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RESUMEN

Aspergillus niger es un hongo filamentoso, ampliamente distribuido en la naturaleza y
principal contaminante del suelo y los alimentos. Debido al uso desmesurado de
fungicidas quimicos, asi como la utilizacion de preservantes en los alimentos, ha
generado el desarrollo de resistencia. Es por ello, que la busqueda de nuevas sustancias
antifungicas de origen vegetal, ha surgido como una alternativa para el control de los
hongos, debido a su facil obtencidn, versatilidad y naturaleza compleja. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la actividad antifungica de los extractos de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger. Para ello, se preparé la
suspension de conidios del microorganismo en estudio y la actividad antifungica de
dichos extractos, se determind por el metodo de difusion en agar, concentracion minima
inhibitoria (CMI) y por volatilizacion de los componentes. Los resultados obtenidos de
la actividad antifungica de los extractos, se establecieron al observar cualquier halo de
inhibicion en el crecimiento fungico. Por el método de difusion en agar, el promedio de
los halos de inhibicion para R. officinalis fue de 9,00 mm de didmetro, mientras que
para M. officinalis dichos halos arrojaron un promedio de 10,00 mm de diametro. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) para el extracto de R. officinalis fue de 53,75
mg/ml y 40,75 mg/ml para M. officinalis. En cuanto a la actividad antifingica por
volatilizacién de los componentes, se obtuvieron halos de inhibicion promedios, de 8,00
mm de diametro para M. officinalis, mientras que R. officinalis no present6 inhibicion
del crecimiento fangico. En conclusion, los extractos de las plantas utilizadas en esta
investigacion presentan actividad antifungica sobre el crecimiento de Aspergillus niger.
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INTRODUCCION

Los hongos son microorganismos ampliamente distribuidos en la naturaleza, que
participan en la descomposicion de la materia organica y utilizan una gran variedad de
sustratos como fuente de carbono, nitrégeno y energia. Su morfologia puede ser
filamentosa o unicelular, ademas, requieren de condiciones especificas de temperatura y

pH para su crecimiento (Cortés-Sanchez y Mosqueda-Olivares, 2013).

El género Aspergillus pertenece a la subdivision Deuteromycotina, son hongos
filamentosos, saprofitos, ubicuos, formados por hifas hialinas, con reproduccion sexual
(a traveés de ascosporas contenidas en el interior de las ascas) y reproduccion asexual
(con formacion de conidios). Las colonias son de crecimiento rapido, presentandose en
diferentes tonalidades que van desde blanquecinas hasta negruzcas; estan conformados
por una célula conididgena, de la cual se origina la cabeza conidial que contiene la
vesicula, fidlides, métulas y conidios agrupados en columnas, los cuales son unicelulares
y pueden ser lisos 0 rugosos, hialinos o pigmentados (Samson et al., 2014; Lezcano et
al., 2015).

Las colonias de Aspergillus niger son de color blanco-amarillentas con abundantes
granulaciones negras, presentan micelio septado, hialino, con cabezas aspergilares
subesféricas de 25 a 100 um, los conidios son redondos, equinulados y negros (Arenas,
2011). Se asocia a climas céalidos y tropicales, detectandose sobre todo en alimentos
almacenados, cuyas condiciones Optimas para la produccién de micotoxinas son:
temperatura que oscile entre los 20-25°C, pH entre 4 y 8 y una humedad relativa de
80,00 a 90,00% (Ravelo et al., 2011; Serrano-Coll y Cardona-Castro, 2015).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios toxicos, producidas, principalmente, por
hongos filamentosos cuando crecen en condiciones favorables, y son excretados por
ellos en diversos sustratos, los cuales incluyen granos, cereales, nueces, especias, frutas,

verduras, semillas oleaginosas, entre otros, que son utilizados para el consumo humano



y/o animal (Bloom et al., 2007; Kralj y Prosen, 2009). EI poder toxigénico de las
micotoxinas dependera de las condiciones fisicas y quimicas, del tiempo de exposicion
de las especies contaminadas Yy, del estado fisiologico y nutricional del consumidor. Se
conocen mas de 3 000 micotoxinas; de las cuales, las principalmente asociadas a
intoxicaciones alimentarias son: las aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenonas, fumonisinas
y tricotecenos (Sanchis et al., 2000; Bennett y Klich, 2003; Requena et al., 2005).

