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RESUMEN

Aspergillus flavus es un hongo filamentoso productor de aflatoxinas, micotoxinas
potencialmente contaminantes del suelo y causantes de intoxicaciones y lesiones agudas o
cronicas en el hombre. Para inhibir su desarrollo se ha evaluado la actividad antifangica de los
extractos de plantas silvestres para la busqueda de nuevas alternativas en el control de hongos
y sus micotoxinas. Para ello, se obtuvieron extractos etanolicos a partir de hojas y tallos de
Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis. Seguidamente se comprobd la actividad
antifngica de los extractos obtenidos mediante difusion en agar, empleando discos de papel
de filtro de 6 mm de didmetro, y mediante el efecto de los vapores emitidos por los extractos
etanolicos; asi como también se determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI). Los
resultados de la actividad antifangica por el método de difusion en agar arrojaron en promedio
halos de inhibicién de 4,6 mm de diametro para Melissa officinalis y de 3,5 mm para
Rosmarinus officinalis, mientras que en la actividad antifungica por efecto de los vapores fue
de 7,3 mm y 5,3 mm, respectivamente. La concentracion del extracto etandlico de Melissa
officinalis fue 170 mg/ml y de Rosmarinus officinalis 316 mg/ml. La concentracién minima
inhibitoria fue de 42,50 mg/ml para Melissa officinalis y 158 mg/ml para Rosmarinus
officinalis. En conclusién, los extractos etandlico de hojas y tallos de las plantas usadas
presentaron actividad antifangica sobre el crecimiento de Aspergillus flavus.



INTRODUCCION
Los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos, tan grande que

se calculan méas de 70 000 especies, pero se cree que hay mas de un millon y medio. Al
proliferar, estos microorganismos asumen dos formas bésicas, levaduras y mohos. Esta ultima
forma ocurre por la produccién de colonias filamentosas, cuya estructura fungica consta de un
complejo llamado talo o micelio que a su vez esta constituido por multiples filamentos o hifas
(hifomicetos o0 mohos) (Arenas, 2008; Brooks et al., 2011).

Fisiologicamente, los hongos filamentosos se adaptan a condiciones mas severas que
otros microorganismos, su desarrollo en sustratos puede ser en concentraciones de azucares
elevados, hasta el 10%, debido a que éstos no son sensibles a la presion osmética elevada,
creciendo muy lentamente de cinco a siete dias, y resistiendo condiciones de acidez
relativamente altas (pH 2-9, 6ptimo pH 5-6) (Arias y Pifieros, 2008).

Muchos hongos producen sustancias dafiinas llamadas micotoxinas que originan
intoxicaciones y lesiones agudas o crénicas; son metabolitos secundarios y sus efectos no
dependen de la infeccion o de la viabilidad del hongo. Las micotoxinas estan formadas por una
serie de reacciones catalizadas a partir de intermediarios bioquimicamente simples del
metabolismo primario; por ejemplo: acetato, mebolato, malonato y ciertos aminoacidos, y esta
asociada al proceso de esporulacién del hongo, estrechamente relacionado con las condiciones
ambientales y la concentracion de nutrientes en el medio (Bogantes et al., 2004; Brooks et al.,
2011).

Las micotoxinas son producidas, principalmente, por hongos filamentosos bajo
condiciones Optimas de temperatura que oscilan entre 20 y 25°C, requieren de un pH entre 4 y
8, y una humedad relativa de 80 a 90%. Dentro de las familias mas importantes de
micotoxinas se encuentran las aflatoxinas, los tricoticenos, la ocratoxina A, las fumonisinas y
la zearalenona; producidas, principalmente, por los géneros Aspergillus, Penicillium y
Fusarium (Duarte y Villamil, 2006; Serrano y Cardona 2015).

La mayoria de las especies del género Aspergillus son hongos filamentosos saprofitos
gue desempefian un papel esencial en la degradacion de la materia organica. Su habitat natural

es el suelo donde sobreviven y se desarrollan sobre materia en descomposicion; este género es



uno de los més abundantes en la naturaleza y puede encontrarse en cualquier ambiente
(Martinez et al., 2013).

