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RESUMEN

Ante la importancia del manejo de los cultivos agricolas, que son la base para
la alimentacion humana y animal, se considero importante realizar la
busqueda de productos naturales como los aceites esenciales y determinar
su efecto antifingico como una alternativa para reducir el deterioro de los
granos utilizados como materia prima en la elaboracion de diversos
alimentos y bebidas; asi como su posible uso como conservadores y/o
aditivos.

El objetivo principal de este estudio fue el de evaluar la actividad antifangica
de nueve aceites esenciales grado alimenticio (ajo, anis, canela, cebolla,
cilantro, clavo, menta, orégano y tomillo) contra las especies del género
Fusarium (F. graminearum, F. moniliforme y F. oxysporum) y Penicillium (P.
funiculosum, P. janthinellum, P. olsonii y P. oxalicum) agentes causales de
pudriciones de granos, deterioro y reduccion de su calidad culinaria,
industrial y sanitaria.

El estudio se realiz6 en la Unidad de Investigacion de Granos y Semillas
(UNIGRAS) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Los nueve
aceites esenciales se emplearon en siete diferentes concentraciones: 0.025,
0.05, 0.1, 0.15, 0.25, 0.35, 0.45%. Las pruebas realizadas fueron in vitro, se
hicieron tres repeticiones por cada tratamiento y un testigo sin tratamiento
para cada una de las especies en estudio del género Fusarium y Penicillium,
se sometieron a incubacion por 15 dias midiendo el crecimiento del diametro
de las colonias cada 72 horas y determinando asi el efecto de inhibicion de
los aceites esenciales.

Los resultados obtenidos indicaron que el aceite de canela en las dosis

minimas probadas de 0.05 y 0.025% fue el que presento el mejor efecto

antifingico sobre el crecimiento micelial de F. moniliforme, F. graminearum

y F. oxysporum. En la dosis de 0.25% los aceites esenciales que tuvieron

mayor efecto antifingico sobre F. graminearum y F. oxysporum fueron los

aceites de ajo y cebolla, a esta misma dosis para F. moniliforme, los aceites
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que presentaron un mejor efecto antifungico fueron la cebolla y el cilantro.

El aceite esencial de menta fue el que mostr6 mayor efecto de inhibicion

sobre F. moniliforme al ser empleado en una dosis de 0.35%. Para la dosis

maxima (0.45%) utilizada, los aceites de cilantro y menta presentaron un

mayor efecto de inhibicion sobre F. graminearum y F. oxysporum. Sin

embargo, el aceite esencial de anis fue el que presenté la menor actividad

antifingica sobre el desarrollo micelial de las tres especies de Fusarium

probadas.

En las especies de Penicillium se observdo que en, P. olsonii y P. oxalicum, el
aceite esencial de canela a una dosis minima probada de 0.05%, mostro la
mayor actividad antifingica, mientras que para P. funiculosum, el aceite de
clavo fue el que presento el mejor efecto inhibitorio en esta misma dosis. En
cuanto a los que tuvieron mayor efecto antifiingico empleando una dosis de
0.15% fueron los aceites de ajo y cebolla, para P. funiculosum 'y P.
janthinellum; para la especie de P. olsonii fueron los aceites esenciales de ajo,
clavo y orégano los que mostraron mayor efecto inhibitorio. Empleando una
dosis de 0.25%, el aceite esencial de cebolla mostré un efecto antifungico
sobre P. olsonii, a esta misma dosis el ajo y orégano presentaron inhibicion
sobre P. oxalicum. El aceite esencial de cilantro a una dosis de 0.35% mostro
un efecto inhibitorio sobre las cuatro especies estudiadas. Al emplear la
dosis maxima probada de 0.45%, el aceite esencial de menta fue el que
presento un efecto antifingico solo para P. oxalicum y P. janthinellum. El
aceite esencial de anis de la misma manera que para Fusarium fue el Gnico
que no mostro efecto de inhibicion total para ninguna de las especies de

Penicillium.
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I.INTRODUCCION

Los consumidores actuales demandan cada vez mas, alimentos sin
sustancias conservantes o antimicrobianas sintetizadas quimicamente y
asocian alimentos sanos y seguros con alimentos frescos o minimamente
procesados. Esto ha llevado a la busqueda de nuevas formas de preservacion
y al analisis de sus efectos sobre la estabilidad microbiolégica de los

alimentos (Buchanan y Phillips, 1990; Leistner 1992).

Ohlsson (1994) senala que los habitos alimenticios de los consumidores de
esta década estan cambiando e identifica aspectos como dieta y salud,
conveniencia, seguridad e ingredientes naturales como nuevas tendencias en
el mercado de alimentos procesados. En muchos paises se esta consolidando
el desarrollo y consumo de alimentos mas “naturales”, minimamente
procesado, libres de aditivos o al menos con cantidades reducidas de éstos
(Giese, 1994), por lo que existe un peligro potencial en la seguridad de los
alimentos al reducir parte de los factores utilizados habitualmente para su

preservacion (Russel y Gould, 1991).

Giese (1994) y Davidson (1996) mencionan que la seguridad de los alimentos
mejora  significativamente con la incorporacion de compuestos
antimicrobianos, ya que estas sustancias se anaden a los alimentos para
prevenir la descomposicion de los mismos, por la actividad metabdlica
microbiana. Davidson (1996) define a los antimicrobianos como compuestos
quimicos presentes o anadidos en los alimentos, que retardan el crecimiento
microbiano o inactivan a los microorganismos y por lo tanto, detienen el
deterioro de la calidad y brindan seguridad al alimento en el cual se
encuentran. El aspecto mas importante de la pérdida de la calidad de los
alimentos es el asociado con el deterioro microbiano y en particular con la

presencia y/o desarrollo de microorganismos patogenos.
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Esto ha llevado a investigar el uso y modo de accion de conservadores
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disponibles a fin de emplearlos de manera eficiente y a estudiar su aplicacion

al combinarlos con otras formas tradicionales y novedosas de preservacion.

Los principales antimicrobianos utilizados en alimentos actuan
principalmente inhibiendo y/o disminuyendo el crecimiento de los
microorganismos, aunque algunos pueden también desactivarlos (Russell y

Gould, 1991; Gould, 1996).

Las sustancias empleadas como conservadores se usan esencialmente para
prevenir el deterioro de los alimentos durante su almacenamiento y
distribucion, asegurando de esta manera, la inocuidad del producto durante
su vida de anaquel. Por lo tanto, el principal objetivo de ataque de estas
sustancias seran aquellos microorganismos que puedan desarrollarse y
deteriorar los alimentos. Ademas, dichas sustancias, se convertirian en un
impedimento para el crecimiento de los microorganismos patogenos y

productores de toxinas (Russell y Gould, 1991; Davidson, 1996).

La busqueda de nuevos compuestos quimicos que puedan ayudar a la
conservacion de alimentos se ha visto restringida por ciertos aspectos,
principalmente econémicos. En estos términos, desarrollar un nuevo
compuesto y lograr que éste sea aprobado tiene un costo significativamente
elevado, sin contar ademas, el tiempo considerablemente extenso que
demanda el proceso de aprobacion. Para asegurar que el aditivo desarrollado
no tiene ningun efecto negativo sobre la salud, se deben realizar una serie de
pruebas que incluyen: genotoxicidad, fertilidad, teratogenicidad, toxicidad
subcronica, y toxicidad cronica, incluyendo carcinogénesis (Luck y Jager

1997).

Estos obstaculos han conducido a la busqueda de nuevos conservadores por
otras vias. Una de las alternativas, es examinar compuestos que en la

actualidad son wutilizados en la industria de alimentos con distintos
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propositos, los cuales poseen comprobado potencial como antimicrobianos,

estan aprobados y son seguros en los niveles utilizados.

Dentro de estos compuestos se encuentran los llamados antimicrobianos
naturales o “productos naturales” presentes en plantas (Nychas, 1995,
Davidson, 1996); siendo los aceites esenciales y extractos vegetales de
hierbas y especias una alternativa de importantes alcances, su reconocido
principio aromatico y su sabor de extractos vegetales han motivado el uso de
varios de ellos, principalmente como agentes saborizantes o sazonadores de

alimentos y bebidas (Bosques-Molina et al., 2009).



Il. ANTECEDENTES



2.1 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales (AEs) son los aditivos naturales que mas interés han
generado en los ultimos anos en la industria de los alimentos ya que ofrecen
una alternativa antimicrobiana y antioxidante que puede garantizar la
seguridad e inocuidad de los alimentos en donde se adicionen sin riesgo de
contaminar el entorno. Los estudios in vitro e in vivo reportados en frutas,
hortalizas, productos carnicos y lacteos indican que se requieren muy bajas
concentraciones para lograr un efecto bioconservador (Bosquez-Molina et al.,

20009).

Los aceites esenciales (AEs) son mezclas de lipidos o grasas de bajo peso
molecular muy hidrofébicas, con excepcion de los nitrogenados y/o
azufrados; generalmente son menos densas que el agua, y confieren el sabor
y aroma caracteristico de la fuente vegetal o cultivo de donde provienen.
Normalmente se extraen de diversas partes de las plantas (flores, frutas,
hojas, raices, bulbos, semillas, cortezas, hierbas y madera). En condiciones
ambientales, son liquidos menos densos que el agua, pero mas viscosos que
ella, no solidifican a -20 °C. Son poco solubles en etanol; son muy solubles
en cloroformo y en aceites fijos o no volatiles como el aceite de oliva, e
insolubles en agua (Gunther, 1948). De acuerdo con Reineccius (1994) se
pueden clasificar quimicamente en cuatro grupos: 1) Los terpenos o hidratos
de carbono de formula general (CsHg)n como el limoneno; 2) Derivados
oxigenados de los terpenos como el citral; 3) Compuestos aromaticos que
contienen una estructura benzoica como el eugenol; 4) y compuestos que
contienen azufre y/o nitrogeno como los isotiocianatos y sélo azufre como el

dialil disulfuro.



2.1.1 Composicion Quimica

Los principales componentes de los AEs pueden constituir hasta el 85% del
aceite y el resto de los compuestos se encuentra en pequenas cantidades o
trazas (Senatore, 1996). Existen evidencias de que los componentes menores
desempenan un papel relevante en la funcion antimicrobiana, probablemente
generando un efecto sinérgico con los otros constituyentes de las mezclas

(Delaquis et al., 2002).

Ademas de las cuatro familias principales de compuestos quimicos
mencionadas, las frutas y hortalizas contienen otros volatiles como son:
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres, lactonas y oxidos. Es
precisamente debido a su compleja composicion quimica, que los AEs son
diversos en sus efectos, y en ello se fundamenta su acciéon antimicrobiana
pues esto contribuye a reducir o inhibir la resistencia de los
microorganismos; por consiguiente, su uso en la industria alimentaria ha
generado mucho interés. Los AEs ricos en terpenos y compuestos fenédlicos
poseen alta actividad antimicrobiana; algunas hierbas o especias con estas
propiedades incluyen a la pimienta, la albahaca, el laurel, el clavo, la canela,
la carcuma, el eucalipto, el extracto de semilla de toronja, el orégano, la
paprika, el rabano, el romero, la salvia, el tomillo, la valeriana, el estragon,

entre otras mas (Draughon, 2004).

La actividad antimicrobiana del clavo, la pimienta y la canela se atribuye al
eugenol (2-metoxi-4 alil fenol) y al aldehido cinamico que son sus principales
constituyentes volatiles. El tomillo y el orégano que se utilizan en la industria
alimenticia como sazonadores y bioconservadores culinarios, contienen AEs
que se consideran con una alta actividad inhibitoria. Los terpenos carvacrol,
p-cimeno y timol son los principales componentes volatiles de estas especias,
siendo el timol el que se encuentra en mayor proporcion (en el orégano hasta
en un 50% y en el tomillo hay 43% de timol y 36% de p-cimeno) (Conner,

1993). La actividad antimicrobiana de los aceites y oleorresinas de tomillo y



orégano es amplia contra bacterias, hongos y levaduras. El aceite esencial del
flavedo "o piel" del limon (Citrus aurantifolia Swingle) contiene monoterpenos,
sesquiterpenos, alcoholes, ésteres y aldehidos, y se le atribuyen propiedades
antisépticas, antivirales y bactericidas (Gvdbiotech, 2009). En el AE de
romero (Rosmarinus officinalis) las propiedades antimicrobianas se atribuyen
a sus componentes alcanfor (21%), eucaliptol 1,8-cineol (17.6%) y verberona

(>12%) (Mulas et al., 2004).

2.1.2 Compuestos con actividad antimicrobiana

Dentro de los productos naturales existe un gran interés en su uso como
antimicrobianos y su posible substitucion con los tradicionalmente utilizados
(Nychas, 1995) ya que existen varios reportes en la bibliografia acerca de la
actividad antimicrobiana de especies, hierbas y plantas o sus extractos
(Hitokoto et al., 1980; Shelef, 1983; Jay y Rivers, 1984; Karapinar, 1985;
Thompson, 1986; Graham y Graham, 1987; Beuchat y Golden, 1989).

Si bien se ha estimado que las plantas sintetizan cientos de miles de
diferentes compuestos metabolitos secundarios y que todos los dias son
reportados otros nuevos, se los ha agrupado en cinco clases de acuerdo a la

estructura quimica o segun la forma en que la planta los produce.

En el Cuadro 1 se pueden observar algunos ejemplos de compuestos con

actividad antimicrobiana producidos por plantas y descritos por Duke (1985).


http://www.gvdbiotech.com/amibafintro.htm

Cuadro 1. Principales tipos de compuestos antimicrobianos provenientes de

plantas.
Nombre Nombre Compuesto Clase Actividad Toxicidad
vulgar cientifico relativa *
Ace1jc ¢ de Olea Hexanal Aldehido General No se
oliva europea conoce
Ajo All.z um All.lclna ’ Sulfoxido General No se
sativum ajoeno conoce
Cebolla Allium cepa Allicina Sulfoxido BaCttela’ No se
Candida conoce
. Matricaria Acido Acido S. aureus
Chamomilla . . 1 . 2.3
chamomilla  antémico fenolico Helmintos
Clavo Syzyg wm Eugenol Terpeno General 1.7
aromaticum
Eucaliptus Eucalyptus Taninos Polifenoles Bacterlgs 1.5
globulus E. coli
Panax Staphylococcus
Ginseng notoginseng Saponinas Trichophyton 2.7
Henna Lawsora — 4 .4, galico Acido S. aureus 1.5
inermes fendlico
Quinina Cinchona Quinina Alkaloide Plasmodium 2.0
Sp. Spp-
Te verde C'amell%a Catequinas Flavonoides General 2.0
sinensis
Tomillos Thqus Tln_rlol, Ter.penos, Bacterias, 95
vulgaris taninos polifenoles hongos
Valeriana Val.e riana Ace1‘9e Terpenos General 2.7
officinalis esencial

* 0 altamente seguro, 3 altamente toxico

Fuente: Cowan, 1999.



2.1.3 Estructura Quimica

En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos policiclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados; Ej., alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, etc., substancias azufradas y nitrogenadas (Fig.1). Los
compuestos menos frecuentes derivan biologicamente del acido mevalonico;
se les cataloga como terpenos: monoterpenos (Cio) y sesquiterpenos (Cis)

(Judd et al., 2002).

2.1.4 Extraccion de aceites esenciales

Para obtener un aceite esencial de calidad hay que tomar en cuenta los
diferentes factores que pueden alterar su composicion. Son S los aspectos
fundamentales que determinan la composicion quimica de los aceites
esenciales: 1. variedad genética y el estado de desarrollo de la planta o sus
organos, 2. factores geograficos y ambientales como la temperatura,
luminosidad, humedad relativa, composicion del suelo, 3. practicas
culturales 4. corte y operaciones postcosecha y 5. el método de extraccion;

este Ultimo, es el mas importante de todos los puntos mencionados.

Los métodos usados para la extraccion de las sustancias aromaticas
contenidos en las "mezclas" de los aceites esenciales incluyen: 1. El
enfleurage, 2. La compresion, 3. La extraccion por solventes 4. La extraccion
con fluidos supercriticos 5. La extraccion con etanol y 6. La destilacion, que

es el mas usado de todos (Judd, et al., 2002).
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Figura 1. Estructura quimica de algunos aceites esenciales (Judd, et al, 2002).
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Enfleurage: Proceso en dos pasos durante el cual los aceites son
absorbidos en una cera o grasa y posteriormente extraidos en alcohol. Se
usa para obtener aceites muy delicados, principalmente de flores. No es
comun el uso de esta técnica a nivel industrial por los costos econémicos
y porque actualmente se usan métodos mas eficientes.

Compresion o prensado: Es el tradicional para la obtencion de los aceites
de la piel de los citricos. Consiste en la compresion o prensado hasta
obtener una mezcla de grasas, ceras y los compuestos volatiles. Son
prensados mecanicamente o en frio.

Extraccion por solventes o maceracion: La maceracion con solventes
comunmente se utiliza en la industria perfumera. Los materiales son
sumergidos y agitados en un solvente que usualmente es el hexano y/o
dimetil éter. Se obtienen ademas de los AEs otras sustancias hidrofobicas
o solubles en grasas como ceras, pigmentos y resinas; posteriormente, por
destilacion en vacio, se eliminan los solventes.

Extraccion con fluidos supercriticos: Esta técnica usa COz liquido como
solvente de extraccion. Cuando el CO2 se somete a altas presiones (100
atmosferas o mas) a temperatura ambiente, cambia su estado gaseoso a
liquido y actua como solvente. Luego, cuando se reduce la presion, el CO2
cambia de estado de liquido a gas separando el COz de los aceites
esenciales y las oleorresinas.

Extraccion con etanol: Se usa para la extraccion de los volatiles de
material seco. Son llamados tinturas. Una vez hecha la tintura, el alcohol
se elimina, usualmente por destilacion a baja presion.

Destilacion: Es la técnica mas comun en la obtencion de los compuestos
aromaticos contenidos en los aceites esenciales. El material vegetal
molido, usualmente en agua, se calienta en un alambique hasta la

ebullicion para condensar los vapores.

(Judd, et al., 2002)
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2.1.5 Usos de los aceites esenciales en alimentos

En la industria alimentaria, los conservadores contintian siendo una de las
clases mas importantes dentro de los aditivos empleados en los diversos
grupos de alimentos. Actualmente esta industria enfrenta una creciente
exigencia, por parte del consumidor, de alimentos de calidad con mayor
capacidad de conservacion y sanidad por lo que se hace cada vez mas
necesaria la eliminacion de aditivos sintéticos y su sustitucion por productos
naturales con menor impacto contra el ambiente, siendo los aceites
esenciales y extractos vegetales de hierbas y especias una alternativa de

importantes alcances.

El reconocido principio aromatico y de sabor de extractos vegetales de
diferentes tipos de plantas ha motivado el uso de varios de ellos,
principalmente como agentes saborizantes o sazonadores de alimentos y
bebidas. Sin embargo, son pocos los alimentos que a nivel comercial
contienen aceites esenciales como bioconservadores. Algunos estudios

reportan lo siguiente:

» Carne y Productos carnicos

Una salsa estilo italiana, conteniendo 0.3% de aceite esencial de orégano y
0.3% de aceite esencial de tomillo redujo significativamente cuentas
aerobicas en placa de Escherichia coli O157:H7 en filetes crudos de pechuga
de pollo. Esta combinacion de AEs de orégano y tomillo fue altamente letal
para Salmonella, Typhimurium y Campylobacter jejuni (Draughon, 2004). El
aceite esencial de ajo y cebolla ademas de tener efecto antimicrobiano contra
Pseudomonas fragi y Lactobacillus, mejoré los atributos sensoriales en
chorizo (Morales-Lopez, 1999). Salsas para marinar con 6% de AE de hoja de
pimiento inhiben Acrobacter butzleri en chuletas de cerdo. Purés de ciruela

deshidratada al 3% reducen E. coliy Salmonella en carne molida.
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El ajo fresco picado anadido en una concentracion del 1% en peso en
mayonesa reduce cuentas de Salmonella enteritidis (Leuschner y Zampanini,
2002). En general, para los productos carnicos los AEs de orégano, tomillo,
clavo y cilantro son los mas efectivos en concentraciones entre 5-20ul/g. Se
ha observado que entre mayor sea el contenido de grasa en el producto, se

reduce notablemente el efecto de los AEs.

» Pescado

La mostaza ha resultado altamente efectiva para controlar E. coli en salsa de
pescado almacenada a 25 °C por 28 dias (Al-Jedah et al., 2000). El AE de
orégano en una concentracion tan baja como 0.5ul/g es efectivo para
controlar Photobacterium phosphoreum en filetes de bacalao. Recubrir la
superficie de pescado entero con AE o incorporar el aceite en un
recubrimiento para aplicarlo en camarones resulta efectivo para inhibir la
flora natural deteriorativa de estos productos (Harpaz et al, 2003). El
extracto etanodlico del AE de comino (Cuminum cyminum L.) en salsa teriyaki
para marinar trucha cruda reduce el numero de colonias de hongos,
levaduras y de coliformes, y las colonias de L. monocytogenes disminuyen a

niveles no detectables aun después de 9 dias de almacenamiento a 4 6 0 °C.

> Productos lacteos

Los escasos reportes en estos productos, mencionan el control del
crecimiento de S. enteritidis y de las especies iniciadoras de cultivo logrado
con AE de menta con 0.05-20ul/g en yogurt de bajo contenido en grasa. Los
aceites esenciales de canela, cardamomo y clavo han resultado ser mas

eficaces (Bayoumi, 1992).

> Panificacion

La inhibicion del crecimiento fungico en pan de arroz se ha logrado con alil-

isotiocianatos (AITC) en empaques activos, siendo el umbral sensorial
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ligeramente mayor que la concentracion minima inhibitoria, pero este umbral
es mucho mas bajo para los panes que se utilizan para los hot dogs. Se ha
observado que los AEs de tomillo, romero, clavo y canela en pan de arroz
inhiben Eurotium spp. Aspergillus, spp. y Penicillium spp., pero su eficacia

depende del pH y la actividad de agua (aw) (Guynot et al., 2005).

Los AEs de canela, clavo y cardamomo, inhiben el crecimiento de
microorganismos en galletas, sin embargo el cardamomo reduce los atributos

sensoriales (Adel et al., 2002).

» Frutas y hortalizas

Los AEs tienen gran potencial en la agricultura como bioplaguicidas, sin
embargo es escasa su aplicacion en los productos vegetales destinados al
consumo humano. Los estudios realizados con AEs se han dirigido
principalmente hacia el control de microorganismos fitopatéogenos, tanto en
pre como en postcosecha; asi por ejemplo, contra Botrytis cinerea, Rhizopus
stolonifer y Colletotrichum gloeosporioides se han evaluado extractos vegetales
y AEs como el de tomillo, hisopo, ajo e isotiocianatos (Wilson et al., 1997;
Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas, 2006). En concentraciones de 0.1-
10ul/g han resultado eficaces tanto contra la flora natural como contra los
microorganismos patogenos que pueden ser propagados por las frutas y
hortalizas (Singh et al., 2002). El carvacol y el cinamaldehido aplicados por
inmersion en concentraciones de 0.15ul reducen la flora natural en kiwi y en

mayor concentracion para el melon.

Los AEs de citricos usualmente se usan como saborizantes en bebidas de
cola y ginger ale, asi como en perfumeria. Los terpenos oxidados contenidos
en el AE de citricos poseen una alta capacidad antifangica; por ejemplo, el
citral es eficaz para inhibir Penicillium digitatum y P. italicum (Wuryatmo et

al., 2003).
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En los productos vegetales precortados los consumidores son aun mas
exigentes ya que no aceptan la aplicacion de quimicos sintéticos como
conservadores. En estos casos, los AEs representan una alternativa de gran
alcance, pero aun hay que investigar el tipo y niveles adecuados a utilizar
para no alterar los delicados atributos de calidad y propiedades sensoriales
(Lanciotti et al., 2004; Bosquez-Molina et al., 2009). En ciertas hortalizas los
AEs funcionan como aderezo en ensaladas y al mismo tiempo permiten su
conservacion, tal es el caso del aceite esencial de orégano que inhibe
Escherichia coli 0O157:H7 en ensaladas de berenjena utilizando

concentraciones de 7-21ul/g.

De acuerdo con lo anterior, cualquier compuesto que se aplique como
bioconservador en los productos de origen vegetal de consumo en fresco,
debera reunir los siguientes requisitos: capacidad antimicrobiana eficaz en
concentraciones que no sean toxicas para el consumidor y que no alteren

negativamente la frescura, calidad nutricional y sensorial.
2.1.6 Aceites Esenciales de Grado Alimenticio

2.1.6.1 CEBOLLA (Allium cepa L.)

Caracteristicas

La cebolla (Allium cepa L.) (Fig. 2) pertenece a la familia de las liliaceas, que
agrupa a mas de 3,000 especies repartidas por casi todo el mundo; es una
planta vivaz, bulbosa, que puede alcanzar hasta cuatro metros de altura. El
bulbo es grande, redondeado o deprimido, segun las distintas variedades, y
aparece cubierto de binzas que pueden ser blancas o de color vino tinto. Las
hojas son redondeadas, de un tono verde-azulado, y las flores se disponen en
un ramillete globoso, en forma de umbela. Los frutos de la cebolla son
diminutas capsulas llenas de semillas finas y negras. Proviene de Asia,
supuestamente de la zona comprendida entre Palestina e India (USDA,
2000).
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Clasificacion cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Alliaceae

Género: Allium

Especie: cepa
Nombre cientifico: Allium cepa
Fig.2 Cebolla (A. cepaq).

Composicion quimica

En el Cuadro 2 se muestra la composicion quimica de la cebolla, en donde se

observa su alto contenido de carbohidratos y fibra.

Cuadro 2. Composicion quimica por cada 100g de cebolla.

Componentes Contenido
Energia 43 kcal
Agua 89 g
Carbohidratos 7.1g
Lipidos 0.2g
Proteinas 1.3 ¢
Fibras 2.1g

Fuente: Aprifel, 2009.

Componentes activos

e Aminoacidos: acido glutaminico, argenina, lisina, glicina, etc.
e Minerales: Principalmente: potasio, fésforo, calcio, magnesio, sodio,
azufre y en cantidades menores: hierro, manganeso, zinc, cobre y

selenio.
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e Vitaminas: vitamina C, acido folico, vitamina E.

o Aceite esencial con muchos componentes sulfurosos: alicina, disulfuro
de alilpropilo, disulfuro de dialilo, sulfuro de dialilo, dimetilo con
trisulfuros, metilaliina, cicloaliina, etc.

« Acido tiopropiénico.

e Quercetina: tratamiento de la debilidad capilar.

e Aliina, en menor cantidad que el ajo (Duran, 2006).
Potencial antimicrobiano

Investigaciones recientes han demostrado que los tiosulfinatos, se
descomponen y/o transforman en otros subproductos, como son los
tiosulfonatos, sulfuros, disulfuros, sulfoxidos, etc., que a su vez poseen
variedad de efectos biologicos al igual que los tiosulfinatos, como
antitrombicos (Block et al., 1986), antimicrobianos (Kyung y Lee, 2001),
antioxidantes (Block, 1985), insecticidas (Auger et al, 2002), etc. No obstante
los trabajos e investigaciones acerca de la aplicacion en alimentos de estos
compuestos como conservadores es muy escasa, y no existe referencia
alguna de su uso como tratamiento antimicrobiano para alimentos
susceptibles a hongos y bacterias, como son los quesos, embutidos,
alimentos frescos, alimentos precocinados, alimentos listos para servir, etc.
Asimismo, los trabajos realizados en relacion a su aplicacion como
antimicrobianos en tratamientos agricolas (en cosecha o postcosecha) son
muy escasos en algunos casos. En el caso de los tiosulfinatos naturales, o de
alguno de sus productos de descomposicion, existen pocas referencias
bibliograficas para su posible uso en agricultura. Se ha encontrado la
actividad antimicrobiana de los tiosulfonatos provenientes de la
descomposicion de los tiosulfinatos, en la conservacion de pinturas, barnices

y aguas de torres de refrigeracion (Small et al., 1949, Baerlocher et al., 2000).