Las ocratoxinas han despertado interés, debido a su toxicidad aguda y su continua
presencia como contaminantes en productos de consumo humano y/o animal. Son
producidas por especies de hongos filamentosos de los géneros Penicillium y
Aspergillus, capaces de crecer sobre una amplia gama de sustratos organicos (Serrano-
Coll y Cardona-Castro, 2015). Se han descrito cinco tipos de ocratoxinas: A, B, C, a 'y f3,
siendo la ocratoxina A (OTA) la de mayor poder toxigénico, y de gran importancia
clinica; producida, especialmente, por las especies Aspergillus ochraceus y Aspergillus

niger (Ravelo et al., 2011).

La ocratoxina A (OTA) es una molécula muy estable, incolora, soluble en disolventes
organicos polares y ligeramente soluble en agua. Esta micotoxina es absorbida en el
tracto digestivo, especialmente en el intestino delgado y de ahi es transportada a través
de la sangre, principalmente, a los rifiones y en una menor concentracion se deposita en
el higado, en musculos y en grasa (Ravelo et al., 2011; Ostry et al., 2013). La OTA es
nefrotoxica, inmunosupresora, genotdxica, carcinogénica, teratogénica y neurotoxica.
Respecto a la actividad carcinogénica, la Agencia Internacional de Investigacion contra
el Cancer (IARC) ha clasificado a esta micotoxina en la categoria 2B, es decir, como

posible carcinégeno humano (Serrano-Coll y Cardona-Castro, 2015).

En paises en vias de desarrollo se producen grandes pérdidas post cosecha; ésto se debe,
en gran medida, a la accién de organismos fungicos, debido a la carencia de
instalaciones de almacenaje de atmdsfera refrigeradas controladas. Los alimentos

almacenados sufren cambios en sus caracteristicas fisicas y nutricionales, lo que



conlleva a la produccion de micotoxinas. Debido a la resistencia a los diferentes
fungicidas comerciales, utilizados en el control de enfermedades de cultivos agricolas y
por la presencia de residuos quimicos en la cadena de alimentos, la actividad antifingica
de las plantas ha sido estudiada como una alternativa para el control de estos organismos
(Magro et al., 2006; Marquez et al., 2007).

Los extractos de plantas pueden ser empleados para la inhibicién de la actividad
micotica en los alimentos; sin embargo, se requiere de un adecuado control y utilizacién
de los mismos, ya que éstos pueden alterar la composicién y caracteristicas de los
alimentos. Por esta razon, la accion y efectividad de estos extractos vegetales amerita
ser estudiada ampliamente antes de ser utilizados a nivel comercial (Omidbeyqgi et al.,
2007).

Los aceites esenciales se extraen de diversas plantas aromaticas, por lo general,
localizadas en climas templados y calidos a partir de material vegetal como flores,
hojas, tallos, ramas, semillas, frutos, raices y corteza. Ademas, juegan un rol importante
en la proteccién de las plantas como sustancias antibacterianas, antivirales, antifingicas
e insecticidas (Rosas-Gallo y LoOpez-Malo, 2011). Estos extractos son mezclas de
compuestos volatiles caracterizados por un olor fuerte, producidos como metabolitos
secundarios y constituidos, generalmente, por terpenos, hidrocarburos lineales,
derivados del benceno, ésteres, alcoholes, acidos grasos, fenoles, ceras, acetales,
cetonas, aldehidos, glicésidos (terpenos unidos quimicamente a azUcares), alcaloides,
cumarinas, esteroides y compuestos heterociclicos (Davicino et al., 2007).

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende, principalmente, de tres
caracteristicas: el caracter hidréfilo o hidrofobo, sus componentes quimicos y el tipo de
microorganismo al que debe atacar. Gracias a sus caracteristicas hidrdfilas, tienen la
capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared celular, perturbando
estructuras celulares, lo cual conlleva a la desnaturalizacion de las proteinas y a la

destruccion de la membrana celular, haciéndolas mas permeables, lo que conduce a



rupturas o fugas citoplasmaticas, lisis celular y, eventualmente, muerte del
microorganismo. Respecto a sus componentes, también pueden actuar como agentes que
interfieren en la translocacion de protones y la fosforilacion del ATP, en tanto que los
componentes fenolicos son los principales responsables de las propiedades

antimicrobianas de los aceites esenciales (Reyes et al., 2012; Martinez, 2018).