La estructura basica de las aflatoxinas (AF) consiste en un anillo dihidro-difurano o
tetrahidro-difurano unido a una cumarina con un anillo de cinco o seis atomos de carbono.
Hay alrededor de 20 diferentes tipos de aflatoxinas, las mas importantes por su alto potencial
cancerigeno, mutageno Yy teratégeno son: B: (AFB:1), B2 (AFB2), G1 (AFG1), G2 (AFG2), M1
(AFM1), M2 (AFM>), P1 (AFP1), Q1 (AFQ1) y D (AFD), este ultimo derivado del tratamiento
de la AFB: con amonio. La AFB: es la méas peligrosa y toxica de todas, y es producida por
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. En concordancia con lo anterior, las aflatoxinas se
pueden presentar en cualquier parte del mundo, ya que Aspergillus flavus crece a temperaturas
de 25°C y con una humedad relativa que abarca desde 70 a 90% de acuerdo a diversos autores;
asimismo, las micotoxinas se suelen formar al final de la fase exponencial o al principio de la
fase estacionaria del crecimiento del hongo (Figueroa, 2006; Martinez et al., 2013).

Esta toxina se relaciona con el desarrollo de carcinoma hepatocelular en poblaciones
gue consumen alimentos contaminados. Su mecanismo de accion toxica, involucra la
formacion de ligandos entre uno de sus metabolitos, producido en el higado luego de la
ingestion de la toxina, con el ADN de los hepatocitos, causando alteraciones en su replicacion;
esta clasificada dentro del grupo I, segin la Agencia Internacional de Investigacién sobre el
Céncer (IARC), por su efecto carcinogénico para humanos y animales (Duarte y Villamil,
2006).

Las aflatoxinas se encuentran, principalmente, en productos agricolas como las
materias primas para la preparacién de alimentos balanceados para ganado en forma de
contaminantes o bien, como residuos toxicos de los productos de dicha explotacion zootécnica
como la leche, huevo o carne y, su incidencia en alimentos para humanos se asocian con el
desarrollo de cancer de higado y de pulmén. Se ha establecido que el crecimiento de
Aspergillus y la consecuente contaminacion de los productos alimenticios con aflatoxinas son
consecuencia de la interaccion entre el hongo, el hospedero y el ambiente. La interaccion de
dichos factores determina la infestacion y colonizacion del sustrato (alimentos), asi como el

tipo y la cantidad de las aflatoxinas producidas (Martinez et al., 2013).



Duarte y Villamil (2006) indicaron que las micotoxinas constituyen un problema en el
ambito mundial por su alta incidencia y niveles de ocurrencia en los alimentos para humanos y
animales. Las condiciones de colonizacién de los sustratos por hongos micotoxigenicos, asi
como su posterior contaminacion con micotoxinas juegan un papel fundamental en las
estrategias de vigilancia y control.

Para el monitoreo de la contaminacion de los alimentos por estas sustancias se han
empleado diversos métodos quimicos, fisicos y de vigilancia, para prevenir los efectos nocivos
causados. En contraste, Sdnchez y Jiménez (2015) hacen mencion sobre los extractos y/o
aceites esenciales obtenidos a través de plantas, los cuales han ido ganando popularidad e
interés cientifico, dado que se ha reportado que presentan actividad antibacteriana y
antifngica, cuya actividad se atribuye a los diferentes metabolitos secundarios que estan
presentes en los extractos. Estos aceites esenciales son mezclas de compuestos quimicos
organicos provenientes de una misma familia quimica, los terpenoides, los cuales mediante la
asociacion o no a otros componentes, generalmente volatiles, generan el olor o aroma de la
planta (Torres, 2011).

Los extractos de aceites esenciales no se consumen de una forma pura o directa sino
que se utilizan como insumos 0 materia prima en los diferentes campos industriales. Existe
una gran variedad de plantas que tienen diferentes usos conforme a la cultura de cada region.
Muchas de estas plantas se han relacionado con propiedades antimicrobianas, encontrandose
alrededor de 1 340 plantas a las que se le atribuyen propiedades antimicrobianas y en las
cuales se han identificado alrededor de 30 000 componentes activos (Torres, 2011; Reyes et
al., 2012).