En pruebas de investigacion sobre la actividad antimicrobiana del extracto de

cebolla contra bacterias patogenas, se ha demostrado que la adicion de
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extracto de cebolla a cultivos bacterianos inhibe significativamente el
crecimiento de organismos grampositivos, gramnegativos y levaduras (Didry
et al.,, 1987, Elnima et al.,, 1983). El extracto de cebolla mostro ser activo

también contra hongos como Candida albicans o Aspergillus niger.

Didry et al (1987) observo la actividad antimicrobiana del extracto de cebolla
contra Staphylococcus aureus y Bacillus bifidum. Esto fue confirmado por
Hughes y Lawson (1991); observando la actividad microbiana de la fraccion
polar del extracto contra Escerichia coli, S. aureus y C. albicans con valores
entre 25 y 200 pg/ml. El extracto acuoso o jugo de cebolla inhibio in vitro el
crecimiento de Eescerichia coli, Staphylococcus marcescens, Streptococcus
species, Listeria odontolyticus, Pseudomona aeruginosay Salmonella typhosa.
El extracto de cebolla en éter de petroleo inhibié in vitro el crecimiento de
Candida paraputrificumy S. aureus. El aceite esencial tiene actividad contra
una variedad de hongos incluyendo A. niger, C. albicans, F. oxysporum,

Sacharomyces cerevisiae y Geotrichum (WHO, 1990).

2.1.6.2 AJO (Allium sativum L.)
Caracteristicas

Es una planta perenne de la familia de la cebolla (Fig. 3). Las hojas son
planas y delgadas, de hasta 30 cm de longitud. Las raices alcanzan
facilmente profundidades de 50 cm o mas. El bulbo, de piel blanca, forma
una cabeza dividida en gajos comunmente llamados dientes. Cada cabeza
puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se encuentra
envuelto en una delgada pelicula de color blanco o rojizo. Cada uno de los
dientes puede dar origen a una nueva planta de ajo. Este brote comienza a
aparecer luego de los tres meses de cosechado, dependiendo de la variedad y

condiciones de conservacion.

Las flores son blancas, y en algunas especies el tallo también produce

pequenos bulbos o hijuelos. Una caracteristica particular del bulbo es el
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fuerte olor que emana al ser cortado. Esto se debe a dos sustancias

altamente volatiles, denominadas aliina y disulfuro de alilo (Gernot, 2005).
Clasificacion cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Asparagales
Familia: Alliaceae
Género: Allium

Especie: sativum

Nombre cientifico: Allium sativum

Fig. 3. Ajo (A. sativum).

Composicion quimica

En el siguiente cuadro (Cuadro 3) se muestra la composicion quimica del ajo
por cada 100 gramos, en donde se observa que el componente mayoritario

son los carbohidratos.

Cuadro 3. Composicion quimica por cada 100 g de ajo crudo.

Componentes Contenido

Carbohidratos 33.06 g

Azucares 1.0 g

Fibra alimentaria 2.1 g
Grasas 0.5g
Proteina 6.36 g

Fuente: USDA Nutrient database, 2006.
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Componentes activos

e Aminoacidos: acido glutaminico, argenina, acido aspartico, leucina,
lisina, valina, etc.

e Minerales: Principalmente: manganeso, calcio, potasio y fosforo y; en
cantidades menores: magnesio, cobre, hierro, selenio, sodio y zinc.

e Vitaminas: Principalmente: vitamina B6 y vitamina C y; en cantidades
menores: acido félico, pantoténico y niacina.

e Aceite esencial: disulfuro de alilo, trisulfuro de alilo, tetrasulfuro de
alilo y alicina (que produce ajoeno ) y quercetina

e Azucares: fructosa y glucosa (Duran, 2006).

Potencial antimicrobiano

El ajo es potencialmente el alimento con potencial antimicrobiano mas
consumido. Las propiedades medicinales del ajo, han sido estudiadas desde
hace ya varios siglos. Sin embargo, es hasta los afios cuarentas, que aparece
evidencia cientifica de sus propiedades antimicrobianas; Cavallito et al.,
1944, fueron los primeros en aislar el componente antimicrobiano del ajo a
partir de bulbos frescos, utilizando destilacion por arrastre con vapor.
Identificaron al compuesto obtenido como alicina o acido diatiltiosulféonico

(Beuchat y Golden, 1989).

Este compuesto se define como un aceite altamente aromatico, incoloro y el
responsable del olor caracteristico en el ajo y la cebolla. En concentraciones
de 1: 85,000 en pruebas de laboratorio, la alicina se muestra como
bactericida con un amplio espectro para microorganismos Gram positivos y

Gram negativos.

El mecanismo de la actividad antimicrobiana del ajo, se basa en la
inhibicion de la actividad de las enzimas como: fosfatasa alcalina, invertasa,
ureasa y papaina, asi como de enzimas sulfihidricas. La alicina inhibe la
actividad de las enzimas sulfihidricas debido a la presencia de los grupos
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quimicos S-O-S. La mayoria de estas enzimas son inhibidas a
concentraciones 0.0005 molar de alicina. Esto incluye a ureasa, papaina,
colina esterasa, hexosinasa, triosafosfatodeshidrogenasa, carboxilasas.
Igualmente, muestra inhibicibn para enzimas no sulfihidricas como

lactodeshidrogenasa, tirosinasa y fosfatasa alcalina.

Muchos de los trabajos realizados sobre la actividad antimicrobiana del ajo,
hacen referencia a su accion sobre bacterias patogenas, mohos
micotoxigénicos y microorganismos que causan deterioro. Organismos que

tienen en comun a las enzimas sulfihidricas (Davidson y Parrish, 1989).

2.1.6.3 ANIS (Pimpinella anisum L.)

Caracteristicas

Planta herbacea anual originaria del Asia suboccidental (Fig. 4) y la cuenca
mediterranea oriental, forma matas de hasta 1 m de altura. Las hojas en la
base son simples, de entre 2 a 5 cm de largo ligeramente lobuladas mientras
que en la parte superior del tallo son pinnadas y mas profundamente
divididas. Las flores, de 3 mm, son blancas, pentapétalas y surgen en densas
umbelas. El fruto es un esquizocarpio oblongo de 3 a 5 mm de largo con un

fuerte sabor aromatico.
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Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliopsida
Orden: Apiales

Familia: Apiaceae
Subfamilia: Apioideae
Género: Pimpinella

Especie: anisum

Nombre cientifico: Pimpinella anisum

Fig.4. Anis (P. anisum).

Composicion Quimica

En el Cuadro 4 se muestra la composicion quimica del anis, en donde se

observa que no contiene proteinas ni grasas y muestra un minimo contenido

de carbohidratos, asimismo destaca su alto contenido en agua y alcohol.

Cuadro 4. Composicion quimica por cada 100g de anis.

Componente Contenido
Energia 267 Kcal
Proteina Og
Carbohidratos lg
Grasa total Og
Alcohol 37.50 g
Agua 61.50 g

Fuente: USDA Nutrient database, 2006.

Componentes Activos

La destilacion de las semillas libera un aceite volatil que se utiliza como

infusion que sirve para trastornos digestivos. El elemento principal del aceite

(mas del 90%) es el anetol. También contiene chavicol metileno, aldehido
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anisico, acido anisico y un terpeno, flavonoides, cumarinas, y otros

compuestos fenolicos (Munoz, 2002).

2.1.6.4 CILANTRO (Coriandrum sativum L.)
Caracteristicas

El cilantro, coriandro o culantro (Coriandrum sativum L.) (Fig. 5), es una
hierba anual de la familia de las apiaceas de tallos rectos, hojas compuestas,
flores blancas y frutos aromaticos, de uso comun en la cocina mediterranea,
india, latinoamericana, china y del sureste asiatico. Todas las partes de la
planta son comestibles, pero generalmente se usan las hojas frescas y las
semillas secas. En algunos paises se le conoce como perejil chino o japonés.
Las semillas, redondas y de color beige se utilizan enteras o molidas. Ya en la
antigiedad se usaba, como planta aromatica y medicinal. Se adapta a

cualquier tipo de terreno, basta que esté expuesto al sol (Salazar, 2008).

Clasificacion cientifica

Reino: Plantea

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Apiales

Familia: Apiaceae
Género: Coriandrum

Especie: sativum

Nombre cientifico: Coriandrum sativum

Fig. 5 Cilantro (C. sativum).
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Composicion quimica

La composicion quimica del cilantro es abundante en agua con un 90%, el

Cuadro 5 muestra su composicion quimica por cada 100g.

Cuadro 5. Composicion quimica por cada 100 g de cilantro.

Componente Contenido
Agua 90%
Carbohidratos Sg
Proteinas 240 ¢g
Lipidos 0.50 g
Valor energético 28 cal.

Fuente: Infoagro, 2009.

Componentes activos

e Acidos:
- Linoleico: antiartritico, hepatoprotector, anticancerigeno,
hipocolesterolémico.
- Oleico: anticancerigeno, hipocolesterolémico, antialopécico.
- Palmitico: hipocolesterolémico, antioxidante, antialopécico.
- Estearico: hipocolesterolémico.
-Ascorbico: antibacterial, antiulcérico, antiesclerotico, antihipertensivo,
antiinflamatorio, antioxidante, antiescorbutico, hipocolesterolémico,
antigripal, antitumoral.

e Aceite esencial, rico en:
- Cineol: antibacterial, antirreumatico, antiséptico, antiulcérico, colerético.
- Borneol: antibacterial, antiinflamatorio, antiespasmodico, hepatoprotector.
- Canfeno: antioxidante, expectorante.
- Citronelol: antiséptico.
- Coriandrol: anticonvulsionante.

- Geraniol: anticancerigeno, expectorante, antiséptico, antimelanomico.
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- Limoneno: antibacterial, anticancerigeno, antiespasmaodico, expectorante.
- Linalol: anticancerigeno, antiespasmodico, antihistaminico, hipnético.

- Alfa-pineno: antibacterial, antiinflamatorio, expectorante, anticancerigeno.
- Beta-pineno: antiinflamatorio, antiespasmodico.

- Beta-felandreno: fungicida

(Botanical, 2009).

Potencial antimicrobiano

Popularmente se utiliza como antihelmintico, fungicida y como
antiinflamatorio y analgésico por via externa. El cilantro se ha usado como
vermifugo, aunque no se ha podido demostrar tal propiedad. Se cree que las
semillas del cilantro poseen propiedades para disminuir el colesterol en
sangre.

En ciertos estudios, se ha visto que la salsa mexicana, la cual entre sus
principales ingredientes tiene al cilantro, posee fuertes propiedades
antibacteriales; se encontro la total inhibicion del crecimiento de Escherichia
coli, Bacillus subtilis, y Staphylococcus aureus. Dichas investigaciones
arrojaron que los compuestos volatiles (2E)-hexenal y (3E)-hexenal pueden
ser los principios activos antibacteriales (Kubo et al, 2004). En el 2006, se
publicaron investigaciones, en las cuales se determin6é que soélo el cilantro
fresco o su infusion acuosa tienen propiedades antibacteriales, ya que

mediante la coccion pierde todas sus propiedades (Sabahat y Perween, 2007).
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2.1.6.5 MENTA (Mentha piperita L.)

Caracteristicas

La menta (Fig. 6) es un género de hierbas comestibles, es una planta que se
parece mucho a la hierbabuena. Es una especie herbacea, vivaz, con tallos
erectos, piloso y de color rojizo, cuadrangulares muy ramificados, que puede
alcanzar una altura de 80 cm. Hojas ovadas, pecioladas y dentadas con
bordes aserrados, color verde oscuro en la cara superior y mas claro en la
inferior. Flores agrupadas en tirsos densos, color purpura. Los estolones son
de seccion cuadrangular y crecen bajo y sobre la superficie del suelo en todas
direcciones. Va bien en casi todos los climas, resistiendo hasta -15 °C, crece
estupendamente en suelos ricos en materia organica, algo humedos y en
semisombra (con mas luz da mas esencia), lo mas importante es que cuente
con bastante agua. Es de muy facil hibridacion con otras especies de menta

(Lamaison, 1987).
Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Mentha

Especie: piperita

Nombre cientifico: Mentha piperita

Fig.6 Menta (M. piperita).

Composicion Quimica

En el Cuadro 6 se observa la composicion quimica de la menta donde se

muestra su alto contenido en carbohidratos y su bajo contenido en grasa.
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Cuadro 6. Composicion quimica por cada 100g de menta fresca.

Componente Contenido
Energia 67 Kcal
Proteina 3.75 g
Carbohidratos 6.89¢g
Grasa total 0.94 ¢
Agua 80.40 g

Fuente: USDA Nutrient database, 2006.

Componentes Activos

La hoja de la menta contiene triterpenos, carotenoides y flavonoides. Algunos
compuestos son flavonas altamente oxigenadas. Dentro de su composicion
quimica destaca la riqueza de su aceite esencial, siendo el componente
mayoritario el mentol (30 a 40%) acompanado de mentona (15 a 25%) y de
acetato de mentilo; también se encuentran la isomentona, neomentol, cineol,
mentofurano, germacreno D y otros hidrocarburos (Gilly et al.,, 1986).Los
componentes activos en las hojas de la menta son el mentol, y la carminativa

(Jullien et al., 1984).
Potencial Antimicrobiano

Se han realizado estudios in vitro de Rhizopus stolonifer, causante de las
pudriciones en los frutos, y se han obtenido resultados interesantes con
vapores de aceites esenciales de menta (Mentha piperita) y con albahaca
(Ocimun basilicum L.) y sus principales constituyentes (mentol y linalol), los
cuales inhibieron el crecimiento de R. stolonifer y de otros hongos

fitopatogenos evaluados (Edris y Farrad, 2003).
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2.1.6.6 OREGANO (Origamun vulgare L.)
Caracteristicas

La planta de orégano (Fig. 7) forma un pequeno arbusto achaparrado de unos
45 cm de alto, los tallos, que a menudo adquieren una tonalidad rojiza, se
ramifican en la parte superior y tienden a deshojarse en las partes mas
inferiores. Las hojas surgen opuestas, ovales y anchas de entre 2 a 5 cm, con
bordes enteros o ligeramente dentados y con vellosidad en el envés. Las
diminutas flores, de color blanco o rosa, que nacen en apretadas
inflorescencias terminales muy ramificadas estan protegidas por diminutas

hojillas de color rojizo.

Toda la planta posee unas pequenas glandulas donde esta contenida la
esencia aromatica, de color amarillo limén, compuesta por dos tipos de

fenoles, como mayoritario el carvacrol y en menor proporcion el timol.

Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum

Especie: vulgare

Nombre cientifico: Origamun vulgare

Fig. 7. Orégano (O. vulgare).
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Composicion Quimica

En el Cuadro 7 se muestra la composicion quimica de la planta de orégano,

teniendo como componente mayoritario el agua con un 12 %.

Cuadro 7. Composicion Quimica por 100 g de orégano seco.

Componente (%)
Energia 308 Kcal
Proteina 11¢g

Carbohidratos 21.63 g

Fibra 42.80 g
Grasas 10.25 g
Agua 7.15g

Fuente: Castillo, 1998.

Componentes Activos

e Acidos: Rosmarinico (planta y hojas) palmitico, estearico, oleico,
ursolico, cafeico, capricho (planta) y carioptosidico.

e Aceite esencial: rico en timol, cineol, carvacrol, borneol, beta-
bisolobeno, limoneno, alfa pineno, beta pineno, mirceno, camfeno, alfa

terpineno (Moreno, 1988).
Potencial Antimicrobiano

Los fenoles carvacrol y timol poseen niveles altos de actividad contra
microorganismos gram negativos, siendo el timol el mas activo (Moreno,

1989).

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana del extracto de
orégano. Se han encontrado que los aceites esenciales de las especies del
género Origanum presenta actividad contra bacterias gram negativas como

Salmonella typhymorium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersenia
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enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las gram positivas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Listeria monocytogenes y

Bacillus subtilis (Elgayyar et al., 2001 y Aligiannis et al., 2001).

Tiene ademas capacidad antifungicada contra Candida albicans, C.
tropicales, Candida glabrata, Aspergillus niger, Geotrichum y Rhodotorula
(Sivropoulou et al., 1996). Se ha evaluado la actividad antimicrobiana de los
compuestos aislados, asi como del aceite esencial. Los fenoles carvacol y
timol poseen los niveles mas altos de actividad contra microorganismos gram
negativos, siendo el timol el mas activo (Aligiannis et al.,, 2001 y Sivropoulou

etal., 1996).

2.1.6.7 TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Caracteristicas

Es un pequeno arbusto (Fig. 8) con un penetrante olor aromatico, que
alcanza los 40cm de altura de aspecto grisaceo. Tiene los tallos erguidos,
cuadrangulares, lenosos y muy ramificados. Las hojas son pequenas de 3-8
mm, son lineares, oblongas, dentadas, opuestas, tomentosas, sin cilios, con
el peciolo o sus margenes revueltos hacia abajo y blanquecinas por su envés.
Las flores son pequenas de color rosa y estan agrupadas en la extremidad de
las ramas, formando una especie de capitulo terminal, a veces con
inflorescencia interrumpida y producidas en corimbos. Las bracteas son
verde-grisaceas, el caliz, algo giboso, con pelos duros, con tres dientes en el
labio superior, cortos, casi iguales y dos dientes en el labio inferior, muy
agudos, mas largos, con pelos en sus bordes y de color rojizo. La corola es un
poco mas larga que el caliz, con el labio superior erguido y el inferior
trilobulado y de color blanquecino o rosado. Los 4 estambres sobresalen de la
corola y el fruto es lampino, de color marron. Florece en primavera a partir

de marzo (Lopez, 2006).
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Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Thymus

Especie: vulgaris

Nombren cientifico: Thymus vulgaris
Fig.8 Tomillo (T. vulgaris).

Composicion Quimica

La composicion quimica de las ramas contiene flavonoides, derivados del
apigenol y del luteolol; acidos fenolitos, caféico, rosmarinico, clorogénico;
acidos triterpénicos, ursolico y oleanoico; saponinas y un principio amargo

(serpilina) contiene también elementos minerales (Fonnegra, 20006).

El aceite esencial esta constituido principalmente por fenoles
monoterpénicos, como timol, carvacrol, p-cimeno, gammaterpineno,
limoneno, borneol y linalol. No obstante, se ha de tener en cuenta que la
composicion del aceite esencial es variable segin la época y lugar de la
cosecha, ademas de la bien conocida existencia de diferentes quimiotipos,

tanto de T. vulgaris como de T. zygis (Carretero, 2000).
Potencial Antimicrobiano

Dentro de los compuestos presentes en los extractos vegetales que poseen
actividad antimicrobiana, se pueden mencionar el timol, el carvacrol o el
eugenol; algunos autores como Conner en 1993, reportaron la alta actividad

antimicrobiana de éstos compuestos en forma pura.

Con respecto al carvacrol, se ha demostrado que se encuentra presente en

aceites esenciales de orégano (60% a 70% de carvacrol) y tomillo (45% de
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cavacrol). La inhibicion del crecimiento de muchos patogenos por el
carvacrol, ha sido reportada en varios articulos, sin embargo no se ha
definido el mecanismo de accion de éste. Usando como organismo modelo a
Bacillus cereus, que es un esporoformador patégeno en alimentos, se ha
demostrado que la exposicion de las células vegetativas a concentraciones
de carvacrol mayores a 1 ml, conduce a un incremento de la fase de
latencia, una tasa baja de crecimiento y una densidad final de poblacion
baja. También se ha observado que a concentraciones por encima de 1ml, la
viavilidad de B. cereus disminuye exponencialmente. Al mismo tiempo que
hay un incremento en la permeabilidad de la membrana observandose la
salida de protones e iones de potasio, conduciendo a disminucion del
gradiente de pH a través de la membrana citoplasmica, un colapso potencial
de membrana e inhibicion de la sintesis de ATP. Finalmente estos eventos,

son seguidos por la muerte celular (Ultee et al, 2002).

Por otra parte, el timol es un isémero del carvacrol que se ha visto implicado
en la desintegracion de la membrana citoplasmatica en células de E. Coli y
Salmonella thyphimurium. El timol y el cimol (precursor biosintético del
timol) son ejemplos de preservativos naturales que has sido reportados por

tener efectos inhibitorios sobre bacterias y hongos (Delgado et al., 2003).
2.1.6.8 CANELA (Cinnamomum verum J. Presi)

Caracteristicas

El arbol de la canela (Cinnamomum verum J. Presi) (Fig. 9) es un arbol de
hoja perenne, de unos 10-15 m, procedente de Sri Lanka. Se aprovecha como
especia su corteza interna, extraida pelando y frotando las ramas y se utiliza

en rama y molida.
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Clasificacion cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laureles
Familia: Lauraceae
Género: Cinnamomum

Especie: verum

Nombre cientifico: Cinnamomun verum
Fig. 9. Canela (C. verum).

Composicion quimica

En el Cuadro 8 se observa la composicion quimica de la canela, donse se

muestra que posee un alto contenido de fibra y carbohidratos.

Cuadro 8. Composicion por cada 100g de canela en polvo.

Componentes Contenido
Calorias 261.3 kcal
Proteina 39¢g
Carbohidratos 25.55¢g
Fibra 54.30 g
Grasas 3.19¢g
Agua 9.55¢g

Fuente: USDA Nutrient database, 2006.

Componenetes activos

e Acidos: ascérbico, palmitico, p-cumeérico.
e Terpenos: alfa-pineno, alfa-terpineno, alfa-ylangeno, beta-pineno,

camfeno, cariofileno, limoneno, linalol.
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e Cumarinas.
e Aceite esencial: rico en benzaldehido, eugenol, farnesol, gamma-
terpineol, geraniol, isogeneol, cariofileno.
e Furfural.
e Alcanfor
(Botanical, 2000).

Potencial antimicrobiano

El aldehido cinamico es un compuesto fenodlico de la canela, es seguro para
su uso en alimentos, en muchos alimentos se emplea como saborizante

(Petrone, 2002).

El aldehido cinamico (3-fenil-2propenal) es el principal componente
antimicrobiano de la canela, no solo existe actividad antibacterial sino que

también inhibe el crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas.

Hitokoto et al., (1978) reportan que la canela tiene un fuerte efecto inhibitorio
en mohos, incluyendo Aspergillus parasiticus, Bullerman (1983) también
observd un efecto inhibitorio de la canela en Aspergillus parasiticus,
encontrando que de 1 a 2% de concentracion de canela puede permitir algun
crecimiento de Aspergillus parasiticus sin embargo, se observo la inhibicion

de la produccion de aflatoxinas en un 99%.

Los japoneses reportan el uso de aldehido cinamico como un agente
antimicrobiano en pasta de pescado (Shimada et al, 1991). Estudios hechos
por investigadores de la universidad de Bath en el Reino Unido sobre las
propiedades antimicrobianas del acido cinamico en el laboratorio, han
demostrado que el aldehido cinamico es particularmente efectivo contra
mohos y levaduras en pH acidos. Los investigadores de Bath encontraron que
el aldehido cinamico usado para rociar o sumergir diversas frutas, aumenta
la vida de anaquel de duraznos, peras, clementinas, manzanas, chabacanos
y nectarinas enteras, asi como rebanadas de tomate, mango, melon,

manzana, sandia, limon y kiwi. Sin embargo, el tratamiento de alguna frutas
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con altas concentraciones de acido cinamico causaron oscurecimiento en

nectarinas, limas y peras (Roller, 1995).

Se ha reportado que el aldehido cinamico, contiene un antimicético natural,
inhibiendo la produccion de aflatoxinas (Hitokoto et al., 1978), el acido
cinamico y los derivados del aldehido cinamico provienen de plantas y frutas,
y son formados como una proteccion natural contra infecciones y

microorganismos patogenos (Mazza y Miniati, 1993; Davidson, 1996).

Leewellyn et al., (1981) demostraron que las especies como canela, clavo,
mostaza y orégano inhibieron el crecimiento micelial y subsecuente la
produccion de micotoxinas de dos cepas de Aspergillus flavus y una de A.

parasiticus.
2.1.6.9 CLAVO (Syzygium aromaticum L.)

Caracteristicas

El clavo de olor (Syzygium aromaticum L.) (Fig. 10) son los brotes secos
aromaticos de las flores del arbol de clavo nativo de Indonesia. Los clavos
son cosechados principalmente en Indonesia y en Madagascar, también crece
en Zanzibar, India, y en Sri Lanka. El arbol del clavo es perenne y crece
hasta una altura de 10 a 20 metros. Tiene hojas largas y ovales y flores en
forma de trébol en numerosos grupos de ramilletes. Los brotes de la flor
inicialmente presentan un color palido que gradualmente cambia al verde y
después de lo cual comienzan a adquirir un color rojizo brillante indicativo de
que estan listos para recolectarse. Usualmente son cosechados cuando
alcanzan una longitud de 1.5 a 2 cm y consisten de un largo caliz que
termina en 4 sépalos extendidos y cuatro pétalos aun sin abrir (Chami,

2005).
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Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Syzygium

Especie: aromaticum

Nombre cientifico: Syzygium aromaticum
Fig.10 Clavo (S. aromaticum).

Composicion Quimica

En la composicion quimica destaca su riqueza en aceite esencial, formado
mayoritariamente por eugenol (90%), cariofileno (15%), furfural, vanillina,

salicilato de metilo, pirocatecol, metil- cetona y aldheidos valerianicos.

También contiene eugenina, isoeugenitol, isoeugenitina, y eugenitina. A
demas de tener taninos, mucilagos, sitosterol, estigmaterol, resinas, celulosa,

cariofileno, pineno, ac. oleanodlico y aceite fijo (Botanical, 1999).

Componentes Activos

El compuesto responsable del aroma del clavo es el eugenol que es el
principal componente activo del aceite esencial extraido de los clavos ya que
va de un 72-90%. El Eugenol tiene pronunciadas propiedades antisépticas,

antifungicas y anestésicas.
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2.2 MAIZ (Zea mays L.)

2.2.1 Generalidades

El maiz (Zea mays L.) (Fig. 12) es una graminea anual originaria de las
Ameéricas introducida en Europa en el siglo XVI. Actualmente, es el cereal
con mayor volumen de produccion en el mundo, superando al trigo y el

arroz.

La dependencia de México y de la mayor parte de los paises de Ameérica
acerca del maiz como base alimenticia es significativa, esto se debe a que
desde épocas precolombinas fue la base de la alimentacion, junto con el

cacao, chile, y calabaza.

En la Figura 11 se muestra la tasa de consumo de maiz per capita a nivel
mundial; como se observa, México, Guatemala, El Salvador, y los paises del
Sur de Africa, encabezan la lista de los principales consumidores de maiz.
(INFOAGRO, 2009).

- mas de 100 kg/ano

B de 50 a 99 kg/afio \( B <
"

de 19 a 49 kg/ano % !
de 6 a 18 kg/ano

5 o menos kg/ano

Figura 11. Tasa de consumo per capita de maiz a nivel mundial.
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2.2.2 Clasificacion Cientifica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Poales

Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: mays

Nombre cientifico: Zea mays

Figura 12. Maiz (Z. mays).

2.2.3 Composicion Quimica

En el cuadro 9 se muestra la composicion quimica del grano de maiz segun
Kent (1987).

Cuadro 9. Composicion Quimica del Maiz por 100 g de materia seca.

Componente Contenido (%)
Humedad 10.8
Proteina 10.0
Grasa 4.3
Fibra cruda 1.7
Cenizas 1.5
CHOs 71.7

Fuente: Kent, 1987.
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2.2.4 Descripcion Botanica
» Tallo

El tallo es simple erecto, de elevada longitud pudiendo alcanzar los 4 metros
de altura, es robusto y sin ramificaciones. Por su aspecto recuerda al de una

cana y no presenta entrenudos.

Esta compuesto a su vez por tres capas: una epidermis exterior, una pared
por donde circulan las sustancias alimenticias y una médula de tejido
esponjoso y blanco donde almacena reservas alimenticias, en especial

carbohidratos.
> Inflorescencia

El maiz es una planta monoica con inflorescencia masculina y femenina

separada dentro de la misma planta.