Melissa officinalis, conocida comunmente como toronjil, citronela, limonera, es natural
del sur y centro de Europa. Crece en estado silvestre en regiones tropicales, en malezas o
bosques ricos en materia organica. Es utilizado como planta medicinal casera y para la
industria farmacéutica y cosmética. Pertenece a la familia Lamiaceae; puede crecer hasta
80,00 cm de altura; de tallos erectos, cuadrados y lefiosos. Hojas con dientes muy
marcados, con caracteristico olor a limon, pecioladas, ovales. Flores blancas o rosadas
de hasta 1,20 cm reunidas en verticilos de hasta diez flores. Se le atribuyen propiedades
medicinales antiespasmddicas, digestivas, bacteriostaticas, antivirales y antifungicas
(Sanchez et al., 2010).

Rosmarinus officinalis, conocido como romero, pertenece a la familia Lamiaceae. Es
frecuente en muchas partes del mundo; generalmente, se encuentra de forma silvestre en
zonas rocosas y arenosas, es una planta arbustiva con tallos prismaticos, hojas estrechas,
agudas y pequefias, tienen forma de espigas de color verde brillante y tallos lefiosos y
ramificados. El tamafio varia de 0,50 a 1,00 m de altura, las flores se caracterizan por un
color azul claro con pequefias manchas violetas (Sardans et al., 2005). Las hojas de esta
planta se utilizan como aderezo y también, se han usado en la medicina popular, por sus
efectos de antiespasmoédico, analgésico, antirreumatico, diurético y expectorante
(Derwich et al., 2011).

Melissa officinalis, al igual que Rosmarinus officinalis, presentan metabolitos
secundarios con importantes usos medicinales. Su principal componente activo es un
aceite esencial compuesto por distintos aldehidos y alcoholes como citral, citronella,

geraniol y linalol, a los cuales se les atribuyen sus propiedades tranquilizantes,



digestivas, antiespasmodicas y antifungicas. Se demostrd la accion antifungica del
extracto etandlico de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus
flavus, determinada mediante técnicas de difusion en agar, encontrandose que los halos
de inhibicion para Melissa officinalis tuvieron un promedio de 4,60 mm, mientras que
para Rosmarinus officinalis el promedio de dichos halos de inhibicién fue de 3,60 mm
(Martinez, 2018).

Por otra parte, Centeno y Carrera (2013) demostraron que el extracto de Melissa
officinalis tuvo accion antifingica sobre Aspergillus flavus, determinada mediante
técnicas de difusion en agar y diluciones seriadas, para hallar la concentracién minima
inhibitoria; encontrandose que los halos de inhibicién tuvieron un promedio de 22,00
mm, mientras que la concentracién minima inhibitoria se observé en la dilucién 1:2,5,

que correspondié a una concentracién de 23,30 mg/ml.

En las Gltimas décadas, se han producido muchos avances en la conservacién de
alimentos a traves de agentes quimicos, como son los benzoatos, sulfatos, propionatos,
sorbatos, nitritos y nitratos, sin medir las consecuencias que éstos puedan causar a la
salud; estos preservantes son afiadidos a los alimentos con el objetivo de retardar el
crecimiento microbiano, inactivar a los microorganismos y detener el deterioro de la
calidad del producto, manteniendo la seguridad del alimento (Proafio et al., 2017). Sin
embargo, estos compuestos han provocado el desarrollo de resistencia fungica. Es por
ello que, se pretende evaluar la actividad antifingica de los extractos de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger, como una opcion para lograr el
biocontrol de estos microorganismos y reducir asi la produccion de sus metabolitos

secundarios



METODOLOGIA

Material Vegetal

Las plantas para la obtencion de los extractos, Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis, se adquirieron frescas en el mercado municipal de la ciudad de Cumana,
estado Sucre, las cuales fueron llevadas al herbario Isidro Ramon Bermddez Romero
(IRBR) del Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente para ser
identificadas. Se emplearon, Unicamente, hojas y tallos, que fueron secados en una
estufa (Felisa, México) a 45°C, durante un periodo de cinco dias o hasta que estuvieron

completamente secos, lo que se comprobd determinando el peso seco de las mismas.

Figura 1. Plantas utilizadas para la obtencion de los extractos etanélicos de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis. A: Hojas y tallos frescos de Rosmarinus officinalis. B: Hojas y
tallos frescos de Melissa officinalis.