La composicion de los aceites esenciales varia de acuerdo a las diferentes partes de la
planta de la cual se extrae, puesto que sus compuestos volatiles son los que presentan el efecto
antimicrobiano, la determinacién de su composicion es importante. Se ha demostrado que los
componentes volatiles de estos aceites derivan de un grupo de terpenoides, sesquiterpenos y
posiblemente diterpenos, los cuales a su vez contienen diferentes grupos de hidrocarburos,
acidos, alcoholes, aldehidos, esteres, éteres y cetonas. Por lo tanto, de acuerdo al grupo
qguimico funcional de cada componente del aceite esencial se derivan sus componentes

principales (Reyes et al., 2012).



La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende, principalmente, de tres
caracteristicas: el carécter 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 que lleva a la desnaturalizacion de las proteinas y a la destruccion de la
membrana celular, haciéndolas més 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 fendlicos son los
principales responsables de las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales (Reyes et
al., 2012).

Rosmarinus officinalis, pertenece a la familia Lamiaceae (Labiatae Labiadas), es una
planta arbustiva con tallos prismaticos, las hojas son estrechas, agudas y pequefias, tienen
forma de espigas de color verde brillante con margenes revolutos y tallos lefiosos y
ramificados. Es una de las plantas con potencial de accion medicinal o funcional que tiene la
caracteristica de poseer un elevado contenido en sustancias o principios activos, con propie-
dades quimicas, bioquimicas u organolépticas muy especificas; se han reportado diversos
compuestos quimicos agrupados, de manera general, por diversos autores, en acidos fendlicos,
flavonoides, aceite esencial, acidos triterpénicos y alcoholes triterpénicos, siendo el aceite
esencial el componente mas estudiado cualitativamente. Se ha identificado el efecto del
extracto etandlico de romero sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y aflatoxina B1, dicho
estudio resalta una efectividad de inhibicion de la produccion de la aflotoxina By en 83%, por
lo que se podria reemplazar los fungicidas quimicos y proporcionar un método alternativo para
proteger los productos agricolas de la produccion de aflatoxina B1 (Avila et al., 2011).

Por otra parte, Vallejos (2017) comprobd la actividad antifingica del extracto de
Rosmarinus officinalis contra Candida albicans mediante métodos de difusion en agar; en el
estudio se evidenciaron zonas de inhibicion de crecimiento donde las medidas de los halos
vario dependiendo de la cepa de Candida albicans utilizada y de las concentraciones del

extracto que fueron empleadas, teniendo mayor inhibicion los pozos donde la concentracién



del extracto fue mayor, obteniendo que a una concentracién de 40 mg/ml el extracto ejercid
efecto antifungico al producir una zona de inhibicion de 21 mm de didmetro.

Melissa officinalis (Toronjil), al igual que Rosmarinus officinalis (Romero), presenta
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 propiedades tranquilizantes, digestivas,
antiespasmadicas y antifungicas. Se demostré que el extracto de Melissa officinalis tuvo
accion antifungica sobre Aspergillus flavus, determinada mediante técnicas de difusion en agar
y diluciones seriadas, para hallar la concentracion minima inhibitoria; encontrandose que los
halos de inhibicion promediaron 22 mm de didmetro, mientras que la concentracion minima
inhibitoria se observé a una concentracién de 23,30 mg/ml (Méarquez, 2012; Centeno y
Carrera, 2013).

El uso y empleo de los extractos naturales responden, principalmente, al conocimiento
tradicional relacionado con las plantas medicinales y a su bajo costo, comparado con los
conservantes quimicos que existen en el mercado. Su eleccion para el control de enfermedades
de importancia agricola es cada vez mas aceptada debido a la necesidad de emplear
compuestos eficaces que no provoquen efectos negativos para la salud y el ambiente,
proponiéndose con gran perspicacia los extractos vegetales como método natural y sencillo
para prevenir el crecimiento flngico y sus dafios colaterales, tanto en humanos, plantas y

animales.