En cuanto a la inflorescencia masculina presenta una panicula (vulgarmente
denominadas espigon o penacho) de coloracion amarilla que posee una
cantidad muy elevada de polen en el orden de 20 a 25 millones de granos de
polen. En cada florecilla que compone la panicula se presentan tres
estambres donde se desarrolla el polen. En cambio, la inflorescencia
femenina marca un menor contenido en granos de polen, alrededor de los
800 o 1000 granos y se forman en unas estructuras vegetativas denominadas

espadices que se disponen de forma lateral.
» Hojas

Las hojas son largas, de gran tamano, con extremos afilados y cortantes, se
encuentran abrazadas al tallo, del cual nacen las espigas o mazorcas. Cada
mazorca consiste en un tronco u olote que esta cubierta por filas de granos,
la parte comestible de la planta, cuyo numero puede variar entre ocho y

treinta.
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> Raices

Las raices son fasciculadas y su mision es la de aportar un anclaje a la
planta. En algunos casos sobresalen unos nudos de las raices a nivel del

suelo y suele ocurrir en aquellas raices secundarias o adventicias.
(Infoagro, 2009)
2.2.5 Requerimientos del Cultivo
» Clima

El maiz requiere una temperatura de 25 a 30 °C, una incidencia de luz solar
alta, en climas humedos su rendimiento es mas bajo. Para que se produzca
la germinacion en la semilla la temperatura debe situarse entre los 15 a 20

°C.

Llega a soportar temperaturas minimas de hasta 8°C y a partir de los 30 °C
pueden aparecer problemas serios debido a mala absorcion de nutrientes
minerales y agua. Para la fructificacion se requieren temperaturas de 20 a 32

°C.
» Riegos

El maiz es un cultivo que requiere agua, el riego mas empleado en los
ultimos anos es por aspersion. Las necesidades hidricas van variando a lo
largo del cultivo y cuando las plantas comienzan a crecer se requiere menos
cantidad de agua manteniendo una humedad constante. En la fase del
crecimiento vegetativo es cuando mas cantidad de agua se requiere y se
recomienda dar un riego unos 10 a 15 dias antes de la floracion. Durante la
fase de floracion, que es el periodo mas critico porque de ella va a depender
la cantidad de produccion obtenida, se aconsejan riegos que mantengan la
humedad y permita wuna eficaz polinizacion. Por ultimo, para el
engrosamiento y maduracion de la mazorca se debe disminuir la cantidad de

agua aplicada.
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> Suelo

El maiz se adapta muy bien a todo tipo de suelo, pero suelos con pH entre 6
a 7 son los mejores. También requieren suelos profundos, ricos en materia
organica, con buena circulacion del drenaje para no producir encharques

que originen asfixia radicular.

(Infoagro, 2009)

2.2.6 Produccion

La produccion mundial del Maiz alcanzo6 los 880 millones de toneladas en el
ano 2001, comparado con los 570 millones de toneladas de trigo o los 400
millones de arroz, se comprende la importancia basica a nivel mundial del
maiz, no sélo economicamente sino a todos los niveles.

En el Cuadro 10 se puede observar que Estados Unidos es el mayor
productor de maiz con 240 millones de Tn al ano que representa cerca del
45% de la produccion total mundial, seguido de China y Brasil con 110 y 41

Millones de Ton de maiz respectivamente (FAO, 2001).

Cuadro 10. Produccion mundial de maiz en 2001.

300

200

100

Millones de Tn

Paises productores de maiz

Fuente: FAO, 2001.
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2.2.7 Usos en la industria de alimentos.

Por tradicion el maiz ha sido un cultivo para grano con fines forrajeros, sin
embargo, la industria esta buscando y encontrando nuevas alternativas de
uso para el cultivo del maiz tanto para la alimentacion humana como para la

industria ya que es una fuente rica en almidon y en aceites de alta calidad.

El cultivo del maiz es probablemente uno de los mas aptos para la
produccion de almidon ya que éste ofrece un gran potencial de aplicaciones
en la industria y un numero creciente de subproductos. Un ejemplo de
producto derivado del almidon de maiz es el jarabe de alta fructosa empleado

como endulzante de bebidas gaseosas.

La maltodextrina es un carbohidrato insipido, facilmente digerido que se
obtiene de la hidrolisis del almidon. Uno de sus usos es como inhibidor de la
cristalizacion; agregado en caramelos y dulces mitad-suaves, puede prevenir

la arena que aparece de los dulces y ampliar la vida util (Culturismo, 2009).

Otra area en la que el uso no tradicional del maiz puede crecer es en la
produccion de aceites. El aceite de maiz es mas rico en acidos grasos oleico y
linoleico que contribuyen a una mejor salud, ademas de permitir una mayor

estabilidad frente a la coccion.

El maiz es una planta altamente eficiente en la captacion y transformacion
de energia gracias a su metabolismo, de modo que los contenidos
porcentuales de aceite en el grano de maiz podrian incrementarse hasta
llegar a valores muy altos y asi ser de gran importancia en la industria de

alimentos.

Desarrollar cultivos de maiz productores de aceites es totalmente factible y
solo requiere que se cambie el foco del mejoramiento y que exista la demanda

y el precio adecuado (Sanguinetti, 2009).
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En el Cuadro 11 se muestran algunas aplicaciones del maiz (Z. mays) en la
industria alimentaria.

Cuadro 11. Usos del maiz en la industria de alimentos.

Producto Aplicaciones
Bebidas en polvo Se utilizan maltodextrinas que
facilitan el proceso de secado, sin
alterar los sabores.

Aderezos El almidén modificado provee una
excelente consistencia bajo
condiciones de acidez, agitacion y
calentamiento.
Edulcorantes Jarabe de maiz, Fructosa, Sorbitol,
Glucosa.
Lacteos Utilizan maltodextrinas como agentes

de secado por su capacidad de
encapsular sabores y grasas. En
quesos, el almidén aporta textura y
retiene agua. En yogurt y helados, las
maltodextrinas aportan cuerpo y
cremosidad.

Panificacion Las maltodextrinas, solidos de jarabe
de maiz y almidones modificados,
ayudan a controlar propiedades como
la retencion de agua en los pasteles,
la inhibicion de cristalizacion, la
consistencia en rellenos cremosos,
crema pastelera, etc.

Carnicos Utilizan maltodextrinas y solidos de
jarabe de maiz para controlar
propiedades de jamones y embutidos
(sabor, retencién de agua, apariencia
mas brillante, etc.)

Confituras Las maltodextrinas se utilizan como
agentes de formacion de pastillas
comprimidas; humectantes y
mejoradores de flexibilidad en
caramelos suaves, etc.

Fuente: Sanguinetti, 2009.
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2.3 NUEZ PECANERA (Carya illinoinensis Koch).

2.3.1 Generalidades

La nuez pecanera o pacana (Carya illinoinensis Koch.)(Fig. 13) es una especie
del género Carya, nativa del noreste de México (Coahuila y Nuevo Ledn) y

sureste de Estados Unidos (Indiana, Iowa, Misisipi y Texas)(Harrelnut, 2009).

Es un arbol caducifolio, crece de 25 a 40 m de altura, en veranos calurosos y
humedos. Los arboles de pacana se denominan pacanos y pueden dar frutos
durante mas de trescientos anos. Algunas variedades de frutos seleccionadas
miden hasta 5 cm de longitud y cuando estan maduras la cascara se rompe
con facilidad (Portal gastronomico, 2009). Se trata de un fruto, rodeado por
una cubierta lefnosa, la cual es carnosa por fuera y dura hacia adentro, con
el interior dividido, pero de forma incompleta, en 2 6 4 celdas que contienen

la semilla y que es la porcion comestible.

La nuez es una excelente fuente de proteina y energia. Varias investigaciones
han demostrado que debido a que la mayor parte de la grasa en la semilla de
la nuez es insaturada su consumo ayuda a mantener nivelado el colesterol
en la sangre. Ademas la nuez aporta otros elementos saludables a la dieta,
como fibra, hierro, calcio, vitaminas y gamma-tocoferol, un eficiente

antioxidante. (Grupo Alta, 2007).
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2.3.2 Clasificacion cientifica

Reino: Plantae

Division Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fagales
Familia: Juglandaceae
Género: Carya

Especie: Illinoinensis

Nombre cientifico: Carya illinoinensis

Figura 13. Nuez Pecanera (C. illinoinensis)
2.3.3 Composicion Quimica

La nuez es uno de los frutos con mayor contenido en hierro, facilmente

asimilable por la presencia de vitamina C.

En el Cuadro 12 se muestran la composicion quimica que contiene la nuez

de pecanera.

Cuadro 12. Composicion Quimica de la nuez por 100 g de materia seca.

Componente Contenido (%)
Lipidos 66
Proteinas 18
Potasio (mg) 500
Fosforo (mg) 350
Calcio (mg) 100
Sodio (mg) 3
Hierro (mg) 3
Calorias (kcal) 678

Fuente: INFOAGRO, 2009.
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2.3.4 Requerimientos del Cultivo

» Temperatura.
Deben evitarse lugares cuyas temperaturas primaverales puedan descender a
menos de 1°C, ya que pueden ocasionar danos por heladas en los brotes

nuevos y pequenos frutos.

El nogal es muy sensible a las heladas de primavera, que mermaran
sustancialmente la cosecha, pero también a las heladas precoces de otono
actuando muy negativamente en su desarrollo durante los primeros anos; en
tanto que en el periodo juvenil puede llegar a producirse la muerte de toda la

parte aérea de la planta.

Si se dan temperaturas superiores a los 38 °C acompanadas de baja
humedad es posible que se produzcan quemaduras por el sol en las nueces
mas expuestas. Si esto sucede al comienzo de la estacion, las nueces
resultaran vacias, pero si es al final las semillas pueden arrugarse,

oscurecerse o adherirse al interior de la cascara.

En climas muy templados y en situaciones bajas, afectadas por vientos secos
y calidos procedentes del sur, ademas de provocar la caida prematura de las
hojas, dificilmente puede salvarse la cosecha por la presencia del lepidotero

Cydia pomonella L. causante del agusanado del fruto.

» Agua
Es muy sensible a la sequia, siendo impropio para ser cultivado en tierras de
naturaleza seca. Para que su cultivo sea posible necesita de precipitaciones
minimas de 700 mm, que equivale al espesor de la lamina de agua que se
formaria a causa de la precipitacion sobre una superficie plana e
impermeable. Si la pluviometria es insuficiente o esta irregularmente
repartida, habra que recurrir al riego para conseguir un desarrollo normal de

los arboles y una buena produccion de nuez.
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» Suelo
Es un arbol que se adapta bien a diferentes tipos de suelos aunque los
suelos profundos y con buena fertilidad son mejores. El drenaje estara

determinado por subsuelos formados por caliza fisurada, etc.

Para una buena retencion de agua se recomiendan suelos con un contenido
en materia organica entre 1.2 y 2% y un 18 a 25% de arcilla. El nogal se

desarrolla en suelos con pH neutro (6,5 - 7,5).
(Infoagro, 2009)
2.3.5 Produccion

Es un arbol de gran importancia economica, tanto por la producciéon de los
frutos como por el leno, siendo una de las especies frutales mas rentable

actualmente.

En el Cuadro 13 se muestran la mayoria de los paises productores de nuez
que han aumentado su escala operativa para reducir el costo en la
adquisicion de los insumos, asi como para el procesamiento de la nuez,
donde se ha logrado avanzar tanto en la presentacion del producto como en
la diversificacion de usos para lograr un producto diferenciado. En general,
la mejora de la competitividad en el cultivo del nogal, ha reflejado el aumento

de la superficie cultivada (FAO, 2001).

2.3.6 Usos en la industria de alimentos.

La nuez puede ser utilizada en una diversidad de productos manufacturados
comercialmente y también en la preparacion de alimentos. Se puede

combinar con alimentos dulces y salados.

Existen muchas variedades de la nuez, se vende entera, sin cascara, molida y
cortada, fresca o seca. Son sumamente versatiles y se pueden usar en

distintas épocas de su desarrollo.

47



Cuanta mas agua tenga la nuez, mas fresca sera. Las nueces verdes que no
llegan a desarrollar una cascara dura se recogen en verano para preparar
conservas y salsas de tomate. Las nueces humedas se recogen a principios
de otono, tienen la pulpa humeda y una cascara dura. Su sabor es delicioso
y aromatico, y combinan bien con platos salados. Las nueces secas, las mas
comunes son simplemente una version mas envejecida de las nueces

humedas, de las que se ha evaporado el agua.

Cuadro 13. Produccion de Nuez en el afio 2001.

Paises Produccion (Ton)
China 330.000
Estados Unidos 254.000
Turquia 136.000
India 31.000
Francia 28.000
Grecia 20.000
Meéxico 18.500
Alemania 14.500
Chile 12.500
Espana 10.000
Argentina 8.900
Hungria 6.500
Suiza 4.000
Portugal 3.500
Brasil 2.650

Fuente: FAO, 2001.
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2.4 HONGOS EN GRANOS Y SEMILLAS

Dentro de los factores bidticos que ocasionan deterioro en granos y semillas,
los hongos juegan un papel importante ya que afectan su poder germinativo,

y su calidad nutricional y sanitaria como granos alimenticios (Moreno, 1988).

Se han reportado mas de 150 especies de hongos en granos y semillas; la
mayoria de estas especies se encuentran como contaminantes superficiales
debido a que la principal forma de propagacion de las esporas es por medio

del aire (Sauer, 1992).

Los hongos que atacan a los granos y semillas se han dividido
ecologicamente en tres grupos: hongos de campo, hongos de almacén y

hongos de deterioro avanzado (Moreno, 1988).

2.4.1 Hongos de Campo

Se ha denominado asi a este grupo de hongos debido a que invaden a las
semillas cuando las plantas atin estan creciendo en el campo o cuando se
han cortado y separado pero antes de la trilla. La invasion es mas comun en
climas humedos o donde las lluvias son frecuentes que en climas secos,
aunque el clima alrededor de la semilla es a menudo lo suficientemente
htumedo como para permitir cierta invasion de los hongos a los tejidos de la

semilla (Sauer, 1992).

Para su crecimiento, estos hongos de campo requieren de humedades
relativas del 90 al 100%, lo que en semillas de cereales equivale a un
contenido de humedad del 20% o superior, en base humeda (Sauer, 1992).
Son agentes causales de enfermedades de los cultivos ademas de que pueden

ser transmitidos de un ciclo agricola a otro a través de las semillas.

Los hongos predominantes dependeran del tipo de cultivo, localizacion

geografica y clima; sin embargo, en trigo, arroz, cebada y avena, que se
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cultivan en practicamente todo el mundo, los principales hongos que invaden
las semillas son especies de los géneros Fusarium, Alternaria, Cladosporiumy

Helminthosporium (Christensen y Kaufmann, 1969).

Los hongos pueden afectar la apariencia y calidad de granos y semillas para
casi cualquier proposito con el que vayan a ser utilizadas. Generalmente el
dano ocasionado por estos hongos se presenta antes de la cosecha, puede ser
detectado por inspeccion rutinaria y no continuia incrementandose durante el
almacenamiento. Los hongos de campo tienden a desaparecer gradualmente
con el almacenamiento, dependiendo del contenido de humedad y
temperatura de las semillas almacenadas. (Christensen y Kaufmann, 1969;

Moreno, 1988).
2.4.1.1 Fusarium

El género Fusarium es uno de los hongos de campo mas importantes, debido
a que es el agente causal de diversas enfermedades en plantas, asi como
también pueden producir micotoxinas, las cuales afectan a los animales y

humanos (Richard et al., 2000).

Algunas especies de Fusarium afectan a cereales, otras especies pueden
crecer en el refrigerador y aquéllas con capacidad competitiva contribuir a la
podredumbre de frutas y hortalizas almacenadas. La persistencia del
Fusarium en el suelo durante uno a varios anos se debe, principalmente, a la
presencia de las clamidosporas, éstas requieren para germinar, fuentes

exogenas de nutrimentos (Lacey, 1989).
Caracteristicas Morfologicas

La forma y tamano de los conidios es la caracteristica principal para el
reconocimiento del género Fusarium (Fig. 14). Los conidios estan dispersos
en el micelio aéreo, en esporodoquios o masas mucilaginosas efusas

llamadas pionnoétides. Los macroconidios son curvados, multicelulares, con
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una célula apical mas o menos puntiaguda y en muchas especies con una
célula basal en forma de pie. Los microconidios son comunmente
unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes, piriformes o subglobosos,
similares en ancho a los macroconidios, con una base redondeada o
truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en algunas
especies en cadenas basipetas. No siempre son producidos ambos tipos de
esporas. Los conidiéforos del micelio aéreo en algunos casos solo constan de
una célula conididgena, en otros estan ramificados, a veces en verticilos. Las
monofialides producen conidios desde una sola abertura y en las polifialides
surgen las esporas desde mas de una abertura en la misma célula (Booth,
1971).La presencia de una célula basal con forma de pie en los
macroconidios se considera caracteristica del género Fusarium. A su vez
unas pocas especies de Fusarium presentan conidios multicelulares sin
célula basal y se les llama mesoconidios. Algunas especies presentan
clamidosporas terminales, laterales o intercalares, a veces formando
cadenas. Las células conidiales ocasionalmente se transforman en
clamidosporas. Algunas especies forman esclerocios irregulares, de color

beige, ocre, pardo o gris obscuro.

Las colonias de las distintas especies de Fusarium crecen de moderada a
profundamente, tienen diversos colores (blanco, rosado palido, rojo,
anaranjado, purpura, celeste, verde aceituna o pardo), especialmente en el
reverso de la colonia, excepto pardo obscuro o negro. El micelio es denso, ya
sea algodonoso, como un fieltro o con una zona central de funiculos, pero en
algunos casos es mucilaginoso. Hay especies de Fusarium con pionnotides de

color anaranjado (Seifert, 2001).
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Figura 14. Estructuras morfolégicas de Fusarium spp.

Fusarium graminearum Schwabe

Es un hongo de campo que causa la rona del trigo, avena y cebada. En el
maiz es el agente causal del tizon de la plantula, pudriciones del tallo y de la

mazorca de maiz.

Si este hongo contintia su desarrollo en las mazorcas cuando éstas son
almacenadas durante el otofio y el invierno (bajas temperaturas), se puede
formar el compuesto estrogénico que se conoce como zearalenona,
micotoxina de gran importancia; sin embargo, la zearalenona, también se ha
encontrado en granos de maiz recién cosechados que no han sido

almacenados ni expuestos a bajas temperaturas (Moreno, 1988).

Las colonias de F. graminearum presentan abundante micelio blanco con
apariencia algodonosa. Este hongo presenta macroconidios y clamidosporas,
no presenta microconidios. Cuando presenta esclerocios éstos son de color
rosa palido, purpura o rojo intenso. El color de la colonia puede ser rosa,
rosa palido, rosa-gris, rojo o café, carmin y en ocasiones amarillo (Moreno,

1988).
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Fusarium moniliforme J. Sheld

Este es un hongo muy comun que se aisla facilmente de los granos de maiz,
infecta los tallos de las plantas y llega hasta la base de los granos. Si durante
la formacion de la mazorca se presentan condiciones de alta humedad, los
granos son deteriorados por este hongo, causando la pudricion de la

mazorca.

El color de F. moniliforme es rosa, este hongo crece en los orificios hechos por
gusanos e insectos que atacan a la mazorca. Para su desarrollo se requieren
de altos contenidos de humedad en los granos de maiz (arriba del 22%), por

lo tanto, no contintda su desarrollo en un almacenamiento normal.

Esta especie es productora de varias micotoxinas, entre ellas zearalenona,
moniliformina y fusarina. Ademas de los macroconidios esta especie presenta

microconidios ovoides en cadenas, lo que la distingue de otras especies.

Las colonias de F. moniliforme son de color blanco, de color durazno, crema
palido, violetas o de color lila, el aspecto de las colonias es pulverulento

(Moreno, 1988).
Fusarium oxysporum Schlecht

F. oxysporum es predominantemente un saprofito abundante y activo del
suelo y de materia organica. Ademas algunas cepas tienen una actividad
patogénica especifica, pero constituyen una porcion muy pequena de la
poblacion total del suelo aunque causan enfermedades importantes en los
cultivos, algunas causan muerte de plantulas, necrosis o podredumbres. En
general causan pérdidas en plantas pertenecientes a todas las familias
importantes de angiospermas en regiones templadas o tropicales (Smith,

2002).

Esta especie es la mas importante del género Fusarium, las colonias tienen

un aspecto variable que dependen de la cepa; en general el micelio aéreo y el
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medio cambia de color a distintos tonos desde violeta a morado oscuro; si
abundan los esporodoquios las colonias pueden aparecer crema o naranja.
Los microconidios son de oval a elipsoides, mono o bicelulares, y se forman
en fialides cortas no ramificadas, nunca en cadena. Los macroconidios,
normalmente 3-5 septados, son fusoides, ligeramente curvados y a menudo
tienen una célula basal pedicelada; se forman al principio en fialides
individuales, luego en esporodoquios. Las clamidosporas son solitarias o

estan en cadenas cortas (Agrios, 1998).

2.4.2 Hongos de Almacén

Los hongos de almacén comprenden cerca de una docena de especies
Aspergillus, varias especies de Penicillium, una sola especie de Sporendonema
y posiblemente algunas especies de levaduras (Christensen y Kaufmann,

19609).

Salvo algunas excepciones, estos hongos no infectan a las semillas
significativamente antes de la cosecha; su habitat natural no es el campo,
sino el almacén, la bodega, el silo y las trojes; se desarrollan principalmente
bajo condiciones de baja humedad relativa (65 a 90%), después de la
cosecha, durante el transporte, el secado lento, el almacenamiento y
procesamiento de los granos. Los principales dafnos que ocasionan estos
hongos a los granos y semillas almacenadas son la reduccion del poder
germinativo de las semillas, el ennegrecimiento de los granos y la produccion

de micotoxinas (Moreno, 1988).

Existe una gran cantidad de factores que determinan el grado de invasion en
el grano almacenado: el contenido de humedad del grano, su temperatura, la
cantidad de grano quebrado y materia extrana presente, el grado de invasion
por hongos de almacén que ha sufrido el grano antes de llegar a un lugar
determinado, la presencia de insectos y el tiempo de almacenamiento.

Aunque todos estos factores interactian entre si en algun grado, los
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principales factores de riesgo son el contenido de humedad, la temperatura y

el periodo de almacenamiento.

En el Cuadro 14 se presentan los contenidos de humedad de diferentes
granos y semillas en equilibrio con distintas humedades relativas (de 65-
90%) y los hongos que pueden invadirlos a los contenidos de humedad

senalados.

Cuadro 14. Contenidos de humedad en equilibrio a humedades relativas y
hongos encontrados.

Humedad Semillas Cacahuate

Relativa de Soya y Girasol Hongos
cereales o
(%) o) (%)
65- 70 12- 14 11- 12 6-8 A.halophilicus

A.restrictus,
70-75 13- 15 12- 14 7- 10 A.glaucus,
Wallemia sebi

A.candidus,

75- 80 14- 16 14- 16 8- 11 e

80- 85 15-18  16-19 9- 13 A flavus,
Penicillium spp.

85- 90 17- 20 19- 23 10-16 Cualquiera de

los anteriores

Fuente: Christensen y Kaufmann, 1969; Sauer, 1992.

2.4.2.1 Penicillium

Son hongos comunes que se desarrollan sobre los mas diversos substratos:
granos, paja, cueros, frutas, etc. Su identificacion con base a las
caracteristicas morfolégicas fue cadtica hasta que Pitt (1980) establecio las

condiciones de cultivo y Frisvad (1981) consideré la formacion de los
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metabolitos secundarios en la descripcion de las especies. La importancia de
estos hongos en la alimentacion humana y animal se debe a que, ademas de

causar deterioro, producen toxinas (Pitt y Leistner 1991).

Clasificacion

El género Penicillium esta subdividido en grupos o subgéneros de acuerdo a
la morfologia de los penicilos (Fig. 15) aunque también se tiene en cuenta la
macromorfologia de la colonia. La serie Monoverticillata (Bridge et al., 1992) o
subgénero Aspergilloides (Pitt y Hocking 1997), comprenden a todos los
penicilos monoverticilados con conidiéforo que porta un solo verticilo de
fialides, las cuales nacen directamente del estipite.

La serie Terverticillata o subgénero Penicillium, comprende a las especies que
tienen tres, a veces cuatro, niveles de ramificaciones, es decir, que sus
fialides siempre nacen de meétulas y éstas generalmente nacen de ramas
terminales de un conidiéforo bien definido y son de crecimiento relativamente
rapido sobre Czapek-Glicerol. Las especies con penicilos biverticilados,
generalmente simétricos con meétulas y fialides, cuyas colonias son de
crecimiento lento sobre Czapek-Glicerol se agrupan en la serie Biverticillata
symmetrica, o subgénero Biverticillium, pero a veces suele haber algunos
pinceles terverticilados. Las fidlides son delgadas, con el apice alargado y
alcanzan la misma longitud que las métulas. Si los pinceles son
biverticilados o irregulares, a veces junto a monoverticilados, con las fialides
en forma de anfora y mas cortas que las meétulas, se las reune en el
subgénero Furcatum que comprende especies de las series Biverticillata
asymmetrica 'y Divaricata. Las colonias de este subgénero crecen
relativamente rapido en Czapek-Glicerol (Bridge et al. 1992, Pitt y Hocking
1997).
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Figura 15. Aspecto de penicilos.

Caracteristicas Morfologicas

Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura ramificada
llamada conidi6foro semejante a un pincel que termina en células

conidiégenas llamadas fialides.

En la Figura 16 se esquematizan los tipos de conidiéforos del género
Penicillium, cuyas ramificaciones se ubican formando verticilos. Si hay soélo
un verticilo de fialides el pincel es monoverticilado. Las ramificaciones de un
penicilo poliverticilado son ramas, ramulas, métulas y fialides. Los conidios
generados en fialides suelen llamarse fialoconidios para indicar su origen. En
la fialide, al dividirse el nucleo, se extiende simultaneamente el extremo
apical que luego se estrangula separando a la espora recién formada. Se
llama collula a la porcion de pared que une entre si a los conidios
permitiendo la formacion de cadenas, y en algunas especies se aprecia

claramente con el microscopio 6ptico (Webster, 1986).

Las hifas alcanzan un diametro entre dos o tres micrometros y tienen septos
con un poro central que no es visible al microscopio 6ptico. Las paredes del
estipite, las ramas o las métulas pueden ser lisas, rugosas o equinuladas. La

pared de las fialides es siempre lisa.
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Las fialides pueden tener forma de anfora o bien ser casi cilindricas con la
porcion apical en forma de cono. El tamano maximo de las fialides es de 15
mm y la parte terminal no supera los 3 mm de largo. Los conidios son
esféricos o elipsoidales, unicelulares, hialinos que en masa se ven de color
verde, verde azulado, verde aceituna o gris. La pared de los conidios es lisa o

rugosa segun las especies (Webster, 1986).
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Figura 16. Estructura morfolégica del género Penicillium spp (Pitt, 1980).

Penicillium olsonii Bainier & Sartory

Es un hongo de almacén pertenenciente a la serie Olsonii. Son capaces de
crecer tanto en actividades de agua y temperaturas muy bajas, pero no
toleran temperaturas altas. Esta especie se encuentra en toto el mundo,

usualmente en regiones tropicales.
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Las colonias de P. olsonii son de tamano moderado, presentan un aspecto
velutinoso, son de color verde, el micelio es blanco o café palido y al reverso
amarillo palido o café amarillento. Los estipites son muy largos y amplios de
parades lisas, el penicilio generalmente es terverticilado, multiramificado y

forma conidios elipsoidales de paredes lisas (Samson y Pitt, 1990).

Penicillium oxalicum Currie & Thom

Es un hongo perteneciente a la serie Oxalica, el cual se caracteriza por
penicilios bien desrrollados, robustos, de fialides largas, conidios que crecen
rapidamente de forma cilindrica o elipsoidal y las colonias presentan un
aspecto velutinoso. Su crecimiento es pobre en actividades de agua bajas,
crece a temperaturas bajas considerando que a 37 °C su desarrollo es nulo

(Samson y Pitt, 1990).

Penicillium funiculosum Thom

Perteneciente a la serie Islandica. Las cepas son velutinosas, de crecimiento
rapido, flocosas, de color gris verdoso, estipites cortos y conidios cilindricos

muy pequenos (Samson y Pitt, 1990).

