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Resumen

Se realizd un estudio toxicoldgico para determinar la posible irritabilidad dérmica y
oftalmica de Microorganismos Eficientes (ME) (VersaKlin®). El ensayo se llevd a cabo en
conejos F1 procedentes del CENPALAB, con un peso entre 2 y 2.2 kg de sexo hembras,
aplicando las técnicas descritas segun los PNO para dichas pruebas, se aplicd el producto
sobre piel, ojos y conjuntivas de los mismos. El estudio tuvo una duracién de 7 dias
durante el cual fueron observados los animales diariamente. El producto en prueba
resulto No Irritante dérmico y oftalmico, por lo que se concluy6é desde el punto vista

toxicoldgico como potencialmente no irritante al pasar satisfactoriamente la prueba.

Palabras Claves: Microorganismos Eficientes, Toxicidad ensayo / métodos, irritabilidad,

dérmica, oftalmicas, conejos.
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Abstract

Toxicological study of dermal and eye irritability Efficient Microorganisms
(VersaKlin®)

A toxicological study was performed to determine the potential dermal and eye irritability
Efficient Microorganisms (EM) (VersaKlin®). The trial was conducted in rabbits of F1 line
from the CENPALAB, weighing between 2 and 2.2 kg female sex, applying the techniques
described by the SPO for such tests, the product on skin, eyes and conjunctiva of the
same was applied. The study lasted for seven days during which the animals were
observed daily. The test product resulted not dermal and eye irritant, so it was concluded

from the toxicological point as potentially not irritating to successfully pass the test.

Keys words: Efficient Microorganisms, Toxicity test/methods, cutaneous, ophthalmic,

Irritants, Rabbits.

RETEL Sertox © Copyright 2003



http://www.sertox.com.ar/modules.php?name=Content&pa=list_pages_categories&cid=10

[retel]

revista de toxicologia en linea

Introduccion

Los Microorganismos Eficientes (ME) son una combinacién de microorganismos
beneficiosos de origen natural. Contiene principalmente microorganismos de cuatro
géneros principales: bacterias fototréficas, levaduras, bacterias productoras de &acido
lactico y hongos, asi como metabolitos derivados de la fermentacién. Estos han sido
ampliamente usados en diferentes propésitos, en la agricultura, donde han demostrado
mejorar la calidad de los suelos, la optimizacién de los cultivos y cosechas, en la
utilizacion eficiente y el reciclado de la energia de la plantas, asi como en la preservacion
del medio Ambiente y de los Recursos Naturales. También es conocido el uso de los ME
como probidtico y para el tratamiento de desechos con el objeto de mejorar la
produccion, controlar olores y procesar los residuos en granjas porcinas y de ganado
vacuno. La tecnologia ME fue originalmente desarrollada en Okinawa, Japdén en el afo
1980 por el Doctor Teruo Higa, y desde entonces estd siendo utilizada en mas de 80
paises diferentes (1). Se reportan también otros usos, como antioxidantes en
preparaciones similares donde ademas de otros productos naturales como el de arroz sin
pulir fermentado, algas marinas y ME, demostré en estudios realizados en ratas efectos
neuroprotectores potenciales (2). La utilizaciéon de los ME encierra grandes posibilidades
para los productores de cerdos y ganado vacuno. Es sumamente econdmica, facil de
aplicar, y produce buenos resultados en el control de olores, como probidtico y en las
areas de manejo de desechos, sanitacion y produccion de abonos organicos a partir de
desechos animales (1). Por lo que al tener el Instituto Finlay la capacidad de producir este
producto natural para la venta nacional a diferentes sectores de la economia del pais,
como la agronomia, veterinaria, salud publica, entre otros, se evalud a través del estudio
toxicolégico de irritabilidad dérmica y oftdlmica al producto ME (VersaKlin®), para

demostrar posibles efectos téxicos.
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Materiales y métodos

Proceso tecnolégico para la obtencion de los microorganismos eficientes. Breve
descripcion.

El proceso productivo para la obtencion de los ME se basa en dos fermentaciones
liquidas:

La primera, a partir de una fermentacién en estado sélido de microorganismos
beneficiosos (madre sdlida) que dan lugar al indoculo de la segunda etapa. Estos
microorganismos son: bacterias fototréficas, levaduras, bacterias productoras de acido
lactico y hongos que al entrar en contacto con la materia organica secretan sustancias
beneficiosas como vitaminas, Aacidos organicos, minerales y fundamentalmente
sustancias antioxidantes.