METODOLOGIA

Material Vegetal
Las plantas para la obtencién de los extractos etanolicos, Melissa officinalis y

Rosmarinus officinalis, fueron adquiridas frescas en el mercado municipal de la ciudad de
Cumana, estado Sucre (Figura 1), fueron llevadas al herbario Isidro Ramon Bermudez Romero
(IRBR) del Departamento de Biologia de la Universidad de Oriente para ser identificadas. Se
emplearon, Unicamente, hojas y tallos, que fueron secados en estufa (marca Felisa, México) a

45°C, hasta que estuvieron completamente secos.
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Figura 1. Plantas utilizadas para la obtencion de los extractos etandlicos de Melissa officinalis

y Rosmarinus officinalis A. Hojas y tallos de Rosmarinus officinalis fresco. B. Hojas y tallos de Melissa
officinalis fresco.

Extraccion etandlica
Las hojas y tallos de las plantas se trituraron en un mortero de cerdmica, para asi

obtener un fino polvo con el cual se procedio a preparar el extracto, usando como solvente
etanol al 80% (marca Riedel de Haen).

El extracto se obtuvo siguiendo la metodologia de Bluma et al. (2008). Se mezclaron 3
g de polvo de las hojas y tallos con 20 ml de etanol al 80%, esta mezcla se dejoé en reposo
durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente, el extracto obtenido
se filtr6 sobre papel de filtro Whatman N°1 y fue vertido en placas de Petri, previamente

pesadas; posteriormente, las placas que contenian la solucion fueron guardadas en oscuridad



hasta que se evaporé completamente el etanol. Se determiné 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 ultimo, para la determinacion de la concentracion del extracto obtenido, se
tomo en cuenta el peso del extracto seco, resuspendido en 1 ml de agua destilada estéril y, se
expresd la concentracion en mg/ml. El extracto fue colocado en viales y guardado en
refrigeracion. Cada vial fue mezclado profusamente al momento de usarlo. La concentracion
del extracto etandlico de hojas y tallos de Melissa officinalis fue de 170 mg/ml y de

Rosmarinus officinalis 316 mg/ml.

Cepa fangica
Se empled una cepa de Aspergillus flavus (cddigo: DB146S) 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.

Suspension de conidios
La suspension de conidios se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por

Rasooli et al. (2008) para ello Aspergillus flavus fue cultivado en tubos de ensayo con agar
papa dextrosa (PDA) marca Dibico, a 28 + 2°C durante 10 dias. Posteriormente, se preparé la
suspension de conidios, para lo cual a cada tubo de ensayo se le agregaron 10 ml de solucién
salina fisioldgica estéril (SSF) y se agitdé 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 suspension.

Finalmente, utilizando una cdmara de Neubauer se ajusto la concentracion de conidios

a 108 conidios/ml.

Evaluacion de la actividad antifangica por el método de difusion en agar
La actividad antifingica de los extractos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis

se determind de acuerdo a la metodologia descrita por De Souza et al. (2005). Se utilizaron
placas de Petri conteniendo PDA, en las cuales fueron diseminados uniformemente 100 ul 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 didmetro con los
extractos y se colocaron en el medio de las placas de Petri con PDA previamente inoculadas
con la suspension de conidios. Se conto 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. La actividad antifungica de
los extractos de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus flavus se
evidencid con la aparicion de halos de inhibicién del crecimiento fungico alrededor de los

discos.

Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria
La concentracion minima inhibitoria (CMI) se realiz6 siguiendo la metodologia

descrita por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008) a partir de la concentracion
que se obtuvo de los extractos etandlicos, se tomaron 100 pul y se realizaron diluciones seriadas
de los extractos etandlicos de hojas y tallos de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis
(1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) en los micropozos de una placa que contenia 100 pul de caldo
Sabouraud dextrosa (CSD) y 50 ul de la suspension de conidios de Aspergillus flavus ajustada
a 10° conidios/ml. Las placas se incubaron a 28°C, durante 48 horas. Las lecturas se realizaron
cualitativamente y la CMI correspondié a la concentracion presente en el micropozo con la

mayor dilucién que no mostré crecimiento fungico.