Penicillium janthinellum Biourge

Esta especie de Penicillium pertenece a la serie Janthinella, se caracteriza por
penicilios fuertemente ramificados con terminales irregulares, y de
estructura biverticilada o en algunas ocasiones monoverticilada. Las colonias
crecen rapidamente, de aspecto flocoso y de conidiogénesis ligera. Estipites
delicados y de paredes lisas. Conidios de forma esferoidal con paredes lisas o

finamente rugosas (Samson y Pitt, 1990).

2.4.3 Hongos de deterioro avanzado

Estos requieren altos contenidos de humedad para su desarrollo (HR= 90%) y
en la naturaleza se les encuentra colonizando materia organica en proceso de

descomposicion. Si los hongos aislados de granos u otros productos,
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pertenecen a este grupo, es un signo de mala calidad de estas materias
primas, las que deberan ser consideradas con las maximas precauciones
para su posible utilizacion en la alimentacion animal. A los hongos de este
grupo dificilmente se les aisla de granos destinados al consumo humano, ya
que a esos granos, que practicamente estan en estado avanzado de
pudricion, normalmente se les destina al consumo animal, con los

consiguientes riesgos sanitarios (Moreno, 1988).

La humedad del grano, su temperatura y el grado de aereacion son tres de
los factores mas importantes que determinan el tiempo de almacenamiento y
deterioro del grano (Sauer, 1992). Actualmente el combate de los hongos solo
se logra secando los granos a niveles de humedad desfavorables para su
desarrollo; a contenidos de humedad de los granos en equilibrio con
humedades relativas menores del 75%. Otra manera de retardar el
crecimiento de los hongos es almacenando los granos a bajas temperaturas,
sin embargo, el factor mas importante es el contenido de humedad de los

granos y de los productos almacenados (Moreno, 1988).

Debido a que la expresion del contenido de humedad de los productos en
equilibrio con una determinada humedad relativa varia de acuerdo a su
contenido de materia hidrofilica, se recomienda que en lugar de indicar los
contenidos de humedad que requieren los hongos para su desarrollo, se haga
referencia a la actividad de agua (aw), la cual puede tomar valores entre O y 1
y es igual a la humedad relativa en equilibrio dividida entre 100 (Sauer,
1992). La actividad de agua es la relacion de la presion parcial del vapor de
agua en equilibrio con el sustrato y la presion parcial del vapor de agua en
equilibrio con el agua pura a la misma temperatura; es una medida de la
cantidad de agua disponible en un producto o sustrato, capaz de permitir el

crecimiento de los microorganismos (Moreno, 1988).
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En el Cuadro 15 se muestra la actividad de agua minima requerida para el

desarrollo de diversos mohos.

Cuadro 15. Minima aw requerida para el desarrollo de diversos mohos.

. aw minima
Especie

requerida
Aspergillus chevalieri 0.65
Aspergillus restrictus 0.70- 0.75
Aspergillus candidus 0.72
Aspergillus versicolor 0.75
Aspergillus flavus 0.80
Aspergillus niger 0.85
Penicillium chrysogenum 0.78
Penicillium citrinum 0.80
Penicillium islandicum 0.83
Penicillium purpurogenum 0.84
Fusarium spp. 0.88- 0.91
Rhizopus y Mucor spp. 0.92- 0.94

Fuente: Sauer, 1992.
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III.JUSTIFICACION

Las plagas y enfermedades constituyen la principal limitante en la produccion agricola.
Cada ano, una tercera parte de la produccion de alimentos debe destruirse, por la
presencia de éstas en cultivos y granos almacenados. Todos estos problemas de pre y
poscosecha, originan fuertes pérdidas economicas, tanto al productor como al
comercio de granos y semillas; asi como al usuario final.

Por lo anterior se considerd necesario emplear ciertos aceites esenciales y determinar
su efecto antifingico como una alternativa que reduzca el deterioro de los granos
utilizados como materia prima en la elaboracion de diversos alimentos y bebidas; asi

como su posible uso como conservadores y/o aditivos.

IV. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antifungica de diferentes aceites esenciales sobre el
crecimiento micelial de especies correspondientes al género Fusarium y Penicillium
causantes del deterioro de granos, semillas y materia prima utilizados para la

industria de alimentos.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

4.2.1 Aislamiento e identificacion de cepas de Penicillium presentes en nuez pecanera
empacada y a granel de diferentes marcas comerciales en el Municipio de

Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

4.2.2 Aislamiento e identificacion de cepas de Fusarium presente en grano de maiz de

diferentes zonas productoras en la Republica Mexicana.

62



i Ingenieria en Alimentos

)
Pats sl 2
urNAM
CUAUTITLAN

4.2.3 Identificar a nivel de especie los aislamientos de Fusariumy Penicillium obtenidos

en nuez y maiz.

4.2.4 Evaluar la actividad antifungica in vitro de diferentes aceites esenciales, sobre el
desarrollo de especies del género Fusarium y Penicillium determinando las dosis

minima de inhibicion.

V.HIPOTESIS

Si el uso de los aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas ejerce una
accion antifangica sobre las especies de las cepas del género Fusariumy Penicillium,
se observara un efecto de inhibicién en el crecimiento de éstos, dependiendo del tipo

de aceite y de la concentracion que se aplique.
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VI.CUADRO METODOLOGICO

Act. Preliminar I

Revision Bibliografica
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Act. Preliminar III

Procedencia de

Act. Preliminar II

Procedencia de
Muestras

HIPOTESIS

Si el uso de los aceites esenciales de plantas medicinales y aromaticas ejerce una
accion antifingica sobre las especies de las cepas del género Fusarium y
Penicillium, se observara un efecto de inhibicion en el crecimiento de éstos,

dependiendo del tipo de aceite y de la concentraciéon que se aplique.

Aceites Esenciales

Act. Preliminar IV

Preparacion de
medios de cultivo
para el aislamiento de

la micobiota.

de cepas de

diferentes

de México.

Objetivo Particular 1

Aislamiento e identificacion
Penicillium de
presentes en nuez pecanera
empacada y a granel de

comerciales en el Municipio
de Cuautitlan Izcalli, Estado

Objetivo Particular 2 Objetivo Particular 3

Aislamiento e identificacion Identificar a nivel de especie
cepas de Fusarium los
presente en grano de maiz
de diferentes zonas
productoras en la Republica
Mexicana.

aislamientos de
Fusarium 'y Penicillium
obtenidos en nuez pecanera

marcas y maiz.

Objetivo Particular 4

Evaluar la actividad

antifingica in vitro de

diferentes aceites esenciales

sobre el desarrollo de
especies del género
Fusarium 'y  Penicillium
determinando las  dosis

minima de inhibicidén.

64




UNAM
CUAUTITLAN

w____________________________________________________________________________________Ingenieriaen Alimentos

Act. Experimental 1

Determinacion de la
micobiota presente en nuez

pecanera.

Act. Experimental 2

Determinacion de la
micobiota presente en grano

de maiz.

Act. Experimental 3

Aislamiento a nivel género
de la micobiota determinada

en maiz y nuez pecanera.

Act. Experimental 4

Prueba antifungica in vitro,
de las especies del género
Fusarium, empleando 9
aceites esenciales con
diferentes concentraciones.

Resultados y Discusion

Conclusiones

Recomendaciones

Act. Experimental 3.1

Identificacion a nivel especie
de los aislamientos de la
micobiota determinada en

los granos de maiz.

Act. Experimental 4.1

Prueba antifungica in vitro,
de las especies del género
Penicillium, empleando 9
aceites esenciales con

diferentes concentraciones.

Act. Experimental 3.2

Identificacion a nivel especie
de los aislamientos de la
micobiota determinada en

nuez pecamnera.

65




=
/ Ingenieria en Alimentos
o]

CUAUTITLAN

VILMATERIALES Y
METODOS

66



u d
CUAUTITLAN

Ingenieria en Alimentos

NLAM

7.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1.1 Actividades Preliminares

> Procedencia de las muestras

Nuez Pecanera (C. illinoensis)

Para el aislamiento de cepas de Penicilllum se utilizd nuez pecanera
empacada y a granel de siete muestras comerciales adquiridas en centros de
distribucion del Municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México debido a
que en un estudio previo (Garcia, et al 2000) se determin6é una alta

frecuencia de cepas de este género.

Maiz (Z. mays)

El aislamiento de cepas de Fusarium se realizo de grano de maiz de diferentes
zonas productoras de la Republica Mexicana (Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Durango, Guanajuato, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Tlaxcala y

Zacatecas) ya que este género cuenta con una amplia distribucion.

Estos granos de maiz, fueron proporcionados por el Desarrollo de Empresas e
Iniciativas Rurales S.C de Texcoco, Estado de México y se presentan en el

Cuadro 16.
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Cuadro 16. Procedencia de las muestras de maiz.

Muestra Origen
01,02y 03 Michoacan
04,05,06 y 07 Guanajuato
08 Tlaxcala
09,10y 11 Zacatecas
12y 13 Campeche
14 Guerrero
15 Nayarit
16,17,18,19,20y 21 Chiapas
22 Chihuahua
23y 24 Durango

> Procedencia de los aceites esenciales

Los aceites esenciales (ajo, anis, canela, cebolla, cilantro, clavo, menta,
orégano y tomillo) fueron obtenidos en la compania Aceites y Esencias S.A.

(grado alimenticio), los cuales se utilizan en la industria farmacéutica,

alimentos y confiteria.
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7.1.2 Actividades de la Fase Experimental

> Determinacion de la Micobiota presente en grano de Maiz y Nuez

pecanera

Para la identificacion de los hongos presentes en los granos de maiz y nuez
pecanera a nivel género, se utilizo la técnica de siembra en placas de papa-
dextrosa-agar (PDA), para el aislamiento de hongos de campo, y en placas de
malta-sal-agar (MSA), para el aislamiento de hongos de almacén. Se hicieron
3 repeticiones por cada una de las muestras.

Los granos fueron desinfectados superficialmente con una solucion de
hipoclorito de sodio al 3% durante un minuto con el fin de eliminar bacterias
y microorganismos, procediendo enseguida al secado del grano en toallas de
papel previamente esterilizadas, posteriormente, en un medio estéril, se
sembraron 50 granos de maiz en placas de malta- sal- agar (MSA) y 50
granos de maiz en placas de papa- dextrosa-agar (PDA) de las 24 muestras,
obteniendo asi un total de 100 granos de maiz por cada muestra.

Para la nuez pecanera se sembraron 18 nueces en placas de malta- sal-agar
(MSA) y 18 nueces en placas de papa- dextrosa-agar (PDA) de las 7 marcas
comerciales empacadas y a granel del Municipio de Cuautitlan Izcalli,

Estado de México.

Por ultimo las muestras se sometieron a incubacion a una temperatura de 25
°C por un periodo de 7 dias, después de los cuales se aislaron e identificaron

los hongos presentes en el grano de maiz y nuez pecanera a nivel de género.
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> Aislamiento a nivel género de la micobiota determinada en maiz

Y nuez pecanera

De la micobiota obtenida se aislaron las cepas del género Fusarium y
Penicillium tomando una pequena muestra del hongo con una aguja estéril y
transfiriéndolo a placas de papa-dextrosa-agar (PDA) y Czapek, realizando 3
repeticiones por cada género de hongo determinado, finalmente se
sometieron a incubacion por un periodo de 7 dias a 25 °C para obtener

cultivos axénicos y asi posteriormente identificar las cepas a nivel de especie.

» Identificacion a nivel especie de los aislamientos de la micobiota
determinada en maiz

De los cultivos axénicos que se obtuvieron del género Fusarium de la
micobiota presente en las 24 muestras de maiz, se hicieron preparaciones,
colocando wuna pequena muestra del hongo en wun portaobjetos,
posteriormente se agregaron dos gotas de lactofenol con azul de algodon en
las muestras y se cubrieron con un cubreobjetos, a continuacion se
observaron dichas preparaciones en el microscopio compuesto y se
caracterizaron e identificaron las especies del género Fusarium con el uso de
claves especializadas CIMMYT (Warham, et al., 1994) y el libro “Fusarium
Species” (Marasas, et al., 2001).

» Identificacion a nivel especie de los aislamientos de la micobiota

determinada en nuez pecanera

Con la finalidad de identificar las especies del género Penicillium que se
presentaron en la micobiota obtenida de nuez pecanera, se colocé una
pequena porcion de estas cepas en viales con agar tween 80, posteriormente
se homogenizaron en un vortex dichos viales y se tom6 una alicuota de 0.5ul
para sembrar las cepas en tres puntos diferentes (Fig. 17) de los siguientes
medios de cultivo: EMA, CYA y Gosn; estos medios de cultivo se utilizaron

para cada una de las cepas de Penicillium (Anexo 3).
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Fig. 17. Distribucion de cepas de Penicillium en cajas Petri.

Posteriormente, se incubaron las cajas por siete dias a la temperatura
correspondiente: EMA y Gasna 25 °C, CYA a 25 °C, 37 °C,y a 5 °C.

Una vez transcurridos los siete dias de incubacion se observaron las
carcteristicas de la macromorfologia de las colonias de Penicillium (color,
tamano, textura, etc.), y con las colonias que crecieron en los medios de
cultivo EMA, se hicieron preparaciones para identificarlas
micromorfoléogicamente y asi finalmente siguiendo las claves especializadas
del libro “Genus Penicillium” (Pitt, 1980) se pudieron identificar las especies

de este género.

» Prueba de actividad antifangica “in vitro”

Con la finalidad de evaluar la actividad antifingica de nueve aceites
esenciales sobre el crecimiento micelial de las especies del género Fusarium
(F. oxysporum, F. graminearum y F. moniliforme) y del género Penicillium (P.
funiculosum, P. janthinelum, P. olsonni, y P. oxalicum) se realizo6 una prueba in
vitro con placas de papa-dextrosa-agar (PDA) y aceites esenciales. Los aceites
esenciales que se emplearon fueron: ajo, anis, canela, cebolla, cilantro, clavo,
menta, orégano y tomillo, los cuales se mezclaron en la concentracion
deseada con el medio de cultivo de PDA semisolido previamente esterilizado
(t=20 min, P=1.5 Kg/cm?) obteniendo siete concentraciones diferentes: 0.025,
0.05, 0.1, 0.15, 0.25, 0.35, 0.45%. Los medios con los aceites esenciales se

vertieron en cajas de Petri estériles (Anexo 2) (Soliman y Badeaa, 2002).
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1. Siembra de F. oxysporum, F. graminearum y F. moniliforme en

medios de cultivo con aceites esenciales.

Con ayuda de un sacabocados (d=4 mm) se sembraron explantes discoidales
de las especies de Fusarium, en el centro de los medios de cultivo con aceites
esenciales y las diferentes concentraciones probadas.

Posteriormente, las cajas de Petri con los tratamientos, se incubaron por un
periodo de 15 dias midiendo con un vernier dos diametros perpendiculares
de la colonia sacando un promedio del crecimiento cada 72 horas. Se
realizaron tres repeticiones por cada tratamiento mas un testigo con inoéculo
sin tratamiento para cada uno de los aceites y dosis probadas en este estudio

(Soliman y Badeaa, 2002).

2. Siembra de P. funiculosum, P. janthinelum, P. olsonni, y P.

oxalicum en medios de cultivo con aceites esenciales.

Se tom6 una pequena muestra de cada una de las especies del género
Penicillium colocandolas en viales con tween 80 agar; una vez
homogeneizados dichos viales se tomé una alicuota de 0.4 ul de la
suspension de esporas y se sembraron en el centro de las placas de agar PDA
con los diferentes aceites esenciales (Klich, 2002).

Posteriormente, se incubaron por un periodo de 15 dias, midiendo con un
vernier dos diametros perpendiculares de la colonia, sacando un promedio
del crecimiento cada 72 horas. Se realizaron tres repeticiones por cada
tratamiento mas un testigo con indculo sin tratamiento para cada uno de los

aceites y dosis probadas en este estudio.

> Determinacion del efecto Fungicida y Fungistatico

Para determinar el efecto fungicida y fungistatico de los aceites esenciales, se
transfirieron explantes discoidales de las especies de Fusarium y Penicillium,

que no presentaron crecimiento micelial en los tratamientos probados, a
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medios de cultivo de PDA libres de aceites esenciales; dichas placas de agar

fueron incubadas a una temperatura de 25 °C durante 15 dias y
posteriormente se evaluo el desarrollo de las colonias, considerando un efecto
fungicida en aquéllos que no presentaron crecimiento del hongo y

fungistatico para los que si lo presentaron (Soliman y Badeaa, 2002).

VIII. ANALISIS ESTADISTICO

» Los resultados obtenidos de la prueba de actividad antifungica in vitro
se analizaron bajo un diseno factorial completamente al azar. Las
medias obtenidas se sometieron a una comparacion estadistica de

Tukey (p<0.05) en el paquete SAS, version 9 (2002).

» La frecuencia y densidad relativa de los aislamientos de la microbiota
presente en maiz y nuez pecanera se obtuvieron mediante un analisis

estadistico aplicando las siguientes ecuaciones (Marasas et al., 1984):

Donde:

FR= Frecuencia relativa.

a= numero de muestras con presencia de cada uno de los géneros y/o
especies aisladas.

b= ntimero total de muestras analizadas.

Donde:
DR= Densidad relativa.
c= numero de hongos presentes en la muestra.

d= numero total de hongos aislados.
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IX.RESULTADOS Y
DISCUSION
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9.1 Determinacion de la microbiota presente en grano de maiz.

En las pruebas de determinacion de la microbiota presente en las 24
muestras de granos de maiz, realizadas en medio de cultivo PDA se encontro
que el género que predominé fue Fusarium con una frecuencia del 96%
(Fig.18) correspondiendo a un total de 121 aislamientos (Cuadro 17). Otros
hongos determinados en este medio, con menor frecuencia fueron, por orden
de importancia: A. restrictus con 37.5% aislando 16 colonias, esta misma
frecuencia se obtuvo para el género Penicillium de donde se aislaron 19
colonias. En Eurotium la frecuencia fue menor (25%) aislando tan solo 14
colonias, seguido de la presencia de 13 colonias de bacterias con el 30% de

frecuencia en dichos granos (Fig. 18).

En el medio de cultivo MSA, también, se encontr6 que el género que
predominé fue Fusarium con una frecuencia del 87.5% (Fig.19) obteniendo
un total de 91 colonias aisladas en las 24 muestras analizadas (Cuadro 18).
En cuanto a los demas hongos se encontro la especie A. restrictus con 53
colonias que representa una frecuencia del 46%, Eurotium con 19 colonias y
una frecuencia del 29%, Penicilium con &8 colonias determinadas
representando una frecuencia del 12.5% y finalmente una colonia de

bacterias con una frecuencia del 4% (Fig. 19).
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Fig. 18 Frecuencia de la microbiota presente en 24 muestras de grano de maiz en PDA.
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Fig. 19 Frecuencia de la microbiota presente en 24 muestras de grano de maiz en MSA.

En el Cuadro 17 se presentan los resultados obtenidos de la microbiota
presente de cada una de las 24 muestras analizadas de grano de maiz,
encontrando en el medio de cultivo PDA que la muestra 16 de procedencia
Chiapaneca presenté el mayor numero de colonias del género Fusarium
obteniendo 22 aislamientos y una densidad relativa del 18%. Otras muestras
analizadas que también presentaron un numero elevado de colonias del
género Fusarium fueron la muestra 18 de procedencia Chiapaneca y la
muestra 22 de Chihuahua, aislando 10 colonias por muestra y
representando una densidad relativa de 8.2%. En la muestra 15 se aislaron 8
colonias correspondiendo a una densidad relativa de 6.6%, para la muestra 6
se obtuvo un aislamiento de 7 colonias representando asi una densidad
relativa del 5.7% (Cuadro 17). De las muestras 2, 9 y 11 se aislaron el mismo
numero de colonias de Fusarium (seis) obteniendo asi el 5% de densidad
relativa, mientras que en la muestra 3, 17 y 19 se obtuvieron S colonias
representando el 4.1% de la densidad relativa de colonias aisladas y en las
muestras 4, 5, 12 y 20 se aislaron un total de 4 colonias por muestra con un

3.3% de densidad relativa.

Por otra parte, las muestras que presentaron un numero menor de

aislamientos de este género fueron la 1, 13, 14, 21 y 24 con solo 2 colonias
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presentes en cada muestra y una densidad relativa de 1.6%, seguido de las
muestras 8, de Tlaxcala y 23 de Durango que presentaron tan solo una
colonia de Fusarium y con ello una densidad del 0.8% en 50 granos de maiz
sembrados en placas de PDA, lo que significa que este género tiene una
amplia distribucion y sus especies van a depender de la region geografica y
condiciones climaticas que prevalezcan en la zona donde se cultive el maiz;
algunas especies de Fusarium, son responsables de pudriciones de tallo,
tizon en las plantulas y pudriciones de mazorca en el campo (De Leon, 1984).
Requiere que el grano contenga un nivel de humedad demasiado alto (24-25
%) para poder desarrollarse (Agrios, 1998) sin embargo, la presencia
principalmente de hongos de campo como Fusarium también nos indica que
el grano es de recién cosecha o que fue almacenado bajo condiciones
adecuadas las cuales no permitieron el desarrollo de hongos de almacén
(Moreno, 1988).

Por otro lado Fusarium ademas de causar deterioro en el grano, (manchado,
muerte del embrion y pérdida de peso), algunas especies producen
micotoxinas que representan un riesgo para la salud humana y animal,
ademas de ocasionar fuertes pérdidas economicas en la industria de
alimentos. Este género, como ya se menciond, contamina a los cereales en el
campo y posteriormente cuando éstos son sometidos a procesos de secado y
otros manejos, el moho puede morir y no obstante las micotoxinas que
producen algunas especies permanecen en el sustrato de manera que su

control es de gran importancia (Ericksen y Alexander, 1998).

Otros hongos determinados en PDA con un menor numero de aislamientos y
que presentan una baja densidad relativa, fueron A. restrictus con un total de
16 colonias, Eurotium spp. con 14 colonias y Penicillium spp. con 19, seguido
de la presencia de 13 colonias de bacterias en dichos granos (Cuadro 17).
Agentes causantes de deterioro de los granos, después dela cosecha, durante

su almacenamiento y transporte (Agrios, 1998).
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Cuadro 17. Microbiota presente en granos de maiz en medio de cultivo PDA.

1
/ Ingenieria en Alimentos

N° de Colonias presentes por muestra

Muestra Fusarium A.restrictus Eurotium Penicillium Bacterias
a*  b* a b a b a b a b
01 2 1.65 0 0 0 0 0 0 0] 0
02 6 5 1 6.25 0 0 2 10.5 0 0
03 5 4.1 2 12.5 0 0 0 0 0 0
04 4 3.3 1 6.25 0 0 0 0 1 7.6
05 4 3.3 0 0 1 7.1 0 0 0 0
06 7 5.7 0 0 0 0 3 15.7 1 7.6
07 3 2.4 0 0 0 0 1 5.2 1 7.6
08 1 0.8 2 12.5 0 0 0 0 0 0
09 6 5 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 6 42.8 0 0 0 0
11 6 5 0 0 0 0 0 0 4 30.7
12 4 3.3 2 12.5 3 214 1 5.2 0 0
13 2 1.6 0 0 0 0 0 0 2 15.3
14 2 1.6 2 12.5 1 7.1 0 0 3 23
15 8 6.6 0 0 0 0 0 0 0 0
16 22 18 0 0 0 0 3 15.7 0 0
17 5 4.1 0 0 0 0 0 0 0 0
18 10 8.2 1 6.25 0 0 4 21 0 0
19 5 4.1 1 6.25 2 14.2 1 5.2 0 0
20 4 3.3 4 25 0 0 3 15.7 0 0
21 2 1.6 0 0 1 7.1 1 5.2 1 7.6
22 10 8.2 0 0 0 0 0 0 0 0
23 1 0.8 0 0 0 0 0 0 0 0
24 2 1.6 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 121 16 14 19 3
Aislamientos

a*= numero de aislamientos; b*= densidad relativa.
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Sin embargo, al analizar éstas mismas muestras en el medio de cultivo MSA

se encontréo que las muestras 6, 8, 10, 12, 14 y 21 presentaron un mayor
numero de aislamientos y densidad relativa de hongos de almacén (Cuadro
18) correspondiendo principalmente a la especie Aspergillus restrictus y a los
géneros Eurotium spp. y Penicillium spp., lo cual nos indica que estas
muestras ya habian sido sometidas a un periodo de almacenamiento en

condiciones favorables para el desarrollo de estos hongos.

El hongo A. restrictus es considerado como una de las especies mas xerofilas
que invaden a los granos y semillas, ya que para su desarrollo requiere de
una aw menor de 0.70, presenta un crecimiento muy lento y requiere en los
granos de maiz contenidos de humedad del 14-15%. No es productor de
micotoxinas, sin embargo afecta la germinacion de las semillas (Lacey, 1994

y Moreno, 1988).

La muestra que presenté mayor incidencia de esta especie fue la 8 con 14
aislamientos representando una densidad relativa del 26.4%. Otra de las
muestras analizadas que también mostré un elevado numero de aislamientos
fue la muestra 6 de donde se determinaron 9 colonias y una densidad
relativa de 9.4% de A. restrictus, en las muestras restantes no se observo la

presencia de este hongo.

Otro hongo de almacén determinado con menor numero de aislamientos y
menor densidad relativa fue Eurotium, las muestras que presentaron un
mayor desarrollo de este género fueron la 14 y la 10, aislando en la primer
muestra 8 colonias representando el 42.1% de densidad relativa y para la
segunda muestra se aislaron 3 colonias obteniendo asi un 15.7 % de la
densidad relativa. La muestra que obtuvo menor presencia de este género fue

la 21 con un aislamiento correspondiendo a un 5.2% de densidad relativa.
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El género Eurotium es el estado perfecto de las especies del grupo Aspergillus

glaucus, son caracteristicamente xérofilas y requieren para su desarrollo
entre 0.75-0.78 aw (Lacey y Magan, 1991). Estos hongos imparten colores y
olores desagradables a los granos y afectan la germinacion de las semillas

(Moreno, 1988).

El género Penicillium fue aislado de las muestras 8, 10 y 12 con 1, Sy 2
colonias respectivamente, presentando una baja densidad relativa (12.5%,
62.5% y 25%), ciertas especies de este género son consideradas como hongos
toxigenos, capaces de producir diversas micotoxinas, ademas de causar

deterioro de los granos (Moreno, 1988).

Se ha encontrado que a temperaturas bajas o ventilacion con aire
acondicionado aumenta la presencia de especies de Penicillium,

especialmente si se presenta una alta aw (Lacey, 1994).

[80]



1
/ Ingenieria en Alimentos

S 5228
UNLAM
CUAUTITLAN

Cuadro 18. Microbiota presente en granos de maiz en medio de cultivo MSA.
N° de Colonias presentes por muestra

Muestra Fusarium A. restrictus Eurotium  Penicillium Bacterias

a* b* a b a b a b a b
01 4 4.3 1 1.8 0 0 0 0 1 100
02 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
03 1 1.09 0 0 0 0 0 0 0 0
04 2 2.1 0 0 0 0 0 0 0 0
05 2 2.1 0 0 0 0 0 0 0 0
06 3 3.2 9 17 0 0 0 0 0 0
07 1 1.09 0 0 2 10.5 0 0 0 0
08 1 1.09 14 26.4 0 0 1 12.5 0 0
09 7 7.6 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 S 9.4 3 15.7 S 62.5 0 0
11 §) 6.5 0 0 0 0 0 0 0 0
12 1 1.09 3 5.6 3 15.7 2 25 0 0
13 3 3.2 0 0 0 0 0 0 0 0
14 3 3.2 6 11.3 8 421 0 0 0 0
15 4 4.3 0 0 0 0 0 0 0 0
16 9 9.8 3 5.6 0 0 0 0 0 0
17 2 2.1 0 0 1 5.2 0 0 0 0
18 8 8.7 0 0 0 0 0 0 0 0
19 6] 6.5 0 0 0 0 0 0 0 0
20 12 13.1 1 1.8 0 0 0 0 0 0]
21 0 0 6 11.3 1 5.2 0 0 0 0
22 10 109 3 5.6 0 0 0 0] 0 0
23 3 3.2 2 3.7 0 0 0 0 0 0
24 3 3.2 0 0 1 5.2 0 0 0 0

Total 91 53 19 8 1
Aislamientos

a*= numero de aislamientos; b*= densidad relativa.
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9.2 Identificacion de Fusarium a nivel de especie

Los resultados obtenidos en la identificacion de especies del género Fusarium
de los aislamientos de la micobiota presente en los granos de maiz en el
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) muestran que la especie mas
abundante con un total de 86 colonias fue F. moniliforme (estado perfecto
Gibberella fujikuroi), otras especies identificadas con un numero menor de
aislamientos fueron F. graminearum (estado perfecto Gibberella zeae) con 25

colonias y F. oxysporum que presento tan solo 10 colonias (Cuadro 19).