La madre sdélida, como materia prima, es sometida a controles de calidad para ser
liberada para su uso. Se chequean las propiedades organolépticas (color marrén
amarillento y olor avinado dulce); valor de pH menor que 4; concentracién &cido
lactico/acido acético, % de humedad, microorganismos presentes y limite microbiano
(ausencia de microorganismos patogenos).

Estas fermentaciones anaerobias tienen una duracién de 3 a 7 dias cada una. El medio
de cultivo es una mezcla de disolucion de Melaza y disolucion de Suero de Leche. El
proceso se desarrolla entre 30-35 °C siendo la temperatura 6ptima para el desarrollo de
estos microorganismos de 35°C. Durante el proceso se chequea la caida libre del pH del
cultivo, pardmetro que determina el final de las fermentaciones (3.5< pH >3.8).

El equipamiento utilizado garantiza la calidad del cultivo y optimiza el proceso
fermentativo. Para la mejor disolucion de la madre sélida se utilizan agitadores
magnéticos. El medio se prepara en tanques de 500 L, instrumentados con accesorios
que permiten medir la temperatura, homogeneizar las disoluciones, presurizar los
tanques para facilitar la transferencia del medio hacia el resto de los equipos. El Suero de
Leche se conserva en camara fria a una temperatura aproximada de 12 °C. La primera

fermentacion se realiza en un fermentador de 300 L de acero inoxidable garantizando
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que se mantenga todo el tiempo la temperatura de trabajo y las condiciones anaerobias;

permite también la agitacion para la homogenizacién del cultivo para la toma de
muestras y cuenta con sensor de pH. La segunda fermentacién se realiza en tanques
plasticos de 2000L disefiados para el envase in situ del producto. Este se guarda en
frascos y tanques plasticos de diferentes volimenes (1, 4, 5 y 20 L) en el area de
almacenamiento de producto terminado luego de la identificacién o etiquetado del lote. El
tamafo de cada lote y la distribucién en los envases dependen de la demanda del
producto.

El producto final se somete a ensayos de calidad para su liberacién por la Direccién de
Control de Calidad. Se chequean las propiedades organolépticas (color marrén
amarillento y olor avinado dulce); valor de pH 3-4, conteo total de microorganismos,
limite microbiano (ausencia de microorganismos patégenos) y determinacion de la

concentracidon de acido lactico/acido acético.

Producto
Microoraganimos Eficiente (ME) Lote: ME13001-E

Fecha de Fabricacion: 28/2/2013

Composicion Cualitativa

Los Microorganismos Eficientes son una combinaciéon de microorganismos beneficiosos de
origen natural. Contiene principalmente microorganismos de cuatro géneros principales:
bacterias fototroficas, levaduras, bacterias productoras de acido lactico y hongos, asi

como metabolitos derivados de la fermentacion
Propiedade Fisco-Quimicas

Color: Marrén amarillento

Olor: avinado dulce
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Presentacion

Frazcos plasticos de 1, 4, 5y 20 litros.

Animales:

Se utilizaron conejos de la linea F1 con un peso entre 2 y 2.2 kg procedente del
CENPALAB con su correspondiente certificado de calidad sanitaria y genética, de sexo
hembras. Los animales fueron mantenidos en condiciones convencionales, con régimen

de luz 12 x 12 h, agua y comida “ad limitum”, temperatura y humedad controlada.

Ensayo de irritabilidad dérmica: La prueba de irritabilidad dérmica se realizdé en 4
conejos siguiendo lo descrito por el PNT/ANI/0207 establecidos por el CIEB-IFAL. Para
esta prueba se empled el producto puro, el cual se aplicé en un area aproximada de 6
cm?, previa depilacion de 24 horas (ver figura No.1). El calculo de indice de irritabilidad
dérmica (IID) se efectué sumando todas las observaciones de 24, 48 y 72 h, dividiéndola
por el numero de observaciones realizadas. El valor obtenido se compardé con lo
reportado en el PNT correspondiente para clasificar el producto y de esta forma su

aprobacion o rechazo segun las normas de la OECD (3).