Evaluacion de la actividad antifangica por volatilizacién de componentes de los extractos
de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis
La actividad antifungica por volatilizacion de los componentes de los extractos

etandlicos de hojas y tallos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis, se determind de
acuerdo a la metodologia descrita por Ross et al. (2001), se utilizaron placas de Petri que
contenian agar PDA, luego, fueron diseminados de manera uniforme y por separado, 100 ul de
la suspension de conidios de Aspergillus flavus.

Seguidamente, se impregnaron discos de papel de filtro estériles Whatman N° 1
(Whatman, EEUU) con 10 pl de los extractos y se colocaron en la cara posterior de las tapas

de las placas de Petri sellandolas con cinta Parafilm. Se contd con un control de crecimiento



de placas inoculadas con 100 pl la suspension de conidios. Las placas fueron incubadas
durante un lapso de tiempo de 3 a 5 dias a una temperatura de 28°C y observadas cada 24
horas. La actividad antifungica se establecio al observar cualquier grado de inhibicion del
crecimiento fungico y se determind comparandolo con las placas de control de crecimiento. El

procedimiento se realizé por triplicado.

Anélisis de resultados
Los resultados obtenidos en la investigacion se presentan mediante estadistica

descriptiva, a través de tablas y figuras (Triola, 2009), para comparar la actividad antifingica
de los extractos etandlicos de hojas y tallos de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis

sobre Aspergillus flavus.



RESULTADOS Y DISCUSION
Al evaluar la actividad antifungica de los extractos etanolicos de Melissa officinalis y

Rosmarinus officinalis por el método de difusidn en agar se puede notar que los mismos tienen
propiedades antifingicas sobre la especie fungica probada. Sin embargo, se observé que el
extracto de Melissa officinalis tuvo mayor inhibicion sobre el crecimiento de Aspergillus
flavus con halos de inhibicion promedio de 4, 60 mm de diametro mientras que los halos de

inhibicion de Rosmarinus officinalis fueron de 3, 60 mm (Tabla 1).

Tabla 1. Halos de inhibicién promedio del extracto etandlico de hojas y tallos de Melissa
officinalis y Rosmarinus officinalis contra Aspergillus flavus

Extracto Microorganismo Halos de inhibicion
Melissa officinalis Aspergillus flavus 4, 60 mm
Rosmarinus officinalis Aspergillus flavus 3, 60 mm

En las figuras 2 y 3, se muestran los halos de inhibicién producidos por los extractos
etanolicos de hojas y tallos de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus
flavus, donde se puede apreciar que los extractos utilizados ejercieron actividad antifingica

contra el crecimiento de la especie evaluada durante 72 horas de incubacion.

Figura 2. Efecto antiflngico del extracto etandlico de hojas y tallos de Melissa officinalis

sobre el crecimiento de Aspergillus flavus. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con Aspergillus flavus. B: PDA inoculado con Aspergillus flavus + disco impregnado con el extracto
de Melissa officinalis).

10



Figura 3. Actividad antifingica del extracto etanolicos de hojas y tallos de Rosmarinus

officinalis (Romero) contra Aspergillus flavus. A: Control de crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA)
inoculado con Aspergillus flavus. B: PDA inoculado con Aspergillus flavus + disco impregnado con el extracto
de Rosmarinus officinalis).

Moreno et al. (2011), en un estudio de la actividad antifingica de extractos alcohélicos
de Larrea tridentata (Gobernadora) mediante la técnica de difusion en agar, reportd la
inhibicion del crecimiento de Aspergillus flavus al obtener halos de inhibicion que oscilan
entre los 5y 22 mm de didmetro de acuerdo a las diferentes concentraciones evaluadas y al
tipo de solvente utilizado, teniendo halos de 12 a 21 mm de didmetro para extractos etanolicos,
de 5 a 20 mm para acetona y entre 7 y 20 mm para metanol.