Extraccion etandlica

El extracto se obtuvo siguiendo la metodologia de Bluma et al. (2008). Se trituraron en
un mortero de ceramica las hojas y tallos de las plantas, para asi obtener un fino polvo
del cual se mezclaron 3 g con 20 ml del etanol al 80,00% (marca Riedel de Haen); esta
mezcla se dejo en reposo durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad.
Seguidamente, el extracto obtenido se filtr6 con papel de filtro Whatman N°1
(Whatman, EEUU) y fue vertido en placas de Petri, previamente pesadas;
posteriormente, las placas que contenian los extractos fueron guardadas en oscuridad
hasta que se evapor0 completamente el etanol. Se determind el peso seco de los
extractos, para lo cual se resto el peso de la placa de Petri con el extracto, menos el peso



de la placa de Petri sin el mismo. Por Gltimo, para la determinacion de la concentracion
del extracto obtenido, se tomd en cuenta el peso del extracto seco, resuspendido en 1 ml
de agua destilada estéril y, se expresod la concentracion en mg/ml. El extracto fue
colocado en viales y guardado en refrigeracion. El contenido de cada vial fue mezclado
profusamente al momento de ser usado. La concentracion del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis fue de 215 mg/ml y de Melissa officinalis 163 mg/ml.

Cepa fangica

Se empled una cepa de Aspergillus niger (codigo: DB-85 F), aislada de muestras de
alimentos concentrados para pollos, perteneciente a la coleccion de hongos del
Laboratorio de Micologia del Departamento de Bioanalisis, Nucleo de Sucre,

Universidad de Oriente.

Suspensién de conidios

La suspensidn de conidios se llevé a cabo siguiendo la metodologia descrita por Rasooli
et al. (2008); para ello, Aspergillus niger fue cultivado en tubos de ensayo con agar papa
dextrosa, PDA (Himedia Laboratories Limited, India) a 28 + 2°C, durante 10 dias.
Posteriormente, se prepar6 la suspension de conidios, para lo cual a cada tubo de ensayo
se le agregaron 10 ml de solucion salina estéril (SSF) y se agit6 vigorosamente con la
finalidad de facilitar el desprendimiento de los conidios. La suspension que se obtuvo en
cada tubo, se filtré por separado a través de una doble gasa estéril, para asi eliminar otras
estructuras fangicas y obtener solo conidios en la suspensién. Finalmente, utilizando una

camara de Neubauer se ajusto la concentracién de conidios a 10° conidios/ml.

Evaluacion de la actividad antifangica por el método de difusion en agar

La actividad antifingica del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis, se determiné de acuerdo a la metodologia descrita por De Souza et al. (2005).
Se utilizaron placas de Petri que contenian PDA, en las cuales fueron diseminados
uniformemente 100 pl de la suspension de conidios de la cepa, utilizando un asa de

Digralski. Seguidamente, se impregnaron discos de papel filtro estériles de seis



milimetros (mm) de diametro, con cada extracto y se colocaron en el medio de las placas
de Petri con PDA, previamente inoculadas con la suspension de conidios. Se cont6 con
un control de crecimiento con placas inoculadas con 100 pl de la suspension de conidios
sin los extractos. Las placas fueron incubadas por tres dias a una temperatura de 25 +
2°C y se evaluaron cada 24 horas. Posteriormente, fueron medidos con una regla los
didmetros de los halos de inhibicion. La actividad antifungica se estableci6 al observar
cualquier halo de inhibicion en el crecimiento fungico, y se determind comparandolo

con la placa de control de crecimiento. El procedimiento se realiz6 por triplicado.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se determind siguiendo la metodologia
descrita por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008). Para ello, a partir de la
concentracion obtenida de los extractos etandlicos, se tomaron 100 pl de los mismos y
se realizaron por separado, diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) en los
micropozos de una placa que contenia 100 pl de caldo Sabouraud dextrosa (CSD) y 50
ul de la suspensién de conidios de Aspergillus niger. Se realizaron pozos controles que
contenian solo la mezcla de caldo y suspension de conidios y solo el extracto etandlico
de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, por separado. Las placas se incubaron a
28°C durante 48 horas. Las lecturas se realizaron visualmente y se considerd la CMI

como la mayor dilucién que no mostré crecimiento fungico.

Evaluacion de la actividad antifingica de los componentes volatiles de los extractos
de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger

La actividad antifangica por volatilizacion de los componentes de los extractos de
Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, se determind de acuerdo a la metodologia
descrita por Ross et al. (2001). En placas de Petri que contenian PDA, se diseminaron
de manera uniforme y por separado 100 pl de la suspension de conidios de Aspergillus
niger. Seguidamente, se impregnaron discos de papel de filtro estériles Whatman N° 1
(Whatman, EEUU) con 10 ul del extracto y se colocaron en la cara posterior de las tapas

de las placas de Petri, las mismas fueron selladas con cinta parafilm. Se contd con un



control de crecimiento de placas inoculadas con 100 ul de la suspensién de conidios.
Las placas fueron incubadas durante un lapso de 3 a 5 dias, a una temperatura de 28°C y
se observaron cada 24 horas. La actividad antifungica se establecid al observar cualquier
grado de inhibicion del crecimiento fungico y se determiné comparandolo con las placas

de control de crecimiento. El procedimiento se realiz6 por triplicado.