En los aislamientos del medio de cultivo malta-sal-agar (MSA) la especie de F.
moniliforme sigue siendo la mas abundante ya que presenté un total de 54
colonias en los granos de maiz, seguida de la especie F. oxysporum de donde
se obtuvieron 31 colonias y en menor proporcion se encuentra la especie de
F. graminearum con un total de 6 colonias presentes (Cuadro 20).

Por lo tanto se puede demostrar que la especie que predominé en los granos
de maiz fue sin duda F. moniliforme; estos resultados son similares a los
encontrados por Fandohan, et al.,, 2005, en un estudio realizado en maiz en
precosecha y almacenado en Benin, oeste de Africa, aislando un 68% de
cepas de F. moniliforme (F. verticillioides), ademas de esta especie

encontraron Fusarium proliferatum (31%).

Moreno (1988) menciona que F. moniliforme es un hongo muy comun que se
aisla facilmente de estos granos, infectando sus tallos y llegando hasta la
base de éstos produciendo la pudricion de las mazorcas. Posiblemente es el
patogeno mas comun de la mazorca del maiz en todo el mundo, tanto en
ambientes calientes y humedos, como en ambientes secos. Los granos
infectados pueden germinar estando aun en la mazorca (germinacion
prematura). Cuando la infeccion es tardia, los granos muestran rayas en el
pericarpio. Las mazorcas invadidas por barrenadores del tallo o gusano
elotero generalmente son infectadas (De Leon, 1984). Esta especie,

productora de varias micotoxinas, entre ellas zearalenona, que es
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débilmente fitotoxica, produce efectos estrogénicos y abortivos en varios

animales. Los cerdos alimentados principalmente con mazorcas invadidas
por este moho son los animales domésticos mas susceptibles a ésta toxina.
En ciertas dosis se ha demostrado que dicha toxina es mortal para animales
de laboratorio (Edwards et al., 2002; Herrera y Ulloa, 1990). Otra micotoxina
producida por ésta especie es la monliformina que también tiene efectos
fitotoxicos y es considerada particularmente importante, porque produce
hemorragias gastrointestinales (Coel y Cox, 1981). Las fumonisinas son u
grupo de micotoxinas que también son sintetizadas por esta especie,
responsables de la leucoencefalomacia en caballos y el sindrome del edema
pulmonar en cerdos y se han asociado con la incidencia de cancer de es6fago
en humano (Desjardins y Proctorl 2001; Miller y Trenholm, 1994).

En este estudio los granos de maiz procedentes de Chiapas, Zacatecas,
Michoacan, Guanajuato y Chihuahua obtuvieron un mayor indice de
aislamientos, sin embargo en los granos procedentes de Campeche, Nayarit,
Durango, Guerrero y Tlaxcala se reportaron aislamientos en menor cantidad,
posiblemente esto se debi6 a las condiciones climaticas que prevalecieron en
las zonas analizadas.

Otro hongo de campo que se identifico en los granos de maiz fue Fusarium
graminearum que tiene una distribucion en todo el mundo, es mas comun en
areas frescas y humedas. Este es uno de los agentes de pudricion de tallo
potencialmente mas danino. En las mazorcas causa pudriciones y produce
un color rojizo y rosado de los granos infectados, comenzando con los de la
punta de la mazorca (De Leon, 1984). También es productor de zearalenona,
asi como de tricotecenos que se caracterizan por alteraciones
gastrointestinales como diarrea, nausea, vomito, rechazo al alimento y
sindrome hemorragico (Llorens et al., 2004).

En este estudio el estado en donde se encontré6 un mayor numero de
aislamientos fue en Chiapas, seguido de Chihuahua, Nayarit y Guanajuato;
en menor proporcion se encontré en Michoacan, Zacatecas, Campeche, y

Durango (Cuadro 19 y 20).
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Otra especie identificada en las muestras de maiz analizadas fue F.
oxysporum, se presenta en todo tipo de region, principalmente en zonas
templadas o tropicales (Warham et al.,, 1994). En este trabajo predominé en
las zonas de Chiapas, Guanajuato, Zacatecas, Nayarit, Durango, Tlaxcala y
Chihuahua (Cuadro 19 y 20), es una especie que causa marchitamiento en
plantas, ademas de ser productora de micotoxinas como la moniliformina

considerada cardiotoxica (Edwards et al. 2002).

Cuadro 19. Identificacion de las especies de Fusarium en medio PDA de las
24 muestras de granos de maiz.

Especie *Muestra No. de
aislamientos
F. graminearum 02, 06, 07, 11, 25

13, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 22 y
23

F. moniliforme 01, 02, 03, 04, 86
05, 06, 07, 08,
09, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 22 y

24
F. oxysporum 04, 05, 06, 09, 10
11, 21y 24
Total 121

Aislamientos

*Cada una de las muestras analizadas corresponde a 50 granos de maiz.
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Cuadro 20. Identificacion de las especies de Fusarium en medio MSA de las
24 muestras de granos de maiz.

Especies *Muestras No. de
aislamientos
F. graminearum 20y 22 6
F. moniliforme 01, 05, 06, 07, 54

09, 11, 12, 13,
14, 15, 17, 18,
19, 20, 22, 23
y 24

F. oxysporum 03, 04, 05, 06, 31
08, 09, 15, 16,
18, 19, 20, 22 y
24

Total 91
Aislamientos
*Cada una de las muestras analizadas corresponde a 50 granos de maiz.

En los cuadros 21, 22 y 23 se describen las caracteristicas morfologicas
consideradas para la identificacion de las especies de Fusarium aisladas de
las 24 muestras de maiz procedentes de diferentes estados de la Republica

Mexicana.
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Cuadro 21. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de Fusarium graminearum aislado de
granos de maiz (Warham et al, 1994).

Estado Morfologia de Caracteristicas
Especie Conidios Conidioforo Clamidosporas perfecto la colonia distintivas
Seccion
DISCOLOR
F.graminearum, Microconidios Simple; las Generalmente se Gibberella Crecimiento rapido Los macroconidios son
Schwabe & Hans. ausentes. Los monofialides forman muy zeae en PDA con micelio ostensiblemente largos,
RA macroconidios son lento en el (Schw.) aéreo abundante, el = grandes y con paredes
son septados ramificadas medio de cultivo. Petch cual es gruesas.
con la Cuando éstas se frecuentemente Es relativamente

100 x

pared celular
gruesa, con 3-7
septos con una
célula basal en
forma de pie, la
célula apical en
forma de cono.
La superficie
ventral es
menos curvada
que la
superficie
dorsal.

presentan estan
insertadas a
intervalos a lo
largo de las hifas
y son esféricas,
con una pared
interior lisa o
ligeramente
rugosa, hialinas
o de color café
palido, aisladas
en cadenas o
grupos. Se
forman con mas
frecuencia en los
macroconidios
pero también
pueden
observarse en el
micelio.

amarillo a marron
con los margenes
blancos a rojo
carmin.

Puede presentar
esporodoquios de
color rojo marron a
anaranjado, los
cuales

cuando se presentan

estan esparcidos en
el medio

principalmente si los

cultivos tienen mas
de 30 dias de edad.
El reverso de la
colonia es

usualmente de color

rojo carmin.

estable en el
medio del cultivo.
Es cosmopolita.
Esta reportada
como especie
toxigena.

Créditos de fotografia: Casimiro-Delgadillo A. P., Olvera-Galvan B. y Pérez-Reyes M.C.,FES Cuautitlan, UNAM.
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Cuadro 22. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de Fusarium moniliforme aislado de
granos de maiz (Warham et al, 1994).

Estado Morfologia de Caracteristicas
Especie Conidios Conidiéforo Clamidosporas perfecto la colonia distintivas
Seccion
DISCOLOR
F. moniliforme, Microconidos Simple; se Ausentes Gibberella Crecimiento rapido Es cosmopolita,
Sheldon abundantes presentan solo fujikuroi en PDA con saprofito.
generalmente monofialides (Sawada) micelio blanco, Esta reportada
unicelulares ramificadas. Ito puede presentar como especie
ovales o en una coloracion Toxigena.
forma de purpura. Los
baston. Los esporodoquios
macroconidios pueden estar
Son poco presentes o
frecuentes ausentes. Cuando
cuando se estan presentes

100x

40x

presentan, son
hialinos,
delicados, con
paredes
delgadas, y su
forma varia de
curvos a casi
rectos; tienen
de 3-7 septos y
la célula basal
tiene forma de

pie.

puede ser de color
marron- amarillo a
naranja. Pueden

desarrollarse
esclerocios de

color azul oscuro

dando una

coloracion azul a
la colonia cuando
son abundantes.

El reverso de la
colonia varia de

incoloro a purpura

OoScuro.

Créditos de fotografia: Casimiro-Delgadillo A. P., Olvera-Galvan B. y Pérez-Reyes M.C.,FES Cuautitlan, UNAM.
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Cuadro 23. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de Fusarium oxysporum aislado de
granos de maiz (Warham etal, 1994).

Estado Morfologia de Caracteristicas
Especie Conidios Conidioéforo Clamidosporas perfecto la colonia distintivas
Seccion
ELEGANS
F.oxysporum, Microconidios Simple; las Son esféricas con No se Crecimiento Presencia de
Schletch. Emend. abundantes, monofialides paredes lisas o conoce rapido en PDA con clamidosporasy
’ generalmente son rugosas; se micelio aéreo de microconidios

Snyd & Hans.

unicelulares de
forma oval o
arrinonada se
producen en
conidioforos
cortos y
ramificados
Los
macroconidios
son hialinos,
tienen paredes
delgadas, son
apenas curvos,
puntiagudos en
ambos
extremos, con
3-7 septos, con
un apice en
forma de
gancho y una
célula basal en
forma de pie.

ramificadas y
aquella en las
cuales se
producen los
microconidios
son cortas.

forman
individualmente
o bien en pares a
intervalos a lo
largo de las hifas,
oen
ramificaciones
laterales cortas.

abundante, el cual
puede tenir de
color purpura el
medio de cultivo al
invadirlo.

Cuando los
esporodoquios son
abundantes estos
son de color crema
a marrén o bien de
color naranja.

El reverso de la
colonia puede ser
de varios colores
que van desde
azul oscuro a rojo
oscuro.

producidos en
conidioforos
cortos y
ramificados.
Esta especie
cuenta con
razas o formas
especiales
muestran gran
diversidad en
PDA.

Es cosmopolita.
Esta reportada
como especie
toxigena.

Créditos de fotografia: Casimiro-Delgadillo A. P., Olvera-Galvan B. y Pérez-Reyes M.C.,FES Cuautitlan, UNAM.
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9.3 Determinacion de la microbiota presente en nuez pecanera.

En cuanto a las pruebas de determinacion de hongos presentes en nuez
pecanera realizadas en medio de cultivo PDA, se observo que el hongo de
mayor incidencia fue el del género Penicillium con un total de 31 colonias
presentes (Cuadro 24) representando una frecuencia del 71.43% (Fig. 20) del
total de los aislamientos realizados. Es importante mencionar que el género
Penicillium es un hongo que se desarrolla durante el almacenamiento
pudiendo causar diversos dafios como olores y sabores desagradables en los
granos en que crece, ademas de que puede ocasionar enegrecimiento del
embrion; asimismo algunas especies de éste género son productoras de
micotoxinas, por lo que se debe tener sumo cuidado con el manejo de este
grano. Moreno (1988), senala que en el caso de los hongos de almacén, la
presencia de una determinada especie en el grano, nos senala las
condiciones de humedad a las que ha sido almacenada, y por la diversidad y
abundancia de estos hongos se puede inferir el cuidado que se ha tenido
después de la cosecha de ese grano. Pudiendo deducir que este grano tuvo
malas condiciones de almacenamiento ya que, segun Sauer (1992) a
humedades relativas de 80-85% y con un contenido de humedad de 9-13%
hay crecimiento o desarrollo de hongos del género Penicillium. Un ejemplo
claro de un mal almacenamiento es la muestra 02 que presenta la mayor
incidencia de Penicillium (Cuadro 24). Otras muestras que también
presentaron este género fueron la muestra 01 con S aislamientos mostrando
una frecuencia relativa de 16%, la muestra 03 con 4 aislamientos (13% de
densidad relativa) y las muestras 04 y 05 con 2 aislamientos respectivamente
(6.4% de densidad relativa). Otros hongos que se determinaron en este medio
con una menor incidencia fueron: Alternaria y Rhizopus con 7 colonias
aisladas y con una frecuencia del 28.57% y del 14.3% respectivamente,
Fusarium con 5 colonias aisladas y una frecuencia del 42.86%, A. niger y
Eurotium con 3 colonias aisladas cada uno y con una frecuencia del 28.57%

y por ultimo A. flavus con tan solo 1 colonia aislada y representando una
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frecuencia del 14.3% (Cuadro 24 y Fig. 20). La presencia de hongos como
Alternaria y Fusarium, hongos de campo, segun Moreno (1988), se pueden
inferir dos situaciones: que el grano es recién cosechado, y si no es un grano
de recién cosecha, quiere decir que ha sido bien conservado. Un ejemplo de
ésta situacion es la muestra 06 que al realizar la micobiota de este grano se
obtuvo que solo presenta un aislamiento de Alternaria pudiendo decir asi que
es una nuez que ha sido conservada en buenas condiciones. El desarrollo de
hongos de campo bajo condiciones de almacenamiento, es significado de que
no hubo buenas practicas y condiciones adecuadas de humedad vy
temperatura en el almacén. Estos microorganismos se pueden desarrollar y
afectar al grano, es decir, que causarian el deterioro del grano; asi como
también se puede favorecer el desarrollo de micotoxinas, lo cual afectaria no
solo la calidad del grano sino que también representaria un riesgo para el
consumo humano y animal. Asi mismo, la presencia de Eurotiumy A. flavus
nos indican un mal almacenamiento, debido a que estos hongos pueden
crecer en humedades relativas de 65-90%, condiciones de humedad muy
frecuentes en el almacenamiento de granos. Sin embargo, se ha encontrado
que lagunas de estas especies pueden invadir el grano desde el campo,
especialmente cuando las condiciones ambient5ales favorecen su desarrollo.
A.niger y Rhizopus son considerados como hongos de deterioro avanzado los
cuales pueden invadir los granos y productos que han estado bajo muy
malas condiciones de almacenamiento, las que en ocasiones se inician
también desde el campo. Estos hongos se desarrollan en productos
almacenados en altas humedades relativas superior al 90%.

Moreno (1988) recalca que son granos que se han almacenada a muy altos
contenidos de humedad y que otros hongos han antecedido a la sucesion
microbiana. Indican una mala calidad en la materia prima, la cual deberia
ser considerada con las maximas precauciones para su posible utilizacion en
la alimentacion humana y animal. Este tipo de hongos se pueden observar
en las muestras 01, 03 y 04, encontrando que estos granos son de pésima
calidad.
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También en las pruebas de determinacion de la micobiota presente en medio

de cultivo MSA (Cuadro 25 y Fig. 21), se encontro que el género que
predominé fue Penicillium con un total de 28 colonias aisladas obteniendo
una frecuencia del 57.14%, en cuanto a los demas hongos se encontro
Fusarium con 11 colonias que representa una frecuencia del 28.57%, A. niger
con 4 colonias representando una frecuencia del 28.57%, Alternaria y
Eurotium con 3 colonias determinadas representando una frecuencia del
42.86% y 28.57%, respectivamente, A. flavus con 2 colonias y una frecuencia
del 28.57% vy finalmente con una colonia aislada Rhizopus con una

frecuencia del 14.3%.

Es importante senalar que de las 7 muestras analizadas, la muestra 02 fue la
que presenté un numero elevado de colonias del género Penicillium en ambos
medios de cultivo obteniendo 18 aislamientos, representando una densidad
relativa del 58% (Cuadro 24), al igual que en el medio de cultivo MSA
(Cuadro 25), en donde también se obtuvo un mayor indice de colonias de este
género, presentando una densidad relativa del 64.3% con 18 colonias
aisladas. En cuanto al género Fusarium en PDA las muestras 01 y 04
presentaron 2 colonias representando una densidad relativa del 40%,
asimismo, para MSA continuo presentando la muestra 04 el mayor nimero
de colonias aisladas mostrando una densidad relativa del 73%, estos
resultados coinciden con lo encontrado por Peterson (2005) en donde
determinaron la presencia de hongos patéogenos mas frecuentes en el nogal
pecanero reportando al género Fusarium; para A. niger en PDA la muestra
que presentd mayor numero de aislamientos fue la 03 con una densidad
relativa del 67%, en tanto que para MSA la muestra 04 fue la que mostro la
mayor densidad relativa (75%); para la especie de A. flavus la muestra que
tuvo mayor incidencia fue la 04 con una densidad relativa del 100% para el
medio de cultivo PDA, al igual que para MSA con una densidad del 50%,
aunque A. flavus ha sido encontrado en nuez pecanera como una

contaminacion interna durante la cosecha (Beuchat, 1975) y en el
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almacenamiento de la almendra (Doupnik y Bell, 1971). En este trabajo la

presencia fue numéricamente baja. Es importante senalar que las aflatoxinas
producidas por esta especie pueden estar presentes en las muestras
analizadas, aunque el hongo no se haya detectado. La muestra 01 en PDA
obtuvo la mayor densidad relativa (80%) para el género de Alternaria y las
muestras 01,03 y 06 con una densidad del 33.3% para MSA. El género
Alternaria ha sido citado como patogeno en nuez, almendra y pistache por
Teviotdale et al. (2002). En un trabajo realizado por Schroeder y Cole (1997)
reportaron la presencia de Alternaria y sus toxinas: alternariol y monometil

éter de alternariol en muestras de cascara pecanera.

Para el género de Eurotium la muestra 03 con una densidad relativa del 67%
fue la que tuvo mayor numero de aislamientos en los dos medios de cultivo,
por ultimo para el género Rhizopus en la muestra 04 obtuvo el 100% de

densidad relativa para los dos medios ensayados.

Los resultados obtenidos en la microbiota analizada de nuez pecanera
concuerdan con los obtenidos por Belisario et al. (2002) quienes encontraron
que los hongos de campo que predominaron en las nueces analizadas fueron
los géneros de Fusarium, Alternaria y Cladosporium, 'y de almacén
Aspergillus y Penicillium (Abdel-Hafez y Saber, 1993). En este trabajo el tinico

género que no se aislo fue Cladosporium.
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Cuadro 24. Microbiota presente en nuez pecanera en medio de cultivo PDA.

No. de colonias presentes por muestra.

Muestras I II III v Vv VI VII VIII
a* b* a b a b a b a b a b a B a b

01 2 40 1 33.3 0 O 6 857 5 16.1 1 33.3 O 0 0 0
02 0 0 0 0 0O O 0 0 18 58.1 O 0 0 0 0 0
03 1 20 2 66.6 0 O 0 0 4 129 2 666 O 0 0 0
04 2 40 O 0 1 100 O 0 2 6.4 O 0 7 100 7 20.6
05 0 0 0 0 0O O 0 0 2 64 O 0 0 0 18 52.9
06 0 0 0 0 0O O 1 143 O 0 0 0 0 0 0 0
o7 0 0 0 0 0O O 0 0 0 0 0 0 0 0 9 26.5

,  Total 3 1 7 31 3 7 34

aislamientos

I. Fusarium, II. A. niger, IlI. A. flavus, IV Alternaria, V. Penicillium, V1. Eurotium, VII.
Rhizopus, VIII. Bacterias.
* a= numero de aislamientos; * b= densidad relativa (%).

B Fusarium spp.

B A. niger
B A. flavus

@ Alternaria spp.

u Penicillium spp.

0O Eurotium spp.

Frecuencia ( %)

B Rhizopus spp.

OBacterias

Figura 20. Frecuencia de la microbiota presente en nuez pecanera en PDA.
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Cuadro 25. Microbiota presente en nuez pecanera en medio de cultivo MSA.

No. de colonias presentes por muestra.

I II III v Vv VI VII VIII
Muestras
a* b* a b a b a b a b a b a B a b
01 0 0 1 25 0 O 1 333 4 143 O 0 0 0 0 0
02 0 0 O O O O O 0 18 64.3 O 0 0 0 0 0
03 3 2723 0 0O O O 1 333 4 143 2 666 0 0 0 0
04 8 727 3 75 1 50 O 0 2 7.1 1 333 1 100 O 0
05 0 0 0O O 1 50 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
06 0 0 0O O O O 1 333 O 0 0 0 0 0 0 0
o7 0 0 0O O O O O 0 0 0 0 0 0 0 2 100
_  Total 11 4 2 3 28 3 1 2
aislamientos

I. Fusarium, I1. A. niger, II1. A. flavus, IV Alternaria, V. Penicillium, V1. Eurotium, VIL.
Rhizopus, VII. Bacterias.
* a= numero de aislamientos; * b= densidad relativa (%).

B Fusarium spp.
B A. niger
B A. flavus

@ Alternaria spp.

O Penicillium spp.

0O Eurotium spp.

Frecuencia (%)

B Rhizopus spp.

O Bacterias

Figura 21. Frecuencia de la microbiota presente en nuez pecanera en MSA.
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9.4 Identificacion de Penicillium a nivel de especie

Es importante conocer las caracteristicas de las estructuras morfologicas del
género Penicillium que se desarrollaron en la nuez, ya que, son de gran
importancia para diferenciar las distintas especies que pueden resultar
idénticas a simple vista. Con el microscopio estereoscopico se pudo observar
la macromorfologia de los hongos: color y aspecto de la colonia (algodonosa,
aterciopelada, costrosa, terrosa, etc.). Con el microscopio compuesto se
observo el tamano de los conidios, asimismo su forma, si es ramificado o no,
forma de la vesicula, si es monoverticilado, biverticilado o surcado y si existe
la presencia de esclerocios, aunque en realidad se toman en cuenta muchas
otras caracteristicas que no es posible senalar pero que siguiendo claves

especializadas nos permitieron identificar las especies de este género.

Es de gran importancia conocer e identificar las especies de Penicillium,
debido a que son de los hongos mas abundantes y de mayor distribucion
geografica que existen, crecen sobre material vegetal produciendo el
deterioro de los mismos, llegan a descomponer grandes cantidades de
semillas y granos almacenados, asi como alimentos de todas clases,
incluyendo los ensilados, que ya no pueden ser utilizados como alimento
para animales o para el hombre (Herrera y Ulloa, 1990). En ocasiones, la
infeccion por Penicillium se produce en granoso leguminosas almacenadas a
bajas temperaturas y con un contenido de humedad ligeramente por arriba
de lo normal (Agrios, 1998). Forman metabolitos secundarios; algunas
especies de Penicillium forman metabolitos que pueden ser benéficos,
ejemplos de éstos son: Penicillium roqueforti, que produce la tipica pasta azul
del queso roquefort y Penicillium camemberti, que produce la consistencia
blanda de los quesos Camembert (Madrid y Cenzano del Castillo, 2003);otro
aspecto en el que los penicilios son muy importantes es, desde luego, la
produccion industrial de antibidticos como la penicilina sintetizada por cepas
seleccionadas de P. notatum y P. chrysogenum 6 la grieofulvina producido

por P. griseofulvum (Herrera y Ulloa, 1990), sin embargo, otras especies de
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este género forman metabolitos perjudiciales, muchos de los cuales son

toxicos para plantas, animales y para el ser humano. Estos metabolitos
secundarios son conocidos como micotoxinas, y a la afeccion de éstos se le

llama micotoxicosis.

En las muestras de nuez pecanera y maiz analizadas, se identificaron las
siguientes especies: Penicillium olsonii, Penicillium funiculosum y Penicillium
oxalicum, en nuez y Penicillium janthinellum solo en maiz. En el maiz De Leon
(1984) menciona que las pudriciones de mazorca por Penicillium son
causados mas frecuente por la especie P. oxalicum, aunque ocasionalmente
pueden estar presentes otras especies. Asimismo, menciona que muchas
veces la infeccion esta asociada con dano causado en la mazorca por
insectos. Pitt y Hocking (1997) senalan que se ha encontrado hasta 4.5ug
/kg de acido secaldonico D, producido por P. oxalicum y P. monomematosum,
en el polvo de las zonas de almacenamiento de grano. La dosis letal oral DLsg
en raton de 400ug / kg de peso corporal. (Terao y Ohtsubo, 1991), la primera
especie senalada fue aislada e identificada en la muestra 03 de nuez
pecanera. La especie P. janthinellum identificada en granos de maiz (Cuadro
26) produce el acido penicilico, toxina determinada en granos, frutas,
hortalizas y carnes. El acido penicilico es mutagénico con una DLso en raton
de 600ug/Kg. La viomelina y la xantomegnina son pigmentos formados
también por P. janthinellum que pueden producir dano renal y hepatico. Con
una ingesta mayor a 450 ug/ kg puede producir la muerte de ratones (Pitt y

Hocking, 1997).

Las especies identificadas son importantes porque ademas de causar
deterioro algunas de ellas son productoras de micotoxinas, las cuales pueden
persistir aun e alimentos procesados e incluso en la carne de los animales
alimentados con forraje o granos contaminados y pueden ser transmitidos a
la cadena alimenticia humana planteando posiblemente un problema de
salud publica. Para la especie p. funiculosum no se ha encontrado que sea

productor de micotoxinas.
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En el cuadro 26 se muestra la procedencia de donde fueron aisladas cada

Ingenieria en Alimentos

una de las especies identificadas y las micotoxinas que pueden producir.

Cuadro 26. Aislamientos de las especies de Penicillium de las muestras en

estudio.
Muestra Especie
Nuez 03 P. olsonii
01 P. oxalicum
02 P. funiculosum
Maiz 12 P. janthinellum

En los cuadros 27, 28, 29 y 30 se describen las caracteristicas macro y micro

morfologicas consideradas para la identificacion de las especies de Penicillium

aisladas de las muestras de nuez adquiridas en tres centros de distribucion

del Municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México.
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Cuadro 27. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de P. olsonii aislado de nuez pecanera
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(Pitt, 1980).
Caracteristicas
Especie Conidios Conidi6foro Macromorfologia de la colonia distintivas
P. olsonii

Bainier & Sartory.

20

Conidios abundantes,
unicelulares de forma
. circular a eliptica se
producen en cadenas
desordenadas, con
paredes lisas y miden
aprox. 3.5pum.

™
- 0

g

Nace en la base de la
hifa, muy largo, con
estipites tipicamente
de 4.0-6.0pum, pero
ocasionalmente mas
largos, terminan
caracteristicamente
con apretadas
multiramificaciones,
usualmente
terverticilados o
algunas veces
tetraverticilados.

En CYA 25°C, 7 dias: colonias
tipicamente con un diametro de 30-
40 mm, planas o ligeramente
radiales 'y sulcadas, micelio
inconspicuo, de color blanco a café
palido, conidiogénesis de moderada
a abundante, el borde de la colonia
de color verde.

En MEA 25°C, 7 dias: colonias de
25-35 mm, planas y algunas veces
embonadas, velutinosas, micelio
inconspicuo excepto en el centro,
de color blanco a ante.
Conidiogénesis moderada.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 22 -
28 mm de diametro, similar en la
morfologia y coloracion a las
colonias en CYA, exudados y
pigmentos soluble ausente; al
reveso de palido a amarillo.

5°C CYA, 7 dias: limitada
germinacion de conidios y
formacion de microcolonias.

37°C, CYA, 7 dias: no crece.

Es una especie Unica
que regularmente
produce terminales
multiramificadas,
agrupadas en el apice
de una sola estipite.
Métulas en verticilios
de 3 -5y de 3.0-4.0pm
y con fiadlides de 5 -8
por métula. De forma
ampuliforme.