Por su parte, Centeno y Carrera (2013) evaluaron el extracto de toronjil, cuyo efecto
antifungico quedo de manifiesto demostrando, en promedio, halos de inhibicion de 22 mm de
didmetro. Martinez (2013) indic6 que los extractos de Romero, Menta y Salvia obtenidos por
método solido-liquido con alcohol evaporando totalmente el solvente, presentaron efectos
inhibitorios sobres las cepas de Aspergillus niger, Penicillium digitatum y Penicillium
italicum, con un promedio de halos de inhibicion de 12 mm para todas las especies
mencionadas. Mahboobeh et al. (2016) establecieron que hubo actividad antifingica con los
extractos de Zataria multiflora (ZOE) con nanoparticulas solidas de lipidos (ZOE-SLN) en las
diferentes especies de Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger y Aspergillus flavus.

Los valores de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los extractos etanélicos de
Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis sobre Aspergillus flavus se observan en las tablas
2y 3.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de hojas y tallos de Melissa
officinalis frente a Aspergillus flavus
Extracto Microorganismo  Concentracién minima inhibitoria (mg/ml)
85,00 42,50 21,25 10,62 5,31

Melissa officinalis  Aspergillus flavus - - + + +

-2 No hubo crecimiento. +: Crecimiento.

Tabla 3. Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de hojas y tallos de
Rosmarinus officinalis frente a Aspergillus flavus.
Extracto Microorganismo  Concentracion minima inhibitoria (mg/ml)
158,00 79,00 39,50 19,75 9, 87

Rosmarinus officinalis  Aspergillus flavus - + + + +

-2 No hubo crecimiento. +: Crecimiento

El extracto etandlico de Melissa officinalis inhibid el crecimiento de Aspergillus flavus
a una concentracién de 42,50 mg/ml, mientras que el extracto etandlico de Rosmarinus
officinalis inhibi6 el crecimiento fungico a una concentracion de 158 mg/ml. Ambos extractos
inhibieron el crecimiento de Aspergillus flavus, sin embargo la mayor actividad se pudo
observar con el extracto etandlico de Melissa officinalis ya que, requiri6 una menor
concentracion en comparacion con el extracto etandlico de Rosmarinus officinalis.

Lozano et al. (2011) valoraron la actividad antimicrobiana de extractos de cuatro
especies de Agave sobre el crecimiento de Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus,
obteniendo como resultado que los extractos metanolicos de hojas y flores de Agave
aspérrima fueron los mas activos, presentando concentraciones minimas inhibitorias de 0,95
+0,37a1+0,5mg/ml.

Alcald (2012) sefialé que el extracto de Thymus vulgaris inhibi6 el crecimiento de
Aspergillus flavus a una concentracion de 47,50 mg/ml. Por su parte, Marquez (2012) reportd
que los extractos etandlicos de Rosmarinus officinalis y Melissa officinalis inhibieron el
crecimiento de Candida albicans a concentraciones de 11,20 mg/ml y de 44,00 mg/ml,
respectivamente. En el mismo sentido, Gonzélez et al. (2015) reportaron que el extracto

etanolico de Agave scabra presenta actividad antifingica frente a Aspergillus flavus y A.
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parasiticus, con una CMI de 0,5 a 2,0 mg/ml respectivamente, mientras que Ayaz et al. (2016)
sefialaron concentraciones minimas inhibitorias para A. flavus y A. niger de 23,33 y 125,00
ug/ml respectivamente, por el extracto alcoholico de Polygonum hydropiper.

Vallejos (2017) demostro que el extracto acuoso de Ocimum sanctum ejerce efecto
antifungico a diferentes concentraciones en varias especies de hongos; encontrando que a una
concentracion del 40% el extracto fue eficaz al inhibir el crecimiento de Aspergillus niger,
Rhizopus sp., y Cladosporium sp. Mientras que el 30% de extracto vegetal es efectivo para
Curvularia lunata.

Torres et al. (2017) estudié extractos de hojas de Luma chequen sefialando una
concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Luma chequen, de 1, 56 mg/ml
sobre Candida tropicalis y Candida parapsilosis.