Andlisis de resultados

Los resultados obtenidos se analizaron mediante estadistica descriptiva (Triola, 2009), y
se representaron a través de tablas y figuras, para comparar la actividad antifungica de
los extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus

niger.



RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar la actividad antifangica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis por el método de difusion en agar, se puede notar que ambos extractos
presentan actividad antifingica sobre la especie evaluada. Evidenciandose que el
extracto de Melissa officinalis mostrd6 mayor inhibicion sobre el crecimiento de
Aspergillus niger, con halos de inhibicion promedio de 10,00 mm de didmetro, mientras
que los halos promedio de inhibicion para Rosmarinus officinalis fueron de 9,00 mm
(Tabla 1).

Tabla 1. Actividad antifingica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis sobre Aspergillus niger.

Extracto Microorganismo Halos de inhibicion
Rosmarinus officinalis Aspergillus niger 9,00 mm
Melissa officinalis Aspergillus niger 10, 00 mm

mm: milimetro
En las figuras 2 y 3, se ilustran los halos de inhibicion producidos por los extractos

etandlico de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, donde se puede observar que
los extractos utilizados presentaron actividad antifngica sobre Aspergillus niger,

durante las 72 horas de incubacion.

Figura 2. Actividad antifingica del extracto de Rosmarinus officinalis sobre
Aspergillus niger. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA) inoculado con
Aspergillus niger. B: PDA inoculado con Aspergillus niger + disco impregnado con el
extracto de Rosmarinus officinalis.
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Figura 3. Actividad antifingica del extracto de Melissa officinalis sobre Aspergillus
niger. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA) inoculado con Aspergillus
niger. B: PDA inoculado con Aspergillus niger + disco impregnado con el extracto de
Melissa officinalis.

Centeno et al. (2010), al estudiar la actividad antifungica de los extractos de Rosmarinus
officinalis y Thymus vulgaris sobre cepas de Aspergillus flavus y Aspergillus ochraceus,
obtuvieron para el extracto de Rosmarinus officinalis halos de inhibicién de 14,60 mm
y 16,20 mm de didmetro, respectivamente. Asi mismo, los halos de inhibicién obtenidos
con el extracto de Thymus vulgaris fueron de 11,40 mm para Aspergillus flavus y 16,60

mm para Aspergillus ochraceus.

Marquez (2012), demostrd que el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis presenta
actividad antifungica sobre Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida famata,
observandose la mayor actividad del extracto sobre C. parapsilosis, con halos de
inhibicion de 21,30 mm, asi mismo, los halos de inhibicién promedio para C. albicans
fueron de 12,00 mm y para C. famata de 18,30 mm de didmetro. Al mismo tiempo
comprob6 que el extracto de Melissa officinalis, también mostro actividad antiflngica
sobre C. albicans, C. parapsilosis y C. famata, al presentar halos de inhibicion de
19,00 mm, 20,60 mm y 24,30 mm, respectivamente. Por otro lado, Martinez (2013),
comprobo que los extractos de romero, menta y salvia, presentaron efectos inhibitorios
sobre las cepas de Aspergillus niger, Penicillium digitatum y Penicillium italicum.
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Gianfrancesco (2018), utilizando el extracto de Morinda citrifolia, logré demostrar
mediante la técnica de difusion en agar, la inhibicion del crecimiento de Aspergillus
flavus y Aspergillus niger, obteniendo halos de inhibicion de 12,70 mm sobre

Aspergillus flavus y 8,10 mm para Aspergillus niger.

Los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos etandlicos de
Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger, se muestran en las
tablas 2y 3.

Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria del extracto de Rosmarinus officinalis sobre
Aspergillus niger.

Concentracion minima inhibitoria

Diluciones / Concentracion (mg/ml)

_ _ 1:2 1:4 1:8 1116 1:32
Extracto Microorganismo

107,50 53,75 26,87 13,44 6,72

Rosmarinus officinalis Aspergillus niger - - + + +

(-) No hubo crecimiento, (+) Hubo crecimiento

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria del extracto de Melissa officinalis sobre
Aspergillus niger.