Créditos de fotografia: Casimiro-Delgadillo A. P., Olvera-Galvan B. y Pérez-Reyes M.C.,FES Cuautitlan, UNAM.
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Cuadro 28. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de P. oxalicum aislado de nuez

pecanera (Pitt, 1980).

Especie Conidios

Conidioforo

Macromorfologia de la colonia

Caracteristicas
distintivas

P. oxalicum
Currie & Thom.

Conidios elipsoidales,
muy grandes, 3.5-
5.0x2.5-4.0pm, con
paredes lisas o
raramente finamente
rugosas, nacen en
largas columnas.

Nacen en la base del
micelio, estipites
mayores de 3.5 -
5.0pm, con paredes
delgadas y lisas y
terminaciones en
verticilios de 2 -4
métulas o menos
comunmente en
penicilios ramificados
y ocasionalmente
monoverticilado.

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 35-
60mm de diametro, planas o
radialmente sulcadas y algunas
veces convolutas en el -centro,
velutinosa o ligeramente flocosa en
algunas areas del centro, micelio
inconspicuo generalmente, crecen
de color salmon.

MEA 25°C, 7 dias: las colonias
varian en su tamano de 20-50mm,
planas o ligeramente radiales y
sulcadas, o) convolutas, la
superficie de textura velutinosa,
micelio blanco, exudado y pigmento
soluble ausente, al reverso palido,
amarillo, naranja o verdoso.

G25N 25°C, 7 dias: colonias 14-
16mm de diametro, algunas veces
solo 12mm, plana o sulcada y el
centro convoluto, velutinosa de
micelio  blanco, conidiogénesis
ausente o moderada, oliva a café y
pigmento soluble ausente, al
reverso palido, verde, oliva o
salmon.

5°C, CYA, 7 dias: no crece

37°C, CYA, 7 dias: colonias
tipicamente de 20-40mm de
diametro, oliva a café y ausente de
pigmento soluble en el medio.

Crece rapidamente en
CYA a 25°C y produce
terminales irregulares
de los penicilios.Sin
embargo existen
algunas similitudes
entre las distintas
especies: todas crecen
moderadamente
rapido, todas al menos
esporulan en 5°Cy
todas producen largos
estipites.
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Cuadro 29. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de P. funiculosum aislado de nuez

pecanera (Pitt, 1980).

Especie Conidios

Conidioforo

Macromorfologia de la colonia

Caracteristicas
distintivas

P. funiculosum
Thom.

Conidios cilindricos a
elipsoidales,
tipicamente pequenos,
en algunos aislados
2.2-2.50 1.5-1.8pm,
con paredes lisas y
nacen en pequenas
columnas.

Nacen de hifas
aéreas, usualmente
de funiculos bien
definidos, estipites
cortos, comunmente
2.5 -3.0pm, en
algunos aislados atin
mas cortos, con
paredes lisas a
finamente rugosas,
tienen penicilios
biverticilados y
ocasionalmente
formas irregulares
mas complejas.
Métulas en verticilios
de 5-7, casi paralelas,
fialides de 5-8 por
métula, de forma
acerosa.

CYA 25°C, 7 dias: colonias de 25-
35mm de diametro, ocasionalmente
Smm mas grandes, planas y
moderadamente densa, tipicamente
conspicuas y ocasionalmente casi
velutinosas. Micelio algunas veces
blanco pero mas comunmente
salmén a durazno. Exudados
claros y pigmento soluble rosa
producido en algunas cepas, al
reverso palidos, café, café —rojizo o
coral.

MEA 25°C, 7 dias: colonias de 25-
45mm de diametro, algunas veces
embonadas 'y  ocasionalmente
flocosa, micelio usualmente blanco
0 menos comunmente salmoén,
exudado 'y pigmento soluble
ausente y al reverso palido, cafe,
naranja o café-rojizo.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 3-
8mm de diametro, planas, micelio
blanco y ligera conidiogénesis,
palido, gris; exudados y pigmentos
solubles ausentes, reverso palido a
olivo.

5°C, CYA, 7 dias: no esporula.
37°C, CYA, 7dias: colonias de 30-
45mm de diametro, o 20 mm, de
textura flocosa, micelio blanco.

Algunas cepas son
velutinosas, de
crecimiento rapido a
37°C, similar al de CYA
25°C y mas flocosa;
conidios en masa
presentan una
coloracion gris
verdosa,
excepcionalmente
estipites cortos y
conidios muy pequenos
y cilindricos.
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Cuadro 30. Caracteristicas de la macromorfologia y micromorfologia de P. janthinellum aislado de maiz

(Pitt, 1980).

Especie Conidios

Conidioforo

Macromorfologia de la colonia

Caracteristicas
distintivas

P. janthinelum
Biourge.

La mayoria de las
veces esferoidal, 2.2-
3.0pm de diametro,
pero algunas veces de
piramidal a elipsoidal,
de 2.0-2.5pm con
paredes lisas a
finamente rugosas,
nacen de cortas a
moderadamente
largas cadenas
desordenadas.

Nace de la base o de
una hifa aérea,
estipites de paredes
lisas y delgadas con
un ligera curvatura,
tipicamente de 2.0-
2.5um, pero en
algunos aislados mas
cortos de 1.5-1.8um,
usualmente terminan
de forma irregular a
regular, verticilios de
2-3 métulas, fialides
en verticilios de 4-8,
ampuliformes.

CYA 25°C, 7 dias: colonias de
50mm de diam., toscamente o
finamente radiales y sulcadas o
convolutas, micelio blanco, gris,
ante, palido, amarillo o rosa palido,
exudados de claros a cafés y
pigmento soluble café -rojizo.

MEA 25°C, 7 dias: colonias de 35-
45mm de diametro, usualmente
flocosas, micelio inconspicuo de
blanco a ante, conidiogénesis de
ligera a abundante, coloracion
similar a la de CYA y amarillo o
cafeé, pigmentos solubles y
exudados ausentes.

G25N 25°C, 7 dias: colonias de 12-
16mm de diametro, raramente 2
mm. Plana, velutinosa a flocosa,
micelio inconspicuo de blanco a
amarillo, conidiogénesis ausente o
ligera de color gris verdosa,
exudado y pigmento soluble
ausente, reverso palido, amarillo,
café o rosa.

5°C CYA, 7 dias: no esporula.

37°C CYA, 7 dias: colonias de 10-
30mm de diametro, usualmente
convoluta y algunas veces flocosa.

Colonias en CYA y
MEA a 25°C crecen
rapidamente,
usualmente flocosa y
de conidiogénesis
ligera. Penicilios
usualmente
biverticilados y
algunas veces
aparecen
monoverticilados.
Estipites delicados y de
paredes suaves. Y
conidios con paredes
de suaves a finamente
rugosas.

Créditos de fotografia: Casimiro-Delgadillo A. P., Olvera-Galvan B. y Pérez-Reyes M.C., FES Cuautitlan,
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9.5 Prueba de actividad antifiingica in vitro de 9 aceites esenciales sobre el
desarrollo de Fusarium graminearum.

Los resultados obtenidos de las propiedades antifingicas de los 9 aceites
esenciales in vitro demostraron que en la dosis inicial probada de 0.1% (Cuadro
31) los aceites de canela, clavo, orégano y tomillo presentaron el mejor efecto
antifangico ya que se observa una inhibicion de F. graminearum del 100%

durante todo el periodo de incubacion (360 h).

Los aceites esenciales de canela y tomillo mostraron un efecto fungicida, mientras
que los aceites de clavo y orégano tuvieron un efecto fungistatico (Cuadro 31).
El aceite que no mostro actividad antifingica, en esta dosis, fue el de ajo siendo

estadisticamente igual al testigo (8.03cm).

Ademas de los aceites esenciales que inhibieron completamente el desarrollo de F.
graminearum (canela, clavo, orégano y tomillo), el aceite esencial de menta fue el
que presentéo un mayor efecto inhibitorio en comparacion con los otros aceites
que permitieron el desarrollo del hongo, observandose finalmente un grado de
inhibicion del 54 % con un crecimiento de la colonia de 4.1 cm en comparacion

con el testigo que presento un crecimiento de 8.93 cm.

Otro aceite que mostro actividad fungistatica y un grado de inhibicion de 41.4%
fue el de cilantro con un crecimiento micelial de 5.23 cm, el extracto de anis
presento un menor porcentaje de inhibicion representando un 28%, mientras que
el ajo y la cebolla resultaron ser los aceites esenciales que presentaron menor
actividad antifungica obteniendo un menor grado de inhibicion del 10% y 2.01%
respectivamente, sobre el desarrollo de F. graminearum a una concentracion

empleada de 0.1%.
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Para determinar la dosis minima de inhibicion en aquellos aceites esenciales

que impidieron completamente el desarrollo de las colonias de F.
graminearum (canela, clavo, orégano y tomillo) a una concentracion inicial de

0.1% se procedi6 a bajar la dosis a una concentracion de 0.05 y 0.025%.

En el Cuadro 31 se presenta la evaluacion del efecto de los aceites esenciales
(canela, clavo, orégano y tomillo) a una concentracion de 0.05% sobre el
crecimiento de F. graminearum observando un 100% de inhibicion en los
aceites de canela, clavo y tomillo durante todo el periodo de incubacion (360
h), asi mismo se determiné un efecto fungicida para los aceites de canela y
tomillo y un efecto fungistatico para el aceite esencial de clavo.

Se observa que en el extracto de orégano se desarrollo una pequena colonia
de 0.56 cm representando un grado de inhibicion del 93.7%, mostrando asi

un efecto fungistatico.

Se observa que al emplear una dosis de 0.025%, el aceite esencial que
mantuvo la inhibicion total del 100% durante todo el periodo de incubacion
(360 h) sobre F. graminearum fue el de canela (Cuadro 31). Comparando los
resultados obtenidos con el trabajo realizado por Garcia, et al, (2006),
indican que el aceite esencial de canela es un buen inhibidor ya que estos
autores probaron una dosis minima de 100 ppm (0.01%) sobre el desarrollo
de A. flavus y aun sigui6 inhibiendo el desarrollo de esta especie en un 83%;
presentando también una actividad fungistatica.

En el extracto de clavo se observo un crecimiento minimo de la colonia de 0.3
cm, lo que indica que el grado de inhibicion fue del 96.6%, seguido del aceite
esencial de orégano que presento un 90.7% de inhibicion con un crecimiento

final de la colonia de 0.83 cm (Cuadro 31).

Estos resultados muestran que a una concentracion minima inhibitoria, el
aceite esencial que presento mejor efecto antifingico sobre esta especie fue el

aceite de canela seguido del clavo y por ultimo el extracto de tomillo ya que
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este obtuvo un grado de inhibicion del 61.9% presentando un crecimiento de

colonia de F. graminearum de 3.4 cm.
En los aceites de clavo y tomillo la dosis minima inhibitoria se determiné en
0.05% ya que a esta concentracion no hubo desarrollo del hongo, mostrando

un grado de inhibicion del 100%.

En aquellos aceites esenciales que no inhibieron completamente el
crecimiento de las colonias (ajo, anis, cebolla, cilantro y menta) se subio la
dosis inicial probada (0.1%) a una concentracion de 0.15, 0.25, 0.35 y 0.45%

para determinar la dosis maxima inhibitoria.

En el Cuadro 31 se muestran los resultados obtenidos de estos aceites
esenciales empleando una concentracion de 0.15%, donde se puede observar
que para estos cinco aceites esenciales probados, hubo un incremento en el
desarrollo de las colonias encontrando que ninguno de estos aceites inhibio
completamente el crecimiento del hongo, sin embargo comparando el grado
de inhibicién entre estos aceites, el ajo fue el que mostré un mayor efecto
antifingico presentando un 68.6% de inhibicion. Para el extracto de anis y
cilantro se observa que las colonias superan el crecimiento de las colonias
testigo, demostrando que estos aceites esenciales no tienen efecto sobre el

desarrollo de F. graminearum a una dosis empleada de 0.15%.

Al emplear una concentracion de 0.25% (Cuadro 31) se observa que durante
el periodo de incubacion, estos tres aceites (anis, cilantro y menta) siguieron
presentando poco efecto sobre el crecimiento del hongo, destacandose el
aceite de cilantro ya que este resulté no tener ningun efecto de inhibicion,
puesto que sobrepasa incluso el crecimiento de la colonia testigo, le sigue el
extracto de anis presentando tan solo un 36.9% de inhibicion y un
crecimiento de colonia de 5.63 cm, siendo el mejor inhibidor la menta con

un grado de inhibicion del 72.4%.
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Los unicos aceites esenciales que obtuvieron un grado de inhibicion del

100% al emplear esta dosis fueron el ajo y la cebolla presentando una

actividad fungistatica sobre F. graminearum.

Al elevar la dosis a 0.35% en aquellos aceites esenciales (anis, cilantro y
menta) que no inhibieron completamente el desarrollo de F. graminearum
aun utilizando una concentracion de 0.25%, se observa que estos tres aceites
esenciales siguieron permitiendo el crecimiento de las colonias,
mostrandonos que el mejor inhibidor de F. graminearum es la menta con un
92.1% de inhibicion, seguido del aceite esencial de anis (84.4%) y finalmente
el aceite esencial de cilantro con tan solo el 22.9% de inhibicion sobre el
desarrollo de esta especie de Fusarium resultando ser estadisticamente igual
al testigo. En este caso estos extractos mostraron un efecto parcial

(fungistatico) sobre F. graminearum.

La dosis maxima probada fue de 0.45% (Cuadro 31) en la cual los aceites
esenciales de cilantro y menta alcanzaron el 100% de grado de inhibicion
sobre esta especie de Fusarium, mientras que el aceite esencial de anis
presento un crecimiento de la colonia de 0.75 cm, representando un 91.6%
de inhibicion, por lo que este fue el Ginico aceite en el que no se observé un

completo efecto de inhibicion sobre F. graminearum.

En cuanto a su actividad antifungica, el cilantro fue el iinico que obtuvo una
actividad fungicida lo que significa que inhibié completamente el crecimiento

de F. graminearum.
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Cuadro 31. Efecto antifungico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de F. graminearum empleando 7
concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite

Esencial 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35 0.45
CcC I CcC I CC I CcC I CcC I CcC I CcC I
(cm) (o) (cm) (o)  (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)

Testigo 8.93 a* 893 a 8.93 a 8.93 a 8.93 a 8.93 a 8.93 a

Ajo 8.03ax 10 -- - -- - 28d 686 0d 100 - - - -

Anis 6.36b 28 - - -- - 9az O 563b 369 1.35c 84.4 0.75b 91

Canela 0eY 100 Ob 100 Oc 100 - - - - - - - --

Cebolla 8.75a 2.01 - - -- - 42c 529 0d 100 - - - -

Cilantro 5.23c 41.4 - - -- - 9.3 a (0] 9a O 6.88b 229 O0c 100

Clavo Oe 100 Ob 100 0.3c 96.6 -- -- -- -- -- -- -- --

Menta 4.1d 54 - - - - 7.65b 14.3 246¢c 72.4 0.7c 92.1 Oc 100

Orégano Oe 100 0.56 b 93.7 - -- - - - - - -
Tomillo Oe 100 Ob 100 3.4b 61.9 - - - - - -

* Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Yy Fungicida; z Sin efecto.
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9.6 Prueba de actividad antifungica in vitro de 9 aceites esenciales sobre

el desarrollo de Fusarium moniliforme.

En los resultados obtenidos del ensayo en el efecto de inhibicion de los
aceites esenciales sobre el desarrollo de F. moniliforme, se observa que a
partir de la dosis probada de 0.1% (Cuadro 32) los aceites esenciales que
fueron los mejores inhibidores durante el periodo de incubacion fueron los de
canela, clavo y tomillo ya que impidieron el 100% del crecimiento de esta
especie mostrando un efecto fungicida para la canela y el tomillo y

fungistatico para el aceite esencial de clavo.

En un trabajo de investigacion realizado por Bravo et al. (2009), se encontro
que al emplear medios con material vegetal, en este caso de tomillo, sobre el
desarrollo de F. moniliforme inhibi6 el crecimiento y la esporulacion de esta
especie en un 55%. Debe considerarse que el estudio realizado por Bravo et
al. (2009) fue mediante polvos de plantas, en este trabajo se emplearon
aceites esenciales, lo cual representa una diferencia cualitativa y cuantitativa

de los principios activos del tomillo.

Al bajar la dosis inicial a 0.05% para aquellos aceites esenciales que
presentaron una completa inhibicion (Cuadro 32) no se observan cambios de
forma significativa ya que los aceites esenciales de canela, clavo y tomillo que
fueron sometidos a esta dosis siguen presentando un efecto inhibitorio de
100% sobre el crecimiento de F. moniliforme, mostrando también que aunque
se bajo su concentracion, éstos siguen manteniendo un efecto fungicida

(canela y tomillo) y fungistatico (clavo).

En la dosis minima probada de 0.025% (Cuadro 32) los aceites esenciales de
canela, clavo y tomillo no conservan el 100% de grado de inhibicion que
presentaron en las dosis probadas de 0.1 y 0.05% ya que hay presencia del
crecimiento micelial con 2.13, 1.91 y 1.05 cm respectivamente, obteniendo

finalmente que ninguno de estos tres aceites esenciales inhibio
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completamente el desarrollo de F. moniliforme en esta dosis. Estos resultados

concuerdan con los estudios realizados por Soliman y Badeaa (2002) ya que
al emplear al aceite esencial de tomillo a una concentracion de 250 ppm
(0.025%) inhibio el crecimiento de A. flavus y F. moniliforme, sin embargo al
ser empleado a una concentracion de 500 ppm (0.05%) este aceite inhibio en

su totalidad el crecimiento micelial de estas especies.

Estos aceites probados muestran diferencias significativas con el testigo,
encontrando que el grado mayor de inhibicion lo presento el aceite esencial
de tomillo con un 78.3%, seguido del clavo con 60.6% y finalmente la canela
con un 56.1% de inhibicion, demostrando también que éstos aceites

presentan un efecto fungistatico sobre esta especie.

Empleando una dosis mayor, 0.15% (Cuadro 32) los aceites esenciales que
inhibieron completamente el desarrollo de esta especie fueron el ajo y
orégano. Los aceites que no inhibieron en su totalidad a F. moniliforme fueron
los de cebolla y menta presentando un crecimiento de colonia de 2.1 cm y 3.2
cm respectivamente, seguido de los aceites de cilantro (3.9 cm) y anis (4.1
cm), todos estos aceites esenciales tuvieron un efecto parcial (fungistatico)

sobre F. moniliforme.

Los resultados del aceite esencial de orégano no coinciden con lo encontrado
por Daferera et al. (2003) quienes evaluaron los efectos inhibitorios de este
aceite sobre Fusarium moniliforme encontrando que a una concentracion de
150 ppm inhibieron el desarrollo de esta especie, sin embargo, en este
trabajo se logro inhibir a este hongo a partir de una dosis de 0.15% la cual es

mayor a la empleada por dichos autores.

Los aceites esenciales de cebolla y cilantro empleados a una concentracion
de 0.25% (Cuadro 32) no muestran diferencias significativas entre si ya que

ambos inhiben el desarrollo de las colonias de F. moniliforme.
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Ademas de los aceites esenciales que inhibieron completamente el desarrollo

de F. moniliforme (cebolla y cilantro), el aceite esencial de anis fue el que
presento un mayor efecto de inhibicion con un 74.6%, en comparacion con el
de menta que presentdo un 52.4% de inhibicion sobre el desarrollo de esta
especie. Los resultados mostraron también, un efecto fungicida en el aceite
esencial de cilantro y un efecto fungistatico en los aceites esenciales de

cebolla y menta.

A una dosis probada de 0.35% (Cuadro 32) el aceite esencial de anis alcanza
un crecimiento de colonia de 1.96 cm, representando un 59.6% de grado de
inhibicion, mientras que el aceite esencial de menta inhibio totalmente el
crecimiento micelial presentando, ambos, un efecto fungistatico sobre F.

moniliforme.

Al emplear la concentracion maxima probada de 0.45% (Cuadro 32) el aceite
esencial de anis presenté un porcentaje de inhibicion similar a la prueba in
vitro anterior con F. graminearum que fue de 91.6%, en este caso al ser
utilizado en F. moniliforme inhibié un 86.6%. Siendo este el Ginico aceite que
no presentd un grado de inhibicion del 100% mostrando un efecto

fungistatico sobre el desarrollo de esta especie.
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Cuadro 32. Efecto antifungico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de F. moniliforme empleando 7
concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35 0.45
Esencial =~ cc I cC I cC I cC I cC I cC I cC I
(cm) () (cm) (%) (m) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Testigo  4.86 a* 4.86 a 4.86 a 4.86 a 4.86 a 4.86 a 4.86 a
Ajo 4.16 a* 14.4  -- - —- —- Oe 100  -- - —- - - -
Anis 4.61a 5.14 -- —- —- - 4.11b 154 1.23c 74.6 1.96b 59.6 0.65b 86.6
Canela Oby 100 Ob 100 2.13b 56.1 - - - - - - - -
Cebolla 4.53a 6.79  -- - - - 2.1d 567 0d 100  -- - - -
Cilantro 4.76a 2.05  -- - - - 393b 191 0d 100  -- - - -
Clavo Ob 100 Ob 100 1.91b 60.6 - - - - - - - -
Menta 3.25a 33.1 -- - - - 3.28c 325 2.31b 524 Oc 100  -- -
Orégano 0.6b 87.6 -- -- -- -- Oe 100 -- -- -- - - -
Tomillo Oob 100 Ob 100 1.05b 78.3 - - - - - - - -

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).

CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Yy Fungicida.
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9.7 Prueba de actividad antifungica in vitro de 9 aceites esenciales sobre

el desarrollo de Fusarium oxysporum.

Los resultados obtenidos de las propiedades antifungicas de los 9 aceites
esenciales demostraron que a partir de la dosis inicial probada de 0.1%
(Cuadro 33) los aceites esenciales de canela y orégano presentaron
diferencias significativas (p< 0.05) observandose una inhibicion del 100%
sobre el desarrollo de F. oxysporum durante todo el periodo de incubacion
(360 horas), sin embargo entre los demas aceites esenciales (ajo, anis,
cebolla, cilantro, clavo, menta y tomillo) el crecimiento micelial fue mayor, en
donde los aceites de clavo y tomillo presentaron también un efecto inhibitorio

del 18 y 33.5% respectivamente.

A esta misma concentracion, el ajo (7.01 cm), cebolla (7.13 cm), cilantro (6.56
cm) y menta (6.36 cm) presentaron una mayor actividad antifingica sobre el
crecimiento de colonias de esta especie, en comparacion con el aceite
esencial de anis (8.35 cm), siendo éste el Unico que no mostro efecto
inhibitorio sobre el desarrollo de F. oxysporum, ya que presentdé un mayor

crecimiento micelial que el testigo.

Al disminuir la concentracion a 0.05% de los aceites de canela y orégano
(Cuadro 33) se demuestra que el orégano pierde su propiedad antifingica
presentando una disminucion en su capacidad de inhibicién obteniendo un
76.8% de inhibicion sobre F. oxysporum, mientras que el aceite esencial de
canela sigue manteniendo el 100% de inhibicion sobre el crecimiento micelial
de esta especie, asi mismo estos aceites esenciales siguen conservando un

efecto fungistatico.

Cueto y Rivas (2007) demostraron, mediante un estudio in vitro, que el aceite
esencial de orégano como inhibidor del crecimiento de F. oxysporum
empleando concentraciones de 0.025 y 0.05% resultéo ser efectivo,

encontrando que no existian diferencias significativas entre dichos
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tratamientos; sin embargo al ser empleado a una dosis de 0.05% inhibio

mejor el crecimiento de dicha especie con un 77.6% de inhibicion, en
comparacion con la dosis probada de 0.025% que inhibié un 75.4% sobre

esta especie.

Al disminuir aun mas la dosis inicial a 0.025% (Cuadro 33) se demuestra que
el aceite esencial de canela pierde actividad fungistatica observandose el
desarrollo de F. oxysporum con un crecimiento micelial de 4.51 cm y un

grado de inhibicion del 41.2%.

En una investigacion sobre la inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum mediante el aceite esencial de canela, Lopez et al. (20095)
mencionan que aunque no inhibié completamente el desarrollo de esta
especie, este aceite esencial presentdé el 31.4% de inhibicion a una dosis
empleada del 0.5%, mientras que a una dosis probada del 0.10% presento
un efecto inhibitorio del 63.6% por un periodo de incubacion de 144 horas.
En este estudio se demuestra que el aceite esencial de canela inhibio el
41.2% el desarrollo de F. oxysporum aplicando una dosis de 0.025% por un

periodo de incubacion de 360 horas (15 dias).

Los resultados obtenidos al emplear una dosis mas alta, 0.15% (Cuadro 33)
mostraron diferencias significativas (p< 0.05) siendo los aceites esenciales de
clavo y tomillo los que presentaron un mayor efecto antifingico observando

una inhibicion del 100% sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum.

Los estudios realizados por Lizcano (2007), muestran que el aceite de tomillo
inhibe el crecimiento de F.oxysporum in vitro con un 74%, empleando una
maxima concentracion de 0.5%, por un periodo de incubacion de 7 dias, sin
embargo, en este estudio realizado se encontr6 que el porcentaje de
inhibicion sobre esta especie es del 100% empleando una dosis menor

(0.15%) por un periodo mas largo de incubacion (15 dias).
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Los aceites esenciales que no mostraron un buen efecto inhibitorio,

empleando esta dosis, fueron el anis y cilantro este ultimo presenté un
2.34% de inhibicion y el anis no tuvo ningun efecto sobre el desarrollo de
esta especie. El ajo, la menta y cebolla presentaron un mayor efecto
inhibitorio (25.3, 28.3 y 35.4% respectivamente). Los unicos aceites
esenciales que presentan un efecto inhibitorio total (fungicida) sobre F.

oxysporum fueron el clavo y el tomillo.

Al emplear una concentracion de 0.25% (Cuadro 33) se muestra que los
Unicos aceites esenciales que no permitieron el desarrollo del hongo con un
100% de grado de inhibicion fueron el ajo y la cebolla, presentando para

ambos un efecto fungistatico sobre F. oxysporum.

En cuanto a los aceites esenciales que no inhibieron en su totalidad a esta
especie de Fusarium se muestra numeéricamente que el mejor inhibidor fue el
anis con un crecimiento micelial de 3.4 cm presentando un 55.7% de
inhibicion, seguido del aceite de cilantro con 3.66 cm de crecimiento de la
colonia y un 52.3% de grado de inhibicion, obteniendo finalmente que el
aceite esencial de menta inhibi6o el 50.1% presentando un crecimiento
micelial de 3.83 cm, no observandose diferencias significativas entre ellos

pero si con el testigo.

El Cuadro 33 muestra los resultados obtenidos al probar una dosis de
0.35% en los aceites esenciales de anis, cilantro y menta sobre el desarrollo
de F. oxysporum, en donde se puede observar el crecimiento micelial en el
aceite de cilantro con 0.83 cm obteniendo finalmente que este aceite esencial,
en esta concentracion, es el mejor inhibidor de F. oxysporum ya que casi no
permitié su crecimiento representando un 89.1% de inhibicion. Los tres

aceites probados mostraron un efecto fungistatico.
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Empleando la dosis maxima, 0.45% (Cuadro 33) los aceites esenciales de

cilantro y menta fueron los que presentaron mayor actividad antifingica
inhibiendo el 100% del crecimiento micelial de F. oxysporum, en donde el
extracto de cilantro mostro un efecto fungicida, mientras que el de menta
tuvo un efecto fungistatico. Una vez mas el aceite esencial de anis fue el
unico que no inhibi6 el desarrollo de esta especie de Fuasrium presentando

un 77% de grado de inhibicion, con un crecimiento de colonia de 1.76 cm.
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Cuadro 33. Efecto antifungico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de F. oxysporum empleando 7
concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite

Esencial 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35 0.45

CC I CC I CcC I CC I CC I CC I CC I

em) (%) (em) (%) (em) (%) (em) (%) (cm) (%)  (cm) (%) (cm) (%)
Testigo  7.68 a* 7.68 a 7.68 a 7.68 a 7.68 a 7.68 a 7.68a  --
Ajo 7.01 ax 8.7 -- -- -- -- 5.73b 25.3 Oc 100 -- -- -- --
Anis 835az O -- -- -- -- 806a O 3.4b 55.7 2.81b 63.41 1.76 b 77
Canela Oc 100 Ob 100 4.51b 41.2 -- -- -- -- -- -- -- --
Cebolla 7.13a 7.16 -- -- -- -- 496c¢c 354 Oc 100 -- -- -- --
Cilantro 6.56 a 14.5 -- -- -- -- 7.5a 2.34 3.66b 52.3 0.83c 89.1 Oc 100
Clavo 6.3a 18.0 -- -- -- -- 0dy 100 -- -- -- -- -- --
Menta 6.36a 17.1 -- - - -- 5.5bc 28.3 3.83b 50.1 3.03b 60.5 Oc 100
Orégano Oc 100 1.78b 76.8 -- -- -- - -- - -- -- -- --
Tomillo 5.1b 33.5 -- -- -- -- od 100 -- -- -- -- -- --

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Yy Fungicida; z Sin efecto.
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9.8 Prueba de actividad antifiingica in vitro de 9 aceites esenciales

sobre el desarrollo de Penicillium olsonii.