Al evaluar la actividad inhibitoria de los compuestos volatiles de los extractos de
Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis se observé que los vapores emitidos por los
mismos inhibieron el crecimiento de Aspergillus flavus produciendo halos de inhibicion

promedios de 7,30 mm y 5,30 mm, respectivamente (Tabla 4).

Tabla 4. Valores promedios de halos de inhibicidn de los extractos etanolicos de hojas y tallos
de Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis contra Aspergillus flavus por el método de
volatilizacion de los componentes.

Extracto Microorganismo Halos de inhibicion
Melissa officinalis Aspergillus flavus 7,30 mm
Rosmarinus officinalis Aspergillus flavus 5,30 mm

En las figuras 4 y 5, se ilustran los halos de inhibicion producidos por el efecto
inhibitorio de los componentes volatiles de los extractos de Melissa officinalis y Rosmarinus
officinalis sobre Aspergillus flavus, donde se puede evidenciar que los extractos utilizados
ejercen actividad antifingica sobre el crecimiento de la especie evaluada durante 72 horas de

incubacion.
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Figura 4. Actividad antifingica por volatilizacion de los componentes del extracto etanélico

de hojas y tallos de Melissa officinalis (Toronjil) contra Aspergillus flavus. A: Control de
crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA) inoculado con Aspergillus flavus. B: PDA inoculado con Aspergillus
flavus + disco impregnado con el extracto de Melissa officinalis).

Figura 5. Actividad antifangica por volatilizacién de los componentes del extracto etandlico

de hojas y tallos de Rosmarinus officinalis (Romero) contra Aspergillus flavus. A: Control de
crecimiento: Agar papa dextrosa (PDA) inoculado con Aspergillus flavus. B: PDA inoculado con Aspergillus
flavus + disco impregnado con el extracto de Rosmarinus officinalis).

Phillips et al. (2011) determinaron que los vapores del aceite esencial de Citrus inhibid
completamente la esporulacion de Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger y Alternaria
alternata. Reyes et al. (2012) mencionan que la composicién de los aceites esenciales varia de
acuerdo a las diferentes partes de la planta de la cual se extrae, puesto que sus compuestos
volatiles son los que presentan el efecto antimicrobiano, la determinacién de su composicion
es importante. Resalta que algunas investigaciones han reportado que el uso de vapores
generados por los aceites esenciales tiene mayor efecto antimicrobiano en comparacion con el

contacto directo. Esto ha tenido mayor impacto contra mohos, ya que debido a su crecimiento
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superficial, ellos son mas susceptibles a los vapores de aceites esenciales. Gianfrancesco, 2018
comprobo la actividad antifungica por volatilizacién de los componentes del extracto vegetal
de Morinda citrifolia contra Aspergillus flavus y Aspergillus niger obteniendo halos de
inhibicién de 6,70 mm sobre Aspergillus flavus y de 6,10 mm de didmetro para Aspergillus
niger.

Se observa en cada etapa de la investigacion, que el extracto de Melissa officinalis
posee mayor actividad antifungica que Rosmarinus officinalis, cuyos efectos de acuerdo a
diferentes investigaciones relacionadas, se debe a la presencia en sus aceites esenciales de
diversos componentes. En el caso de Melissa officinalis estudios fitoquimicos han demostrado
la presencia de compuestos polifendlicos (&cido rosmarinico, &cido cafeico), citronella,
geranial, citral, flavonoides (luteolina), a pineno,  pineno, carvacrol y taninos. Asi como
también por métodos de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas revelan
los principales componentes quimicos, destacando el eugenol con 45,47%, seguido del
cariofileno, a cariofileno, 3- metil-4- isopropil fenol, germacreno D, con 40,77%, 2,94%,
1,52%, 1,17%, respectivamente, que representan mas del 90% del total registrado. Mientras
gue en Rosmarinus officinalis se han reportado diversos compuestos quimicos los cuales han
sido agrupados de manera general por diversos autores en &cidos fenolicos, flavonoides, aceite
esencial, acidos y alcoholes triterpénicos, cuyas moléculas activas presentes son a-pineno, [3-
pineno, canfeno, ésteres terpénicos como el 1,8-cineol, alcanfor, linalol, verbinol, terpineol,
carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-octanona, isobanil-acetato y [-cariofileno; los &cidos
vanilico, caféico, clorogénico, rosmarinico, carnosico, ursélico, oleanolico, butilinico,
betulinico, betulina, a-amirina, p-amirina, borneol, y acetato de bornilo (Avila et al., 2011;
Marquez, 2012; Acevedo et al., 2013).