Concentracion minima inhibitoria

Diluciones / Concentracion (mg/ml)

) ] 1:2 1:4 1:8 1116 1:32
Extracto Microorganismo

81,50 40,75 20,38 10,19 5,09

Melissa officinalis Aspergillus niger - - + + +

() No hubo crecimiento, (+) Hubo crecimiento

Al evaluar la CMI del extracto de Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus niger, éste
mostré una inhibicién del crecimiento fingico a una concentracién de 53,75 mg/ml,
mientras que el extracto de Melissa officinalis, inhibid el crecimiento de la especie
fangica evaluada a una concentracion de 40,75 mg/ml. Es evidente la accion antifingica
de ambos extractos; sin embargo, la mayor actividad se obtuvo con el extracto de
Melissa officinalis, debido a que requirié de una menor concentracién en comparacion

con el extracto de Rosmarinus officinalis.
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Ayaz et al. (2016), al probar la accion del extracto de Polygonum hydropipe sobre
Aspergillus flavus y Aspergillus niger, obtuvieron inhibicion del crecimiento a
concentraciones de 23,33 y 125,00 pg/ml, respectivamente. Salazar (2016), logro la
inhibicion del crecimiento de Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Fusarium
moniliforme con el extracto de Melissa officinalis a una CMI de 81,21 mg/ml. Asi
mismo, Martinez (2018), reporté que los extractos etandlicos de Melissa officinalis y
Rosmarinus officinalis, inhibieron el crecimiento de Aspergillus flavus a una CMI de
42,50 mg/ml y 158,00 mg/ml, respectivamente. Pérez-Delgado y Vallejos- Campos
(2019), al probar la accion antifangica del extracto acuoso de Rosmarinus officinalis a
concentraciones de 40,00; 20,00; 10,00; 5,00; 2,50 y 1,25 mg/ml, sobre dos cepas de
Candida albicans, demostraron que la CMI fue de 5,00 y 10,00 mg/ml.

En la tabla 4 se muestra el efecto inhibitorio de los componentes volatiles de los
extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, se puede apreciar que solo el
extracto de Melissa officinalis presentd accion antifungica sobre Aspergillus niger,
produciendo halos de inhibicién promedio de 8,00 mm de diametro.

Tabla 4. Actividad antifingica de los componentes volatiles de los extractos de

Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger.

Extracto Microorganismo Halos de inhibicién
Rosmarinus officinalis Aspergillus niger No hubo inhibicién
Melissa officinalis Aspergillus niger 8,00 mm

mm: milimetro

En las figuras 4 y 5, se observan los halos de inhibicién producidos por los componentes
volatiles de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, notandose asi,
que solo los componentes del extracto de Melissa officinalis actuaron como sustancias
antifangicas sobre el crecimiento de Aspergillus niger, durante las 72 horas de

incubacion.
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Figura 4. Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de Rosmarinus
officinalis sobre Aspergillus niger. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa
(PDA) inoculado con Aspergillus niger. B: PDA inoculado con Aspergillus niger +
disco impregnado con el extracto de Rosmarinus officinalis.

—— B

Figura 5. Efecto inhibitorio de los componentes volatiles del extracto de Melissa
officinalis sobre Aspergillus niger. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa
(PDA) inoculado con Aspergillus niger. B: PDA inoculado con Aspergillus niger +
disco impregnado con el extracto de Melissa officinalis.

Phillip et al. (2011), determinaron que los vapores del aceite esencial de Citrus
inhibieron completamente la esporulacién de Penicillium chrysogenum, Aspergillus
niger y Alternaria alternata. Lorenzetti et al. (2011), evaluaron el efecto de los
componentes volatiles de doce aceites esenciales, en donde el aceite de limon present6

una inhibicién del 100% del crecimiento micelial de Botrytis cinerea. Por su parte, los
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aceites de canela, malaleuca, menta, eucalipto, clavo y palmarosa mostraron una
efectividad del 80,00 al 59,00% sobre el control. De igual forma, Salazar (2016),
observo que los vapores emitidos por el extracto de Melissa officinalis, tuvo un efecto
inhibitorio en el crecimiento de Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Fusarium
moniliforme, produciendo halos de inhibicién de 19,50 mm, 15,50 mm y 24,50 mm,
respectivamente. Asi mismo, Gianfrancesco (2018), al probar la accion antifingica de
los compuestos volatiles del extracto de Morinda citrifolia sobre Aspergillus flavus y
Aspergillus niger, obtuvo halos de inhibicion de 6,70 mm sobre A. flavus y 6,10 mm de

didmetro para A. niger.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se atribuye a la presencia de
compuestos aromaticos, constituidos generalmente por terpenos, esteres, alcoholes,
acidos grasos, fenoles, ceras, cetonas, aldehidos, alcaloides, cumarinas, y esteroides
(Montes-Belmont., 2009). Estudios fitoquimicos realizados a Rosmarinus officinalis han
permitido conocer que sus principales componentes son a- pineno, - pineno, timol y

ésteres terpénicos como 1,8-cineol, alcanfor y linalol (Ozcan y Chalchat., 2008).