La informacion actualmente disponible respecto al mecanismo de accion de
los AEs es escasa; en lo reportado se coincide en que, al ser mezclas
complejas de numerosas moléculas con gran diversidad de grupos quimicos,
es muy probable que la actividad antimicrobiana no se atribuya a un
mecanismo especifico. El caracter hidrofobico de los AEs les permite
incorporarse en los lipidos de las membranas bacterianas y mitocondriales,
perturbando su estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando
lugar a la fuga de iones y otros contenidos celulares vitales, conduciendo
finalmente a la muerte del microorganismo. Los AEs también podrian actuar
sobre las proteinas embebidas en la membrana citoplasmatica deformando la
interaccion lipido-proteina y afectando la actividad de enzimas como la
ATPasa, disminuyendo la produccion de energia requerida para el
funcionamiento celular; otra posible accion seria la interaccion directa de los
componentes lipofilicos con las partes hidrofobicas de la molécula de

proteina (Lambert et al., 2001).

Los resultados obtenidos de las propiedades antifingicas de los nueve aceites
esenciales in vitro sobre el efecto inhibitorio P. olsonii muestran que a la dosis
inicial de 0.1% (Cuadro 34), los aceites que presentaron el mejor efecto
antifingico fueron el de canela y tomillo, observandose una inhibicion del
100% durante todo el periédo de incubacion (360 h). Hitokoto et al. (1978),
reportaron que la canela tiene un fuerte efecto inhibitorio en mohos. Asi
mismo, Delgado et al. (2003), menciona que el timol y el carvacrol, presentes
en el aceite esencial de tomillo, son ejemplos de conservadores naturales
que han sido reportados por tener efectos inhibitorios sobre el desarrollo de
bacterias y hongos. Los aceites de canela y tomillo mostraron un efecto
fungicida mientras que los aceites de clavo, menta y orégano tuvieron un
efecto fungistatico. Segun Eklund (1989) los antimicrobianos tienen varios

sitios de ataque dentro de una célula, y segun la concentracion puede causar
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inhibicion o inactivacion de los microorganismos. Los aceites esenciales que

inhibieron completamente el desarrollo de P. olsonii (canela y tomillo), el
aceite esencial de clavo fue el que presenté un mayor efecto de inhibicion
(52.79%) y un crecimiento de colonia de 1.78 cm en comparacion a los
aceites de orégano (39.52% de inhibicion) y de menta (12.20% de inhibicion).
Los aceites de ajo, anis, cebolla y cilantro a una concentracion de 0.1% no
demostraron ningun grado de inhibicion y por tanto no presentaron ninguna

actividad antifungica sobre el desarrollo de P. olsonii.

En los aceites esenciales que mostraron una completa inhibicion del
desarrollo de P. olsoniia 0.1%, se disminuy6 la concentracion inicial a 0.05 y
0.025% para determinar la dosis minima de inhibicion. Empleando una dosis
de 0.05% se observa un 100% de inhibicion en el aceite de canela durante
las 360 h de incubacion, asi mismo, se determind un efecto fungicida para
este aceite y un efecto fungistatico para el aceite esencial de tomillo. Se
observo que en el tomillo esta especie presenté un crecimiento de 2.06 cm
por lo que, se infiere que el aceite esencial de tomillo a esta concentracion
presenta un menor efecto inhibitorio mostrando un grado de inhibicion de
45.36%. Como la canela sigui6é presentando una completa inhibicién se bajo
la dosis a 0.025% y se observo que el aceite permitiéo un crecimiento de la
colonia de P. olsonii de 0.93 cm representando un grado de inhibicion del
75.33%.

En aquellos aceites esenciales que no inhibieron al 100% el crecimiento de P.
olsonii a una concentracion de 0.1% se incremento la dosis a 0.15, 0.25,
0.35 y 0.45%, esto con el fin de encontrar la dosis maxima de inhibicion.

Los aceites que presentaron el mejor efecto antifingico empleando una dosis
de 0.15% fueron el de ajo, clavo y orégano, observandose una inhibicion del
100% durante todo el periodo de incubacion (360 h). De esta forma, Grainge
y Ahmed (1988), citados por Montes-Belmont (1996), indican que el ajo y la
cebolla, con compuestos azufrados como principios activos, son las especies

que destacan con un mayor espectro de accion inhibitoria.
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El aceite de ajo mostro un efecto fungicida mientras que los aceites de clavo,

orégano, cebolla y menta tuvieron un efecto fungistatico.

Ademas de los aceites esenciales que inhibieron completamente el desarrollo
de P. olsonii, el aceite de cebolla fue el que presenté un mayor efecto de
inhibicion (82.49%) y un crecimiento de colonia de 0.66 cm en comparacion
al aceite de menta que mostroé un grado de inhibicion de 4.24%. Los aceites
de cilantro y anis a la concentracion de 0.15% no mostraron ninguna

actividad antifungica sobre el desarrollo de P. olsonii.

Con una concentracion de 0.25% se observa que el aceite esencial de cebolla
presentd durante todo el periodo de incubacién una inhibicion del 100% y
mostréo un efecto fungicida. A las 360 h, el anis continua siendo el que
presenta mayor inhibicion con un crecimiento de colonia de 1.4 cm
representando un grado de inhibicion del 62.86% en comparacion con los
aceites de menta (60.74% de inhibicion) y el aceite de cilantro (37.40%
inhibicion) y un crecimiento de colonia de 2.36 cm, siendo éste, el aceite que

presento la menor actividad antifingica.

En cuanto a la concentracion de 0.35% se observa que el aceite esencial de
cilantro fue el que present6é una inhibicion del 100%, durante todo el periodo
de almacenamiento (360 h) y mostré una actividad fungicida. Los aceites de
anis y de menta mostraron un efecto fungistatico. Al finalizar el periodo de
incubacion (360 h), ademas del aceite esencial de cilantro que inhibio
completamente el desarrollo de esta especie, el aceite esencial de menta fue
el que presentd numéricamente un mayor efecto de inhibicion con un
crecimiento de colonia de 0.55cm y un efecto de inhibicion del 85.41%, en

comparacion con el aceite de anis que inhibio un 80.11%.

Para la concentracion de 0.45% el aceite de menta fue el que mostro el mayor
efecto de inhibicion (90.45%) con un crecimiento de colonia de 0.36 cm en

comparacion con el anis que permitid6 que las colonias alcanzaran un
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diametro de 0.98 cm representando un 74.01% de inhibicion. Los aceites de

anis y de menta mostraron un efecto fungistatico.

Los resultados obtenidos en este estudio no concuerdan con los realizados
por Soliman y Badeaa (2002) ya que mencionan que el aceite esencial de anis
posee una actividad fungicida mostrando una completa inhibicion para A.
flavus, A. parasiticus, A. ochraceus y F. moniliforme a una concentracion

probada de 500 ppm (0.05%).
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Cuadro 34. Efecto antifungico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de P. olsonii empleando 7
concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite
Esencial 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35 0.45
CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I
(cm) () (em) (%) (em) (%) (em) (%) (m) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Testigo 3.77 a* 3.77 a 3.77 a 3.77 a 3.77 a 3.77 a 3.77 a
Ajo 4.2 az o -- -- -- -- Ob 100 -- -- -- -- -- --
Anis 3.95a o -- -- -- -- 443a O 1.4c 62.8 0.75b 80.1 0.98b 74.1
Canela 0ey 100 Oc 100 0.93b 75.3 -- -- -- -- -- -- --
Cebolla 4.06 a o -- -- -- -- 0.66b 824 O0d 100 -- -- -- --
Cilantro 3.86ab 0O -- -- -- -- 416a O0 2.36b 374 Oc 100 -- --
Clavo 1.78 d* 52.7 -- -- -- -- Ob 100 -- -- -- -- -- --
Menta 3.31b 12.2 -- -- -- -- 3.6la 42 14c 60.7 0.55c 854 0.36c 90.4
Orégano 2.28 b 39.5 -- -- -- -- Ob 100 -- - - - - -
Tomillo Oe 100 2.06b 45.3 -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Y Fungicida; z Sin efecto.
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9.9 Prueba de actividad antifiingica in vitro de 9 aceites esenciales

sobre el desarrollo de Penicillium oxalicum.

Los resultados obtenidos de las propiedades antifungicas de los nueve aceites
esenciales in vitro sobre el efecto inhibitorio de P. oxalicum muestran que en
la dosis de 0.1% (Cuadro 35) los aceites que presentaron el mejor efecto
antifiungico fueron el de canela y tomillo, observandose una inhibicion del
100% durante todo el periodo de incubacion (360 h).

Los aceites de canela y tomillo mostraron un efecto fungicida mientras que
los aceites de ajo, anis, cebolla, cilantro, clavo, menta y orégano tuvieron un
efecto fungistatico.

Ademas de los aceites esenciales que inhibieron completamente el desarrollo
de P. oxalicum (canela y tomillo), el aceite esencial de clavo fue el que
presentd un mayor efecto de inhibicion (71.05%) y un crecimiento de colonia
de 1.08 cm en comparacion a los aceites de: ajo con un diametro de colonia
de 2.41 cm representando un grado de inhibicion de 35.39%, orégano
(19.57% de inhibicién), cilantro (18.77% de inhibicion), de menta (15.55% de
inhibicion) y de anis (11.53% de inhibicion).

Al emplear una dosis de 0.05%, se observa que los aceites esenciales de
canela y tomillo presentaron una inhibicion del 100% durante todo el periodo
de incubacion, no mostrando diferencias significativas entre si. Ambos
aceites mostraron una actividad fungicida. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Soliman y Badeaa (2002) quienes encontraron que la canela
inhibi6é completamente el desarrollo de A. flavus en una dosis empleada de
500 ppm (0.05%). Los tres componentes del aceite de canela que han sido
identificados como los agentes activos contra hongos son: aldheido cinamico
(Bullerman, 1974), O-metoxicinamaldehido (Morozumi, 1978) y eugenol
(Velluti et al., 2003).

Para la dosis mas baja (0.025%), el aceite esencial de tomillo fue el presento
el mayor efecto de inhibicion (68.90%) mientras que el aceite de canela
mostré un menor efecto antifingico presentando un grado de inhibicion del

58.98%. Los aceites de canela y tomillo mostraron un efecto fungistatico.
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El aceite de ajo fue el que mostro la mayor actividad antifingica a una dosis

de 0.15%, permitiendo un crecimiento de colonia de 0.08cm, seguido de los
aceites de clavo (1.2 cm), orégano (1.53 cm) y cebolla (2 cm). Los aceites de
menta, cilantro y anis a una concentracion de 0.15% no demostraron
ningun grado de inhibicion y por tanto no presentaron ninguna actividad
antifingica sobre el desarrollo de P. oxalicum. Los aceites de ajo, cebolla,
clavo y orégano presentaron una actividad fungistatica. A una concentracion
de 0.25%, se muestra que los aceites de ajo y orégano mostraron una
inhibicion del 100% durante todo el periodo de incubacion (360 h).
Comparando con los estudios realizados por Davidson y Parrish (1989)
donde mencionaron que la actividad antimicrobiana del ajo se basa en la
inhibicion de la alicina sobre las enzimas sulhidrilicas que poseen efecto
sobre bacterias patogenas y hongos micotoxigénicos. Asimismo, Moreno
(1988), menciona que fenoles: carvacrol y timol, contenidos en el orégano,
poseen niveles altos de actividad contra microorganismos gram negativos,
siendo el timol el mas activo, asi como Sivropoulou et al. (1996), demostraron
con base en estudios realizados que el orégano tiene capacidad antifingica
contra Candida albicans, C. tropicales, Turolopsis glabrata, A. niger,

Penicillium, Geotrichum y Rhodotorula.

Los aceites esenciales de ajo y orégano presentaron un efecto fungicida
mientras que los aceites de anis, cebolla, cilantro y menta tuvieron un efecto
fungistatico. Ademas de los aceites esenciales que inhibieron completamente
el desarrollo de P. oxalicum (ajo y orégano), el aceite de cebolla fue el que
presento mayor efecto inhibitorio permitiendo que las colonias alcanzaran un
diametro de 1.45 cm lo que representa un grado de inhibicion de 61.13% en
comparacion con los aceites de anis con un diametro de colonia de 1.93 cm
(48.26% de inhibicion), cilantro con 1.95 cm (47.72% de inhibicion) y menta
con 2.33 cm (37.53% de inhibicion).

Al emplear una concentracion de 0.35% se observa que el aceite de cilantro

mostro un grado de inhibicion del 100% durante las 360 h de incubacion, asi
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como presentdé una actividad fungicida mientras que los aceites de anis,
cebolla y menta presentaron un efecto fungistatico. Finalmente al terminar el
periodo de incubacion (360 h), el aceite esencial de menta fue el que presento
el menor crecimiento con un diametro de colonia de 0.41 cm y un grado de
inhibicion de 89.28%, seguido del anis con 0.7 cm que representa un 81.23%
de inhibicion; para este periodo de incubacion la cebolla pierde actividad
antifingica observando un crecimiento micelial de la colonia alcanzando un
diametro de 0.75 cm lo que significa que su efecto de inhibicion es del
79.89% sobre el desarrollo de P. oxalicum. Mientras que, para una dosis de
0.45% se observa que a las 360 h de incubacion el aceite de menta mostré
una inhibicion el 100% con una actividad fungicida. Los aceites esenciales de
anis y cebolla presentaron un efecto fungistatico. En un trabajo realizado por
Edris y Farrad (2003), senalan que los constituyentes principales de la
menta: mentol y linalol, bajo estudios realizados in vitro, inhibieron el
crecimiento de Rhizopus stolonifer 'y de otros hongos fitopatogenos

evaluados.

Al finalizar el periodo de incubacion la cebolla mostré un crecimiento de
0.08 cm de diametro de colonia, lo que representa una actividad antifingica
alta (97.86%) para las colonias de P. oxalicum. Mientras que finalmente el
aceite de anis crecio 1.03 cm lo que representa un 72.36% de inhibicién para

el desarrollo de P. oxalicum.
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Cuadro 35. Efecto antifungico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de P. oxalicum empleando 7
concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite
Esencial 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35 0.45
CcC I CC I CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I
(cm) (%) (cm) (%)  (cm) (%0) (cm) (%) (ecm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Testigo 3.73 a* 3.73 a 3.73 a 3.73b 3.73 a 3.73 a 3.73 a
Ajo 2.41 c* 35.5 -- -- -- -- 0.08e 97.8 0d 100 -- -- -- --
Anis 3.3 ab 11.5 -- - -- -- 4,95 az o 1.9bc 48.2 0.7b 81.2 1.03b 72.3
Canela 0 ey 100 Ob 100 1.53b 58.9 -- -- -- -- -- -- -- --
Cebolla 2.8 bc 24.1 -- -- -- -- 2c 46.3 1.4c 61.1 0.7b 79.8 0.08c 97.8
Cilantro 3.03b  18.7 -- -- -- -- 4.78 a o 1.9bc 47.7 Oc 100 -- --
Clavo 1.08d 71.05 -- -- -- -- 1.2d 67.8 -- -- -- -- -- --
Menta 3.15b 15.5 -- -- -- -- 451ab O 2.3b 37.5 04bc 89.2 Oc 100
Orégano 3 e 19.5 -- -- -- -- 1.53cd 589 O0d 100 - - - -
Tomillo Oe 100 Ob 100 1.16 bc 68.9 -- -- -- -- -- -- -- --

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Yy Fungicida; z Sin efecto.
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9.10 Prueba de actividad antifangica in vitro de 9 aceites esenciales

sobre el desarrollo de Penicillium funiculosum.

En el Cuadro 36, se muestra que a una dosis de 0.1% los aceites de canela,
clavo y orégano mostraron una inhibiciéon del 100%, asimismo presentaron
un efecto fungicida. El clavo destaca en los estudios realizados por Farag et
al. (1989), donde mencionan que la actividad antimicrobiana de éste aceite
esencial se ha atribuido a la presencia de compuestos aromaticos y fenolicos
como el eugenol. Conner y Beuchat (1984) senalan que la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales, puede ser el resultado del dano a
los sistemas enzimaticos de la célula, incluyendo aquellos asociados con la
produccion y sintesis de los compuestos estructurales. Una vez que el
compuesto fenodlico cruza la membrana celular, puede interactuar con las
enzimas o con las proteinas de la membrana causando un flujo contrario de
protones a través de ella, afectando de esta manera la actividad celular.
Nychas (1995) indic6 que los compuestos fendlicos pueden desnaturalizar las
enzimas responsables de la germinacion de las esporas o intervenir con los
aminoacidos involucrados en la germinacion. Se observa también que el
tomillo presenté el grado de inhibicion mas alto con un 54.55% en
comparacion con la menta que mostréo un 16.45% de inhibicion. Los aceites
de ajo, anis, cebolla y cilantro no mostraron actividad antifingica sobre el

desarrollo de P. funiculosum a ésta concentracion.

El aceite de clavo inhibio al 100% a una concentracion de 0.05%, asi como
también mostréo un efecto fungicida en tanto que los aceites de canela y
orégano presentaron una actividad fungistatica. El aceite esencial de orégano
presento un efecto de inhibicion del 56.28% y el aceite de canela tuvo un
grado de inhibicion de 50.22% para el desarrollo micelial de P. funiculosum

no observandose diferencias significativas entre ambos aceites.

A la concentracion de 0.025% se muestra que el clavo permitié que la colonia

creciera 1.15 cm representando 50.22% de inhibicion sobre P. funiculosum
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De los aceites que no mostraron una inhibicion completa en la dosis inicial

de 0.1%, se aumento la concentracion de éstos, a 0.15%. Los resultados
muestran que los aceites que presentaron el mejor efecto antifingico fueron
el de ajo, cebolla y tomillo, observandose una inhibicion del 100% durante
las 360 h mostrando asi una actividad fungicida. El aceite de menta presento
una inhibicion baja del 9.96% y una actividad fungistatica, en tanto que los
aceites de cilantro y de anis no mostraron ningun grado de inhibicion y por
tanto no presentaron ninguna actividad antifingica sobre P. funiculosum.

El aceite esencial de menta empleando una dosis de 0.25% fue el que obtuvo
el mayor grado de inhibicion (94.37%) en comparacion con el cilantro
(79.22% de inhibicion) y por ultimo el anis (50% de inhibicion). Los tres
aceites esenciales presentaron un efecto fungistatico.

Con una concentracion de 0.35% se muestra que los aceites de anis, cilantro
y menta presentaron una inhibicion del 100% durante todo el periodo de
incubacion (360 h). Asimismo, mostraron un efecto fungistatico. Giese (1994)
y Davidson (1996) mencionan que la seguridad de los alimentos se
incrementa por el uso de antimicrobianos naturales, ya que estas sustancias
se anaden a los alimentos para prevenir la descomposiciéon microbiana.
Wilkins y Board (1989) reportaron que aproximadamente mas de 1340

plantas, son un recurso potencial de antimicrobianos.
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Cuadro 36. Efecto antifingico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de P. funiculosum empleando 7

concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite

Esencial 0.1 0.05 0.025 0.15 0.25 0.35
CcC I CcC I CcC I CC I CcC I CcC I
(cm) ()  (em) (%) (ecm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
Testigo 2.31 ab* 231l a 23l a 231c 231l a 231l a
Ajo 2.53 az 0 -- -- -- -- od 100 -- -- -- --
Anis 2.8 a (0] - - -~ -~ 325a O 1.15b 50 Ob 100
Canela 0 dv 100 1.15b 50.2 -- -- -- -- -- -- -- --
Cebolla 2.55 a o -- -- -- -- od 100 -- -- -- --
Cilantro 2.31 ab 0 -- -- -- -- 29b 0O 0.48c 79.2 Ob 100
Clavo od 100 Oc 100 1.15b 50.2 -- -- -- -- -- --
Menta 1.93bx 16.4 -- -- -- -- 2.08c 99 0.13d 943 Ob 100
Orégano Od 100 1.01b 56.2 -- -- -- -- - - -- --
Tomillo 1.05c 54.5 -- -- -- -- od 100 -- -- -- --

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Y Fungicida; z Sin efecto.
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9.11 Prueba de actividad antifangica in vitro de 9 aceites esenciales

sobre el desarrollo de Penicillium janthinellum.

Los resultados obtenidos para P. janthinellum a una dosis de 0.1% (Cuadro
37) senala que el aceite esencial de canela mostré una inhibicion del 100%
durante todo el periodo de incubacion mostrando asi, un efecto fungicida. El
aceite de clavo fue el que mostro el mayor efecto inhibitorio con un 93.09%,
seguido del tomillo con 88.29% y del orégano con 70.72%. Los aceites de ajo,
anis, cebolla, cilantro y menta no mostraron ninguna actividad antifingica y

por tanto ningun grado de inhibicion para las colonias de P. janthinellum.

Al emplear una dosis de 0.05% la colonia mostroé un crecimiento micelial de
2.65 cm presentando un moderado grado de inhibicion de 60.21%. El aceite
mostro una actividad fungistatica.

Debido a que en esta concentracion probada (0.05%), el aceite de canela no

presento una completa inhibicion del hongo, ya no se bajo la dosis a 0.025%.

Se observa que empleando una concentracion de 0.15%, los aceites de ajo,
cebolla, clavo, orégano y tomillo mostraron un grado de inhibicion el 100% y
presentando todos una actividad fungicida a excepcion del tomillo que
presentéo una efecto fungistatico. Ademas de los aceites que inhibieron al
100%, los aceites que presentaron poco efecto inhibitorio fueron el anis con
un 29.73%, seguido de la menta con 27.03% de inhibicion. El aceite que no
mostro ninguna actividad antifingica sobre el desarrollo de P. janthinellum,

fue el aceite de cilantro.

El aceite que presento el mayor efecto de inhibicion a una dosis de 0.25% fue
el anis (70.27%) y un crecimiento de colonia de 1.98 cm, en comparacion a

los aceites de menta (53.75% de inhibicion) y de cilantro (53% de inhibicion).

Al emplear una concentracion de 0.35% se observa que los aceites de anis y
cilantro mostraron un efecto de inhibicion del 100% durante las 360 h de

incubacion, asimismo mostraron una actividad fungistatica, el aceite esencial
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de menta mostré un minimo desarrollo (0.23 a 0.33 cm) presentando un

efecto inhibitorio del 95% y una actividad fungistatica para las colonias de P.

janthinellum.

El aceite de menta inhibi6 completamente (100%) con una dosis de 0.45%,
presentando un efecto fungistatico sobre el desarrollo de P. janthinellum.
Prindle y Wrigth (1977), encontraron que el modo de accion de los
compuestos fenolicos era dependiente de la concentracion; a bajas
concentraciones afectan la actividad enzimatica relacionada con la
produccion de energia, mientras que a altas concentraciones causan la

precipitacion de las proteinas.
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Cuadro 37. Efecto antifingico de 9 aceites esenciales contra el desarrollo de P. janthinellum empleando 7

concentraciones diferentes durante un periodo de 360 horas.

Concentracion de Aceite Esencial (%)

Aceite
Esencial 0.1 0.05 0.15 0.25 0.35 0.45
CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I CcC I
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (cm) (%) (em) (%) (cm) (%)
Testigo 6.66 a* 6.66 a 6.66 a 6.66 a 6.66 a 6.66 a
Ajo 8.03 az o - - Oc 100 -- -- - - - -
Anis 9 a o - - 468b 29.7 1.98b 70.2 Oc 100 - -
Canela 0 cY 100 2.65b 60.2 - - -- -- - -- -- --
Cebolla 8.48 a o - - Oc 100 - - - - - -
Cilantro 8.56 a (0) - - 6.98 a 0) 3.13b &3 Oc 100 - -
Clavo 0.46 bcx 93.0 - - Oc 100 -- -- - -- -- --
Menta 6.98 a o - - 486b 27.03 3.08b 53.7 0.33b 95 Oc 100
Orégano 1.95b 70.7 -- -- Oc 100 -- -- -- - - -
Tomillo 0.78 bc 88.2 -- -- Oc 100 -- -- - - - -

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
CC= Crecimiento de colonia; I= Grado de inhibicion.
x Fungistatico; Y Fungicida; z Sin efecto.
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X. CONCLUSIONES

» Se pudo determinar que las cepas predominantes en los granos de maiz
provenientes de diferentes zonas productoras en la Republica Mexicana

fueron del género Fusarium.

» Las especies del género Fusarium mas frecuentes en las muestras
analizadas fueron F.graminearum, F.moniliforme y F.oxysporum, agentes
causales de enfermedades en la planta, reduciendo la calidad de los

granos, ademas de ser productores de diversas micotoxinas.

» En la nuez pecanera procedente de distintas marcas comercializadas del
municipio de Cuautitlan Izcalli se encontré6 que de los géneros mas

abundantes fue Penicillium.

» Las cepas del género Penicillium, identificadas a nivel de especie P.
olsonni, P. oxalicum, P. funiculosum y P. janthinelum son capaces de

producir bajo condiciones favorables una o mas micotoxinas.

» Se confirma la hipétesis planteada debido a que el uso de plantas
medicinales y aromaticas si ejercieron una accion antifungica sobre las
especies identificadas de los géneros Fusarium y Penicillium como se

mostro en la prueba in vitro realizada.

» En cuanto a los porcentajes de inhibicion sobre las tres especies del
género Fusarium, los aceites esenciales de ajo y cebolla para las especies
de F. graminearum y F. oxysporum inhibieron al 100% su desarrollo
empleando una dosis de 0.25%, a esta misma dosis para F. moniliforme,
los aceites que presentaron un 100% de inhibicion fueron la cebolla y el
cilantro. Al emplear una dosis de 0.35% sobre el aceite esencial de menta
se observo un efecto de inhibicion del 100% en F. moniliforme. Para la
dosis maxima (0.45%) se presentd un efecto de inhibicion al 100% sobre

las especies de F. graminearumy F. oxysporum con los aceites de cilantro
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y menta; mientras que al emplear las dosis minimas probadas de 0.05% y

0.025% el aceite esencial de canela fue el que obtuvo el mayor poder

antifingico representando el 100% de grado de inhibicion.

» En cuanto a los porcentajes del efecto de inhibicion sobre las especies de
Penicillium, los aceites de ajo y cebolla presentaron un 100% de inhibicion
para las dosis mas altas: 0.15%, 0.25%, 0.35% y 0.45%; el aceite esencial
de canela también presenté un efecto de inhibicion total pero sélo en las
concentraciones de 0.1% y 0.05% y empleando la dosis minima de 0.05%
el clavo fue el extracto que demostré una inhibicion del 100% para las

cuatro especies de Penicillium ensayadas.

» El unico aceite esencial que no obtuvo un efecto de inhibicion del 100%
en las cepas de Fusariumy Penicillium empleadas para este estudio, ain

utilizando la dosis mas alta de 0.45%, fue el aceite de anis.

» La actividad antifungica de los aceites esenciales fue dependiente del
origen vegetal, las concentraciones utilizadas y las especies de hongos

probadas.

» Las concentraciones utilizadas fueron relativamente bajas por lo que los
alimentos que reciban este tratamiento no sufriran de serias alteraciones

en sus caracteristicas organolépticas.