La accién inhibitoria de los extractos sobre el crecimiento fungico puede estar
influenciada principalmente por la presencia de compuestos fitoquimicos, los cuales son
biomoléculas organicas, responsables de este efecto inhibitorio. No se conoce con exactitud el
mecanismo de accion de estos compuestos, pero puede estar relacionado con la ruptura de las
membranas plasmaticas de los microorganismos a través de compuestos lipofilicos, asi como
también es atribuible a parte de los mecanismos bioquimicos de defensa de las plantas,

quienes responden al ataque de patdgenos a traves de una gran cantidad de mecanismos fisicos
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y bioquimicos para resistir la colonizacion, los cuales se clasifican en defensas constitutivas o
preformadas e inducibles. (Bejarano y Centeno, 2009; Martinez et al., 2014).

El efecto antifungico presentado por el extracto de Melissa officinalis probablemente
se debe a la sinergia entre sus componentes, los cuales se combinan para actuar sobre la
membrana celular, alterando su permeabilidad y rompiendo la bicapa de lipidos favoreciendo
asi la entrada a la célula de sus componentes, causando de esta manera la muerte celular. El
extracto de romero deteriora la membrana celular de bacterias y mohos con actividad
citotoxica, afectando directamente a la fase mit6tica de los microorganismos (Avila et al.,
2011; Mérquez, 2012).

Los extractos de plantas naturales sugieren nuevas alternativas de tratamiento para
evitar el crecimiento y desarrollo de diversos microorganismos, incluyendo hongos saprofitos
y patégenos. Un nimero creciente de personas recurren a sus propiedades curativas basandose
en su uso tradicional, y recientemente en el control de cosechas y conservacion de alimentos,
debido a que los hongos producen pérdidas significativas en los productos alimenticios y en
los granos durante su almacenamiento, afectando su valor nutritivo por la produccién de
micotoxinas. A nivel mundial, cerca del 25% de los cereales estdn contaminados con
micotoxinas, y mas de 300 metabolitos fungicos son téxicos para los seres humanos y
animales (Valero, 2014; Azuero, 2016). Con el efecto probado y las propiedades descritas
inherentes a cada planta estudiada, se puede decir que el uso de los extractos vegetales en
contacto directo y en fase de vapor, condicionan una estrategia eficaz para combatir, de forma

ecologica y econdmica los efectos perjudiciales de los hongos sobre los alimentos.
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CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de hojas y tallos de Melissa officinalis y Rosmarinus
officinalis ejercen actividad antifungica contra Aspergillus flavus.

El extracto de Melissa officinalis mostré mayor actividad anfdngica que Rosmarinus
officinalis en la inhibicion del crecimiento de Aspergillus flavus.

La concentracién minima inhibitoria del extracto etandlico de Melissa officinalis sobre
Aspergillus flavus fue de 42, 50 mg/ml y del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
correspondi6 a 158 mg/ml.

Los componentes volatiles de los extracto de Melissa officinalis y Rosmarinus
officinalis mostraron actividad antiflngica sobre el crecimiento de Aspergillus flavus.
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RECOMENDACIONES
Evaluar la actividad antifingica de los extractos etandlicos de hojas y tallos de Melissa

officinalis y Rosmarinus officinalis sobre otras especies de hongos micotoxigénicos.

Determinar los compuestos activos de los extractos etandlicos de hojas y tallos de

Melissa officinalis y Rosmarinus officinalis responsables de la actividad antifungica.
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usadas presentaron actividad antifingica sobre el crecimiento de Aspergillus flavus.
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CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°OAS
' Cumand, 4 AGD 208

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conoci6 el punto de agenda *SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el aoficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

UNIVERSWME%LEG 15@0 a usted a los fines consiguientes.
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& Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgmdo.
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