Por su parte, Avila et al. (2011), lograron identificar 7 compuestos del aceite esencial de
romero, destacando como compuestos mayoritarios el 1,8-cineol (31,19%), a- pineno
(33,10%), B- pineno (9,13%), alcanfor (18,00%), canfeno (3,40%), p- cimeno (4,37%) y
linalol (0,81%).

De igual forma Bakkali et al. (2008), sefialaron que los componentes principales del
aceite esencial de Melissa officinalis son: citronelal (39,00%), citral (33,00%), carvacrol
(13,31%) e iso-mentona (8,85%); todos estos compuestos son terpenos, especificamente
monoterpenos, a los cuales se le atribuye el 90,00% de los constituyentes de los aceites
esenciales. Otros estudios demuestran la presencia de compuestos polifendlicos (acido
rosmarinico, acido cafeico), gerantial, a- pineno, B- pineno y taninos (Acevedo et al.,
2013).

Son muchos los factores que influyen en la composicion de los aceites esenciales,

denominado quimiotipo, entre ellos, los mas importantes son: el origen, la especie y el
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organo de la planta, las condiciones climaticas y de crecimiento (temperatura,
fertilizantes, tierra de cultivo, etc.) (Avello et al., 2012). EI efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales se ve favorecido por las bajas temperaturas, bajo pH y bajos niveles de
oxigeno; todo esto pudiera interferir en la captacion de los nutrientes necesarios para el

desarrollo de los hongos e inclusive inhibirlos (Velasquez et al., 2014).

El efecto antifingico presentado por los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa
officinalis mediante el método de difusion en agar, probablemente se deba a la sinergia
entre sus componentes, constituidos mayormente por compuestos terpénicos. Sin
embargo, al evaluar la accion de los componentes volatiles de ambos extractos, el aceite
esencial de Rosmarinus officinalis no mostré ningin efecto inhibitorio sobre el hongo
ensayado. Avello et al. (2012) resaltan que esto en ocasiones puede deberse a la
presencia de compuestos menos volatiles, los cuales poseen una masa molar mayor en
comparacion con los monoterpenos, razon por la cual no resultan ser lo suficientemente
efectivos; por otro lado, la falta de actividad antifingica se le puede atribuir a la pérdida
o disminucién de la concentracion de compuestos volatiles durante el proceso de
extraccion del aceite, razon por la cual no controlan de manera efectiva el crecimiento

fangico por contacto indirecto.

Los componentes terpénicos, en especial los monoterpenos son metabolitos secundarios
de las plantas que juegan un rol importante en su funcion metabdlica. Estos son
compuestos altamente volatiles y son los responsables de atraer insectos beneficiosos
que ayudan al proceso de polinizacidon; asi mismo, se les asocia con diversas actividades
bioldgicas como antibacterianas, antifungicas, antioxidantes, entre otras (Bakkali et al.,
2008; Vaillant et al., 2009). Su espectro de bioactividad dependera de la concentracién
y la forma como actien en mezcla con otros compuestos o individualmente, afectando
las diferentes etapas de crecimiento fungico, como la germinacion de esporas, formacion
de estructuras de penetracion, desarrollo del micelio y esporulacion (Velasquez et al.,
2014).
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El mecanismo de accion de los extractos de plantas o aceites esenciales y sus respectivos
componentes no estd claro; sin embargo, Avello et al. (2012) sefialan que el posible
mecanismo de accion de los terpenos contenidos en los aceites esenciales pueda deberse
a su volatilidad y baja masa molar, de esta forma pueden atravesar facilmente estructuras
de resistencia de la especie fungica. Asi, tanto el dafio a la membrana citoplasmética
como la reduccién de su contenido de ergosterol (esterol que compone la membrana
celular de los hongos), promueven la formacioén de poros por los cuales se difunden
moléculas e iones (fundamentalmente K* y H"), lo que finalmente compromete la
viabilidad de la membrana. La disminucion del ergosterol de la membrana fungica o la

inhibicion de su sintesis, son mecanismos relevantes, debido a su funcion estructural.

