 1 04
Vainillina 10 2 6 4 9
Cinamaldehido 0.8 0.2 0.7 0.9 0.6
Acido ferulico 6 4 8 6 4
Acido galico 10 4 - - -
Quitosano - 3 4 1 1.5
Geraniol 3.5 3 4 4 2

3.2.- Estudio in vitro para determinar la capacidad de las sustancias
antimicrobianas en estudio para inhibir la formacién de histamina

En la FIGURA 3 se muestran los valores de concentracion de histamina
generada por los microorganismos en estudio tras 24 h de incubacion del
caldo de cultivo suplementado con histamina. Las bacterias fueron expuestas
a concentraciones de los antimicrobianos iguales a la CMB, CMB/2 y CMB/4
para determinar el efecto de estos compuestos sobre los microorganismos.
Asimismo, se emplearon caldos control positivo para determinar la capacidad
de cada uno de estos microorganismos para generar histamina.

Tras el periodo de incubacion, L. parabuchneri y L. reuteri fueron los
microorganismos con una mayor capacidad para generar histamina (53 + 9
mM y 48 + 11 mM, respectivamente), no encontrandose diferencias
significativas entre ambos microorganismos. Estos resultados coinciden con
los dados en otros estudios donde se ha identificado L. parabuchneri como el
principal productor de histamina en el queso, y que ha sido asociado a
problemas de seguridad alimentaria por su capacidad para producir histamina
en diferentes condiciones, como temperaturas de refrigeracion o incluso en
material de acero inoxidable (Diaz et al., 2016, Diaz et al., 2018, Mgller et al.,
2019, Mgller et al., 2021). El otro microorganismo relacionado con la
produccion de histamina en los derivados lacteos, S. salivarius, demostro
menor actividad histidina descarboxilasa, siendo la concentracion de
histamina final igual a 29 + 10 mM. El microorganismo con menor capacidad
para generar histamina in vitro fue R. planticola, una de las principales
bacterias mesdfilas responsables de la formacion de histamina en pescado
(Palomares, 2009). La concentracion final de histamina tras la incubacion fue
11 £ 2 mM en este caso.

Tras el periodo de 24 h de incubacion, no se detectd histamina en el caldo
de cultivo inoculado con O. oeni, microorganismo relacionado con la formacion
de histamina en vino, lo que podria indicar que este tipo de microorganismo
precisaria de incubaciones mas largas para producir esta amina bidégena.

En el caso de R. planticola unicamente el eugenol a una concentracion
igual a la CMI, y el cinamaldehido y geraniol a concentraciones iguales a la
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CMI y CMI/2 consiguieron inhibir completamente la generacion de histamina,
mientras que el carvacrol y timol a ninguna de las concentraciones ensayadas
consiguieron reducir la presencia de histamina, siendo estos valores similares
a la muestra control positivo. Para este microorganismo, ninguno de los
compuestos analizados fue efectivo a concentraciones inferiores a la CMI/2.
El geraniol fue especialmente efectivo en el caso de S. salivarius donde todas
las concentraciones ensayadas (0,75, 1.5 y 3 ppm) consiguieron inhibir la
generacion de histamina. El carvacrol fue efectivo para impedir la formacion
de histamina cuando se empled a una concentracion igual a la CMl y la CMI/2
frente a S. salivarius, L. reuteriy L. parabuchneri, mientras que cuando este
compuesto se empled a una concentracion igual a la CMI/4 unicamente redujo
la concentracion de histamina en un 41% y 60% en el caso de S. salivarius 'y
L. parabuchneri, mientras que esa concentracion no tuvo ningun efecto en el
caso de L. reuteri.
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FIGURA 3. Concentracion de histamina (mg/L) generada por R. planticola, S.
salivarius, L. reuteriy L. parabuchneri para cada una de las concentraciones
del antimicrobiano evaluadas (CMB, CMB/2 y CMB/4).

El empleo de sustancias antimicrobianas de origen natural para inhibir el
crecimiento de bacterias productoras de histamina ha sido analizado en otros
estudios. Compuestos fendlicos, como kaempferol, acido carnésico o luteina,
presentes en hierbas aromaticas como el romero han demostrado ser
efectivos para inhibir el desarrollo de cepas bacterianas relacionadas con la
formacion de aminas bidgenas en alimentos (Ozkiitiik, 2022). Asimismo, los
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extractos de romero y salvia y los aceites esenciales de comino, clavo y menta
han demostrado ser efectivos para reducir el contenido de histamina en
productos (Ozogul et al.,2011; Cai et al. 2015). Otras estrategias alternativas
para reducir la presencia de histamina en alimentos es el empleo de cultivos
microbianos, como S. thermophilus, que son empleados por su capacidad
para degradar la histamina en alimentos (Guarcello et al., 2016).

4.- CONCLUSIONES

La presencia de histamina en el organismo puede tener un origen tanto
natural, ya que forma parte del funcionamiento del sistema nervioso y
digestivo, como exdgeno, llegando al organismo a través de la dieta. La
presencia de esta amina biégena en los alimentos se asocia al desarrollo de
determinadas especies bacterianas. Entre los compuestos evaluados,
eugenol, carvacrol, timol y cinamaldehido han demostrado ser los mas
efectivos para evitar el crecimiento de microrganismos productores histamina,
y, en consecuencia, evitar la generacion de esta. El empleo de este tipo de
compuestos durante el procesado y conservacion de los alimentos seria una
estrategia interesante para prevenir la acumulacion de histamina en el
organismo y, por tanto, disminuir sus efectos adversos, en particular seria
interesante para aquellos individuos con una deficiencia de la enzima DAO,
debido a que este tipo de pacientes normalmente deben mantener una dieta
restrictiva evitando alimentos esenciales como pescados azules, derivados
lacteos y otros alimentos fermentados. De esta forma, el empleo de
compuestos naturales con actividad antimicrobiana podria contribuir a su
mejora nutricional y de salud.
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