Ensayo de irritabilidad oftalmica: Esta prueba se realizd igualmente en 4 conejos,
siguiendo lo descrito por el PNT/ANI/0208 establecidos por el CIEB-IFAL El producto fue
aplicado en el fondo del saco conjuntival del ojo derecho que permanecié cerrado por
espacio de 15 seg; en el ojo izquierdo no se aplico producto alguno, tomandose como
control (ver figura No.2). Para graduar las afectaciones que presentaron y evaluar los
resultados se utilizé el PNT correspondiente. El calculo del indice de irritabilidad oftalmica
(I10) se determindé mediante la suma de todas las observaciones que se encontraron en
las 3 estructuras analizadas (Cornea, iris y conjuntiva), en los tiempos que se prefijan y

este valor se dividid por 12, el resultado obtenido sera el 110, segun OECD y Garcia (4, 5).
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Resultados y discusion

Ensayo de irritabilidad dérmica: El dia del ensayo y durante los 3 dias posteriores se
efectuaron lecturas de la piel para eritema, edema y escaras, sin observar en ninguno de
los animales lesiones de esta indole. Tampoco se observaron sintomas clinicos en los
animales sometidos a prueba, por lo que el indice de irritacion dérmica para ME es 0,0, lo
cual cataloga a la sustancia como potencialmente no irritante para la piel, segun la escala
establecida en la literatura (s, s). Estudios similares al nuestro realizado por otros autores
evidencia la utilidad de este (7, 8y Yy se cumple con las directrices de la OECD (,4), (ver

figura No. 3- 5)

Ensayo de irritabilidad oftalmica: Durante todas las observaciones después de
aplicado el producto solo se registro en uno de los animales tratados lesiones en la
cornea que clasifico como pequefia area dispersas o difusas detalles del iris claramente
visible calificacion valor 1 (de escala de 1-4) y calificando en valor 1 igualmente al ocupar
de 0< x < Va2 segunda escala de Draize sy y metodologia propuesta por Garcia (s) la cual
se observo transcurrida una hora posterior a la aplicacion del producto y que desaparecid
a las 48 horas, no hubo dafio del iris, ni sefiales de enrojecimiento anormal de las
conjuntivas, ni edemas, no hubo descargas o secreciones, tampoco se observaron
sintomas clinicos de otra indole en los animales sometidos a prueba (ver figura No.6),
al realizar los célculos correspondiente de las diferentes observaciones de los 4 animales
de este estudio el IIO de este fue 0,0, por lo que este producto es potencialmente no
irritante para la estructura ocular. Otros productos evaluados por otros autores han
clasificados como moderadamente irritantes o ligeramente irritantes cuando el IIO a
estado en un rango de 20 < x < 30 6 10 < x< 20 respectivamente s, 7-s).

Estudios de toxicidad aguda y seguridad a producto similar al evaluado ha sido sometido
por otros autores en diferentes modelos animales administrado por vial oral

demostrandose, no toxicidad de estos (5). Igualmente estas pruebas de irritabilidad
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ademas son las mas comunmente utilizadas para demostrar la posible inocuidad de

diferentes farmacos tanto quimicos como naturales ().

Conclusiones

Sobre la base de los resultados obtenidos se concluye que el producto evaluado es

potencialmente no irritante.
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Figura No.1: Animal tratado. Parche que cubre aplicacion del producto en un area

aproximadamente de 6 cm? por 4 horas.

\ 4

Figura No. 2: Animal tratado. Aplicacion del producto en saco ocular del ojo derecho.
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Figura No.3: Animal tratado. Obsérvese area de aplicacién de producto sin ningun tipo

de lesion dérmica pasadas 4 horas.

Figura No.4: Animal tratado. Obsérvese area de aplicaciéon de producto sin ningun tipo

de lesion dérmica pasadas 24 horas.
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Figura No.5: Animal tratado. Obsérvese area de aplicacion de producto sin ningun tipo

de lesion dérmica pasadas 48 horas.

)

Figura No. 6: Animal tratado una hora de aplicado el producto. 1, 2 y 3 ojo derecho
tratado con el producto, 4, 5 y 6 ojo izquierdo no tratado. Obsérvese que no hay signos
de irritabilidad oftalmica en ninguna de las estructuras de los ojos, conjuntivas y

mucosas de coloracidon normal.
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