Otros autores sugieren que los aceites esenciales en las células eucariotas, como los
hongos, pueden provocar despolarizacion de las membranas mitocondriales,
disminuyendo el potencial de membrana, al afectar el ciclo i6nico de Ca** y otros
canales ionicos y reducir el gradiente de pH que afectan la bomba de protones y la
reserva de ATP. Todos estos procesos cambian la fluidez de las membranas,
volviéndolas muy permeables, siendo la presion oxidativa y el fracaso bioenergético los
responsables de la salida de los radicales, de los iones de calcio y de las proteinas. La
permeabilizacion interna y externa de las membranas mitocondriales conduce a la

muerte celular por apoptosis y necrosis (Omidbeyqgi et al., 2007; Bakkali et al., 2008).

En la actualidad la aplicacion de aceites esenciales surgen como una nueva alternativa
para contrarrestar el crecimiento y desarrollo de diversos microorganismos, incluyendo
hongos saprofitos y patdgenos. La creciente resistencia de los hongos a los fungicidas
comerciales, ha generado en la industria alimenticia grandes pérdidas pre y post cosecha,
asi como la pérdida del valor nutritivo de los alimentos, debido a la produccion de
micotoxinas (Armas et al., 2011). Se pudo observar, que los extractos de las plantas
estudiadas pueden ser usados como una opcion en el control de hongos micotoxigénicos

sobre los alimentos.



CONCLUSIONES

Los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis mostraron actividad

antifungica sobre Aspergillus niger.

El extracto de Melissa officinalis mostr6 mayor actividad antifungica por el método de
difusion en agar que el extracto de Rosmarinus officinalis en la inhibicion del

crecimiento de Aspergillus niger.

La concentracion minima inhibitoria del extracto de Melissa officinalis inhibid el
crecimiento de Aspergillus niger a una concentracion menor, en comparacion con el

extracto de Rosmarinus officinalis.

Solo los componentes volatiles del extracto de Melissa officinalis mostraron efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de Aspergillus niger.



RECOMENDACIONES

Continuar realizando estudios para comprobar la efectividad de los extractos de plantas

sobre otras especies de hongos micotoxigénicos.

Realizar métodos de obtencion de aceites esenciales diferentes a los aplicados en este

trabajo, para conocer la variabilidad del efecto antifungico.

Efectuar técnicas cromatogréficas para asi obtener individualmente los componentes de

los extractos, y evaluar la actividad antifangica de cada uno de los mismos.

Comprobar la actividad antifungica de otros extractos naturales, para que constituya una

forma rapida, efectiva, natural y accesible para la eliminacion o control de los mismos.
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RESUMEN

Aspergillus niger es un hongo filamentoso, ampliamente distribuido en la naturaleza y
principal contaminante del suelo y los alimentos. Debido al uso desmesurado de
fungicidas quimicos, asi como la utilizacion de preservantes en los alimentos, ha
generado el desarrollo de resistencia. Es por ello, que la busqueda de nuevas sustancias
antifangicas de origen vegetal, ha surgido como una alternativa para el control de los
hongos, debido a su facil obtencion, versatilidad y naturaleza compleja. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la actividad antifingica de los extractos de Rosmarinus
officinalis y Melissa officinalis sobre Aspergillus niger. Para ello, se prepard la
suspension de conidios del microorganismo en estudio y la actividad antifingica de
dichos extractos, se determino por el método de difusion en agar, concentracion minima
inhibitoria (CMI) y por volatilizacién de los componentes. Los resultados obtenidos de
la actividad antifungica de los extractos, se establecieron al observar cualquier halo de
inhibicidn en el crecimiento fangico. Por el método de difusion en agar, el promedio de
los halos de inhibicion para R. officinalis fue de 9,00 mm de diametro, mientras que
para M. officinalis dichos halos arrojaron un promedio de 10,00 mm de diametro. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) para el extracto de R. officinalis fue de 53,75
mg/ml y 40,75 mg/ml para M. officinalis. En cuanto a la actividad antifngica por
volatilizacion de los componentes, se obtuvieron halos de inhibicion promedios, de 8,00
mm de didmetro para M. officinalis, mientras que R. officinalis no presentd inhibicién
del crecimiento fangico. En conclusion, los extractos de las plantas utilizadas en esta
investigacion presentan actividad antifungica sobre el crecimiento de Aspergillus niger.
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