» Los datos obtenidos en este trabajo aportan conocimientos con respecto a
la eficiencia practica de la aplicacion de aceites esenciales, sin efectos
fitotoxicos, para proteger plantas o productos vegetales que puedan ser

utilizados en la industria de alimentos.
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» Nuestra investigacion sustenta la posibilidad de implementar Ila
aplicacion de ciertos aceites esenciales para controlar patogenos en
productos almacenados, tales como, Fusarium spp. y Penicillium spp.,

bajo condiciones especificas de aplicacion.

» La utilizacion de los aceites esenciales como aditivos para alimentos es
una alternativa interesante porque presenta algunas ventajas con
respecto a los compuestos de sintesis quimica empleados en la actualidad

como antifungicos.

» La Food and Drug Administration (FDA) de los EE.UU. considera a las
plantas aromaticas y medicinales, asi como a sus extractos, como
sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS del inglés

Generally Recognized as Safe).
» Luego de un riguroso analisis de extractos naturales, podemos concluir
que ellos ofrecen a la industria de alimentos una alternativa viable para

ser aplicadas como conservantes naturales.

» Es necesario realizar un estudio del sistema, detectar las causas de

deterioro y decidir sobre el producto a aplicar y en que dosis.
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XI. RECOMENDACIONES

Una vez sabiendo que tipo y que dosis de aceite esencial es apto para
inhibir el crecimiento fungico, se recomienda seguir con este estudio “in
vivo” con la finalidad de comprobar si es factible para la industria de

alimentos.

Se recomienda realizar estudios en alimentos, para observar la efectividad
de los componentes antimicrobianos, asi como para determinar si las

concentraciones necesarias afectan sensorialmente al producto.

Se sugiere emplear a los aceites esenciales como conservadores y/o
aditivos en la industria de alimentos ya que son productos naturales que

confieren seguridad y salud a los consumidores.

Si los aceites esenciales se emplean como conservadores para la industria
en alimentos, se sugiere que se aplique por el método de aspersion,
inmersion de biofilms (peliculas plasticas comestibles) o por un proceso
de “impregnacion” por saturacion de vapor del aceite esencial ya que los
alimentos sometidos a estos tratamientos no se verian afectados en sus

propiedades organolépticas, en las dosis correctas.

También se recomienda emplear a los aceites esenciales en dosis menores
al 2%, ya que es la dosis maxima permitida por la Food and Drug
Administration (FDA), para la elaboracion de diversos alimentos y

bebidas.
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ANEXO 1. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

MATERIALES

. Matraz Erlenmeyer (de 1L)

. Tapones de gasa

. Papel Aluminio

. Autoclave

. Balanza Analitica

. Pipetas

. Cajas Petri

. Medio de cultivo (Agar Papa Dextrosa, PDA y Malta Sal Agar, MSA)
. Agua destilada

PROCEDIMIENTO

e En un matraz Erlenmeyer (de 1L) se agrego 23.4g del medio de
cultivo (PDA 6 MSA) y 600mL de gua destilada.

e Los matraces se taparon con tapones de gasa y papel aluminio.

e Posteriormente se sometieron a esterilizar en la autoclave por 20
minutos a una P= 1.5 kg/ cm?2.

e Una vez esterilizados los matraces se dejaron enfriar.

e Finalmente se vaciaron en cajas petri, obteniendo asi medios de

cultivo.
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ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO CON ACEITES

ESENCIALES

MATERIALES

. Matraz Erlenmeyer (de 1L)

. Tapones de gasa

. Papel Aluminio

. Autoclave

. Balanza Analitica

. Pipetas

. Cajas Petri

. Medio de cultivo (Agar Papa Dextrosa)

. Agua destilada

. Aceites Esenciales

PROCEDIMIENTO

En un matraz Erlenmeyer se agrego 23.4g de Agar Papa Dextrosa y
600mL de agua destilada.

Los matraces se taparon con tapones de gasa y papel aluminio.
Posteriormente se sometieron a esterilizar en la autoclave por 20
minutos a una P= 1.5 kg/ cm?2.

Una vez esterilizados los matraces se dejaron enfriar para poder
agregarles respectivamente, con la ayuda de una pipeta, un aceite
esencial (la cantidad de aceite varia respecto a la concentracion
deseada).

Finalmente se vaciaron en cajas petri estériles, obteniendo asi
medios de cultivo con diferentes concentraciones de aceites
esenciales (ajo, anis, canela, cebolla, cilantro, clavo, menta, orégano

y tomillo).
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ANEXO 3. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA IDENTIFICACION DE

MATERIALES
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ESPECIES DE PENICILLIUM.

Czapek extracto de levadura autorizado agar (CYA).

Extracto de malta agar (EMA).

Glicerol 25% nitrato agar (G25n)

Reactivo Cantidad
K>HPO4 1.0g
Czapek concentrado 10.0 mL
Extracto de levadura 5.0g
Sucrosa o sacarosa 30.0g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000 mL

Reactivo Cantidad
Extracto de malta 20.0g
Peptona 1.0g
Glucosa o dextrosa 20.0g
Agar 15.0g
Agua destilada 1000 mL

Reactivo Cantidad
K>HPO4 0.75g
Czapek concentrado 7.5 mL
Extracto de levadura 3.7g
Glicerol grado analitico 250g
Agar 12.0g
Agua destilada 1000 mL
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PROCEDIMIENTO

e En un matraz Erlenmeyer se agregaron los reactivos en las
cantidades que se muestran para cada uno de los medios de cultivo.

e Los matraces se taparon con tapones de gasa y papel aluminio.

e Posteriormente se sometieron a esterilizar en la autoclave por 20
minutos a una P= 1.5 kg/ cm?.

e Una vez esterilizados los matraces se dejaron enfriar.

e Finalmente se vaciaron en cajas petri, obteniendo asi los distintos

medios de cultivo.
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ANEXO 4. DESARROLLO DE COLONIAS DE FUSARIUM EMPLEANDO
VARIOS TRATAMIENTOS DE ACEITES ESENCIALES.

» Fusarium graminearum
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ANEXO 5. DESARROLLO DE COLONIAS DE PENICILLIUM EMPLEANDO
VARIOS TRATAMIENTOS DE ACEITES ESENCIALES.
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®>YE
®

Control

Clavo

Tomillo

o o w >

Canela

[0.25 y 0.025 %]

*Sin efecto

®@

A. Control

B. Cebolla

C. Ajo

*Efecto fungistatico

Control
Orégano
Cilantro
Anis

Menta
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*Efecto fungicida

® ®

A. Control

B. Clavo

[0.35%]

*Efecto fungicida

® ®

A. Control

B. Ajo

*Efecto fungistatico

Control

. Cebolla

. Menta

A
B
C. Cilantro
D
E
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[0.45%]

*Efecto fungicida

®@

A. Control
B. Ajo

C. Cilantro

*Efecto fungistatico

@
©F

Control

Anis

Menta

o o w »

Cebolla
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» Penicillium funiculosum
[0.1%)]

*Efecto fungistatico

OO

A. Control
B. Ajo

C. Cebolla

[0.15 y 0.05 %]

*Sin efecto

®PE
®

Control

Cilantro

Anis

O 0w »

Cebolla

®@

A. Control
B. Menta

C. Ajo
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*Efecto fungicida

Control

. Tomillo

. Orégano

A
B
C. Clavo
D
E

. Canela

[0.25 y 0.025 %]

*Sin efecto

NG
®

Control

Ajo

Cebolla

O 0w »

Anis

OO0,
® ®

Control

. Canela

. Orégano

A
B
C. Cilantro
D
E

. Menta
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*Efecto fungicida

®@

A. Control
B. Tomillo

C. Clavo

[0.35%]

*Efecto fungistatico

®@

A. Control
B. Anis

C. Cilantro
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» Penicillium janthinellum
[0.1%)]

*Sin efecto

. Cebolla
. Control
. Ajo

. Anis

Menta

Orégano

*Efecto fungistatico

oG
®

Control

Orégano

Clavo

o o w »

Tomillo

*Efecto fungicida

OrNO
®

Control

Orégano

Clavo

o o w »

Tomillo
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[0.15y 0.05%]

*Sin efecto

@ ®

A. Control

B. Cilantro

*Efecto fungistatico

Cebolla
Control
. Menta

. Anis

. Ajo
Orégano
*Efecto fungicida

L
®

Control

Canela

Clavo

O 0w »

Tomillo
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[0.25%]

*Efecto fungistatico (Toma 1)

Q)0

©
®

. Ajo

. Control
. Cilantro
. Menta

. Orégano

cooons | D0

Canela

*Efecto fungistatico (Toma 2)

OrAO
®

Control

Anis

Clavo

o o w »

Tomillo

[0.35%]

*Efecto fungistastico

®@

A. Control

B. Menta

C. Anis
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*Efecto fungicida

©o
®
\ . Control
. Cebolla
. Cilantro
. Ajo

[0.45%]

o o w »

*Efecto fungistatico

A. Control
B. Anis
C. Menta

*Efecto fungicida

A. Control
B. Ajo
C. Cebolla

177




Ingenieria en Alimentos

T ANEXO 6. EFECTO ANTIFUNGICO DE 9 ACEITES ESENCIALES SOBRE EL
DESARROLLO DE ESPECIES DE FUSARIUM EMPLEANDO 7

CONCENTRACIONES DIFERENTES.

v Fusarium graminearum

[0.1%)]
Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Aceite (cm) Inhibicion Antifangica
Esencial 709 p 144h 216h 288h 360h (%0)
Testigo 2.35a* 3.88a 6.3a 8.18a 893a
Ajo 095bc 195c¢c 496b 6.63bc 8.03a 10 Ft**
Anis 2.15ab 4.15a 5.06b 5.88c 6.36Db 28 Ft
Canela od od Oe of Oe 100 Fg
Cebolla 1.16 2.63b 5.85 7.45 8.75 a 2.01 Ft
abc ab ab
Cilantro 0.78 cd 2.4bc 3.56c¢c 4.23d 5.23c 41.4 Ft
Clavo od od Oe of Oe 100 Ft
Menta 0od 2.01bc 2.38d 2.86e 4.1d 54 Ft
Orégano od od Oe of Oe 100 Ft
Tomillo od od Oe of Oe 100 Fg
[0.05%)]
Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Aceite (cm) Inhibicion Antifingica
Esencial =757 144h 216h 288h 360h (%)
Testigo 2.35a* 3.88a 6.3a 8.18a 893a
Canela Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg**
Clavo Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft
Orégano Ob Ob Ob Ob 0.56 b 93.7 Ft
Tomillo Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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[0.025%]

Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica

(%0)
72 h 144h 216h 288h 360h
Testigo 2.35a* 3.88a 6.3a 8.18a 8.93a

Canela Ob Ob Oc Oc Oc 100 Ft **

Clavo Ob Ob Oc Oc 0.3c 96.6 Ft

Tomillo Ob Ob 1.03b 2.46b 34D 61.9 FT

[0.15%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de  Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica
72 h 144h 216h 288h 360h (7o)

Testigo 2.35a* 3.88a 6.3 a 8.18a 8.93a

Ajo 0.36 c 0.5d 2d 2.43d 2.8d 68.6 Ft**

Anis 2.1 ab 4.36 a 0 Se

Cebolla 1 abc 2 bc 52.9 Ft

Cilantro 0.63 bc 3.43ab 5.75b 0 Se

Menta Oc 1cd 14.3 Ft
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad

Esencial (cm) Inhibicion  Antifingica

)
72 h 144h 216h 288h 360h (%)

Testigo 2.35a* 3.88a 63a 8.18a 893a

Ajo Ob Oc Oc od od 100 Ft**
Anis Ob Oc 1.6b 3.3b 5.63b 36.9 Ft
Cebolla Ob Oc Oc od od 100 Ft
Cilantro Ob 1.55¢ 5.1a 7.83a 93a 0 Se
Menta Ob Oc 09b 1.48c 2.46¢C 72.4 Ft

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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[0.35%]

Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica

(%)
72 h 144h 216h 288h 360h
Testigo 2.35a* 3.88a 6.3a 8.18a 8.93a

Anis Ob Ob Oc 0.65b 1.35b 84.4 Ft**
Cilantro Ob Ob 3.23b 5.08a 6.88a 22.9 Ft
Menta Ob Ob Oc 0.53b 0.7b 92.1 Ft
[0.45%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica

72h  144h 216h 2838h 360h (%)

Testigo 235a* 3.88a 63a 8.18a 893a

Anis Ob Ob Ob 0.65b 0.75b 91.6
Cilantro Ob Ob Ob Oc Oc 100 Fg **
Menta Ob Ob Ob Oc Oc 100 Ft

< Fusarium moniliforme

[0.1%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de  Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica
72 h 144h 216h 288h 360h (Y0)
Testigo 1.57a* 2.24a 326a 4.14a 4.86a
Ajo 1.3 a 1.66ab 3.08a 3.48a 4.16a 14.4 Ft**
Anis 1.3 a 2.23a 296a 3.8la 4.61a 5.14 Ft
Canela Ob Oc Oc Ob Ob 100 Fg
Cebolla 1.33a 1.73ab 3.35a 3.86a 4.53a 6.79 Ft
Cilantro 1.5a 1.93ab 2.75a 3.66a 4.76a 2.05 Ft
Clavo Ob Oc Oc Ob Ob 100 Ft
Menta 1.08 a 1.48b 198b 2.66a 3.25a 33.1 Ft
Orégano Ob Oc Oc 0.46 b 0.6 b 87.6 Ft
Tomillo Ob Oc Oc Ob Ob 100 Fg

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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[0.05%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica
72h 144h 216h 288h 360h (%)
Testigo 1.57a* 224a 3.26a 4.149a 4.86a
Canela Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg**
Clavo Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft
Tomillo Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg
[0.025%]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion  Antifungica
72 h 144h 216h 288h 360h (7o)
Testigo 1.57a* 2.24a 3.26a 4.14a 4.86a
Canela Ob Ob Ob 1.5b 2.13b 56.1 Ft**
Clavo Ob Ob 043b 145b 191D 60.6 Ft
Tomillo Ob Ob 0.76 b 0.86b 1.05b 78.3 Ft
[0.15%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica
72h  144h 216h 288h 360h (%)
Testigo 1.57a* 224a 3.26a 4.14a 4.86a
Ajo Ob Ob od Oe Oe 100 Ft**
Anis Ob 1.51a 2.11bc 3.53ab 4.11b 15.4 Ft
Cebolla 0.7b 1.13a 1.86bc 2.01d 2.1d 56.7 Ft
Cilantro 0.2b 1.4 a 241b 3.08bc 393D 19.1 Ft
Menta Ob 0.93ab 1.63c 2.56 ¢ 3.28 ¢ 32.5 Ft
Orégano Ob Ob od Oe Oe 100 Ft

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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[0.25%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica
72h 144h 216h 288h 360h (%)
Testigo 1.57a* 2.24a 326a 4.14a 4.86a
Anis Ob Ob 1.75b 1.56b 1.23c 74.6 Ft**
Cebolla Ob Ob Oc Oc od 100 Ft
Cilantro Ob Ob Oc Oc od 100 Fg
Menta Ob Ob 1.33b 191b 231D 52.4 Ft
[0.35%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica
72h 144h 216h 288h 360h (%)
Testigo 1.57a* 224a 3.26a 4.149a 4.86a
Anis Ob Ob Ob 1.75b 196D 59.6 Ft**
Menta Ob Ob Ob Oc Oc 100 Ft
[0.45%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica
(o)
72 h 144 h 216h 288 h 360h
Testigo 1.57a* 224a 3.26a 4.149a 4.86a
Anis Ob Ob Ob Ob 0.65b 86.6 Ft**

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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« Fusarium oxysporum

[0.1%]

Aceite Crecimiento de colonias Grado de  Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica

(%)
72h  144h 216h 288h 360h

Testigo 249a* 3.87b 551D 6.7 a 7.68 a

Ajo 1.55b 2.23 e 4.8 c 588a 7.01a 8.7 Ft**
Anis 3.13 a 476 a 5.96a 7.2 a 8.35a 0 Se
Canela Oc of Oe Oc Oc 100 Ft
Cebolla 1.38b 2.76cd 49c 6 a 7.13 a 7.16 Ft
Cilantro 1.5b 2.63d 436d 571la 6.56a 14.5 Ft
Clavo Oc of Oe 5.8a 6.3 a 18.0 Ft
Menta 1.6b 3.1c 4.08d 5.6a 6.36 a 17.1 Ft
Orégano Oc of Oe Oc Oc 100 Ft
Tomillo Oc of Oe 3.5b 51b 33.5 Ft
[0.05%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica
72 h 144 h 216h 288 h 360h (%)

Testigo 249 a* 3.87a 5.51a 6.7a 7.68a

Canela Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft**

Orégano 0.56Db 0.6b 0.8b 1.1b 1.78 b 76.8 Ft

[0.025%)]
Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifangica
(%0)

72 h 144h 216h 288h 360h
Testigo 249 a* 3.87a 551la 6.7a 7.68a
Canela Ob 1.31b 2.38b 3.36b 4.51Db 41.2 Ft**

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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Aceite Crecimiento de colonias Grado de Actividad
Esencial (cm) Inhibicion Antifingica
72h 144h 216h 288h 360h (7o)
Testigo 249a* 3.87a 5.51la 67a 7.68a
Anis Ob Ob 0.66b 2.15b 2.81Db 63.41 Ft**
Cilantro Ob Ob Ob Ob 0.83 ¢ 89.1 Ft
Menta Ob Ob 1.03b 1.96b 3.03b 60.5 Ft
[0.45%)]
Crecimiento de colonias Grado de Actividad
(cm) Inhibicion Antifingica
Aceite (%)
Esencial 72 h 144 h 216h 2838h 360h

Testigo 249 a* 3.87a 551la 6.7a 7.68a

Anis Ob Ob 1.03b 1.36b 1.76 Db 77 Ft**
Cilantro Ob Ob Oc Oc Oc 100 Fg
Menta Ob Ob Oc Oc Oc 100 Ft

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida.
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ANEXO 7. EFECTO ANTIFUNGICO DE 9 ACEITES ESENCIALES SOBRE EL
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DESARROLLO DE ESPECIES DE PENICILLIUM EMPLEANDO 7

CONCENTRACIONES DIFERENTES.

< Penicillium olsonii

[0.1%)]
Grado de

Aceite Crecimiento de colonias (cm) inhibicién Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49a* 2.17a 2.67ab 3.21a 3.77ab

Ajo Oc 2.25a 2.69ab 3.36a 4.2a 0 Se**

Anis 1.31a 2.18a 2.73a 3.43a 395a 0 Se
Canela Oc od Oe Oc Oe 100 Fg
Cebolla 0.65b 2.35a 246ab 3.13a 4.06a 0 Se
Cilantro 1.31a 2.06a 2.48ab 3.03a 3.86ab 0 Se

Clavo Oc 0.61c 1.06d 1.33b 1.78d 52.79 Ft

Menta 1.06ab 1.33b 1.88bc 2.8a 3.31b 12.20 Ft
Orégano Oc 0.98b 1.36dc 1.76b 2.28b 39.52 Ft
Tomillo Oc 0od Oe Oc Oe 100 Fg

[0.05%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de

Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77 a

Canela Ob Ob Oc Oc Oc 100 Fg**
Tomillo Ob Ob 1.28b 1.75b 2.06b 45.36 Ft

[0.025%]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de

Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77a

Canela Ob 0.45b 0.68b 0.7b 0.93b 75.33 Ft **

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida
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[0.15%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77a
Ajo od Oc Ob Oc Ob 100 Fg**
Anis 1.08b 1.83ab 2.83a 3.78a 4.43 a 0 Se
Cebolla 0od Oc 0.36 b 0.56b 0.66Db 82.49 Ft
Cilantro 0.83 c 1.7b 2.55a 3.56a 4.16a 0 Se
Clavo od Oc Ob Oc Ob 100 Ft
Menta 0.88c 1.73b 196a 3.05a 3.61a 4.24 Ft
Orégano 0d Oc Ob Oc Ob 100 Ft
[0.25%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h  144h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77a
Anis Oc 0.85c 1.13c 1.25c 1.4c 62.86 Ft **
Cebolla Oc od od od od 100 Fg
Cilantro 1.05b 1.38b 1.78b 2.11b 2.36Db 37.40 Ft
Menta O0c 09c 1.11c 1.33c 1.48c 60.74 Ft
[0.35%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibiciéon Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288 h 360h (%) Antifingica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77 a
Anis 0.31b 0.45b 0.41b 0.55b 0.75b 80.11 Ft**
Cilantro Oc od Oc od Oc 100 Fg
Menta 0.3b 0.35c¢c 04b 0.43c 0.55Db 85.41 Ft

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida
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[0.45%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h  144h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.49 a* 2.17a 2.67a 3.21a 3.77a
Anis Ob 0.41b 0.68 b 0.78b 0.98b 74.01 Ft**
Menta Ob Oc Oc 0.3c 0.36¢ 90.45 Ft
% Penicillium oxalicum
[0.1%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.43 ab* 2.16a 2.8a 3.27ab 3.73 a
Ajo 0.8c 2.02a 2.08b 2.55ab 24l1c 35.39 Ft **
Anis 1.51ab 2.21a 2.55ab 2.7ab 3.3ab 11.53 Ft
Canela od od od Ob Oe 100 Fg
Cebolla 1.06 bc 2.06a 2.13b 2.43 ab 2.83 bc 24.13 Ft
Cilantro 1.71a 2.1a 2.55ab 2.8ab 3.03b 18.77 Ft
Clavo od 0.55c 0.66c 0.95b 1.08d 71.05 Ft
Menta 14ab 2.11a 24ab 29ab 3.15b 15.55 Ft
Orégano 1.17bc 1.35b 2.36 ab 2.43 ab 3e 19.57 Ft
Tomillo 0od 0od od Ob Oe 100 Fg
[0.05%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 143 a* 2.16 a 2.8a 3.27a 3.73 a
Canela Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg**
Tomillo Ob Ob Ob Ob Ob 100 Fg

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida
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[0.025%]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifangica
Testigo 1.43 a* 2.16a 2.8a 3.27a 3.73a
Canela 095b 1.15a 1.21ab 1.31ab 1.53b 58.98 Ft**
Tomillo 0.73bc 0.83ab 0.88ab 1.1 bc 1.16 bc 68.90 Ft
[0.15%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifangica
Testigo 1.43 a* 2.16a 2.8ab 3.27b 3.73b
Ajo Ob Ob od 0od 0.08 e 97.86 Ft**
Anis 1.6a 2.15a 345a 4.36a 4.95a 0 Se
Cebolla Ob Ob 041lcd 16¢c 2c 46.38 Ft
Cilantro 141a 2.13a 1.33cb 4.3a 4.78a 0 Se
Clavo Ob Ob 0od 0od 1.2d 67.83 Ft
Menta 1.51a 2.3a 3 ab 4a 4.51ab 0 Se
Orégano 0b 0.2b 1.31cb 1.43c 1.53cd 58.98 Ft
[0.25%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h  144h 216h 288h 360h (%) Antifingica
Testigo 143 a* 2.16a 2.8a 3.27a 3.73a
Ajo Oc od od Oc od 100 Fg**
Anis Oc 1.16 c 1.35c 1.55b 1.93 bc 48.26 Ft
Cebolla Oc 0od 0d 0.36c 1.45c 61.13 Ft
Cilantro Oc 0d 126c 1.36b 1.95Dbc 47.72 Ft
Menta 1.08b 1.33b 1.75b 2.1b 2.33Db 37.53 Ft
Orégano Oc od od Oc od 100 Fg

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida
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[0.35%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.43a* 2.16a 2.8a 3.27a 3.73 a
Anis Oc 0.51b 0.7b 049b 0.7b 81.23 Ft**
Cebolla Oc Oc Oc Oc 0.75b 79.89 Ft
Cilantro Oc Oc Oc Oc Oc 100 Fg
Menta 0.2b 0.35bc 0.38b 0.4b 0.41 bc 89.28 Ft
[0.45%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.43 a* 2.16a 2.8a 3.27a 3.73 a
Anis Ob 045b 0.88b 1.01b 1.03b 72.36 Ft**
Cebolla Ob Oc Oc Oc 0.08 c 97.86 Ft
Menta Ob Oc Oc Oc Oc 100 Fg
% Penicillium funiculosum
[0.1%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 0.81 b* 1.35a 1.66b 2.03a 2.31 ab
Ajo Oe 1.26 a 1.61c 2.23a 2.53a 0 Se**
Anis 1.11a 1.45a 2.05a 2.36a 2.8a 0 Se
Canela Oe od of od od 100 Fg
Cebolla Oe 1.41a 1.8ab 2.18a 2.55a 0 Se
Cilantro 0.28c 091b 1.33c 2.08a 2.31ab 0 Se
Clavo Oe od of od od 100 Fg
Menta 0.15d 0.5c 0.7d 1.3b 193b 16.45 Ft
Orégano Oe od of od od 100 Fg
Tomillo Oe Od 0.35e 0.81c 1.05c 54.55 Ft

*Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = Fungicida
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[0.05%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 0.81a* 1.35a 1.66a 2.03a 2.3la
Canela 0.5a 091a 061b 09b 1.15Db 50.22 Ft**
Clavo Ob Ob Oc 0 c 0 c 100 Fg
Orégano Ob Ob 0.38c 0.71b 1.01b 56.28 Ft
[0.025%]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad

Esencial 72h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifungica

Testigo 0.81b* 1.35a 1.66a 2.03a 23la

Clavo Oc Ob 0.68 c 0.98b 1.15b 50.22 Ft**
[0.15%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 0.81 b* 1.35d 1.66b 2.03c 2.31c
Ajo od Oe od Oe od 100 Fg**
Anis 1.18a 3.46a 2.33a 2.86a 3.25a 0 Se
Cebolla od Oe od Oe od 100 Fg
Cilantro 0.65c 29Db 1.83b 245b 290D 0 Se
Menta 0.55c¢c 1.8c 1.33c 1.7d 2.08c 9.96 Ft
Tomillo od Oe od Oe od 100 Fg
[0.25%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144 h 216h 288 h 360h (%) Antifungica
Testigo 0.81a* 1.35a 1.66a 2.03a 2.31a
Anis Ob Ob 0.66b 09b 1.15b 50 Ft**
Cilantro Ob Ob 0.3c 0.45c 0.48c 79.22 Ft
Menta Ob Ob 0d Oc 0.13d 94.37 Ft

* Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica; Fg = fungicida.
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[0.35%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144 h 216 h 288 h 360 h (%) Antifangica
Testigo 0.81a* 1.35a 1.66a 2.03a 2.31a
Anis Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft**
Cilantro Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft
Menta Ob Ob Ob Ob Ob 100 Ft
< Penicillium janthinellum
[0.1%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifangica
Testigo 1.42 ab*2.85ab 44a 5.54a 6.66a
Ajo 1.16 b 2.4ab 4.26a 6.6a 8.03 a 0 Se**
Anis 1.95a 3.46a 57a 82a 9 a 0 Se
Canela Oc Oc Ob Ob Oc 100 Fg
Cebolla 1.58 ab 3.03a 491a 7.21a 8.48a 0 Se
Cilantro 1.43ab 29a 4.71a 7.15a 8.56a 0 Se
Clavo Oc Oc 0.36b 0.41b 0.46 bc 93.09 Ft
Menta 1.43ab 1.8b 3.8a 5.8la 698a 0 Se
Orégano Oc 0.3c 091b 1.26b 195D 70.72 Ft
Tomillo Oc Oc 0.4b 0.53b 0.78 bc 88.29 Ft
[0.05%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicién Actividad
Esencial 72h 144 h 216 h 288 h 360 h (%) Antifangica
Testigo 142 a* 2.85a 44a 5.54a 6.66a
Canela 1.06c 1.53b 1.78 b 2.13b 2.65b 60.21 Ft**

* Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica.
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[0.15%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion  Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.42a* 2.85a 4.4ab 5.54a 6.66a
Ajo Ob od Ob od Oc 100 Fg**
Anis Ob 046c¢c 2.61la 3.15b 4.68b 29.73 Ft
Cebolla Ob od Ob od Oc 100 Fg
Cilantro Ob 1.48b 4.48ab 5.18a 6.98a 0 Se
Clavo Ob od Ob od Oc 100 Fg
Menta Ob 1.65ab 3.23ab 3.48b 4.86b 27.03 Ft
Orégano Ob od Ob Oc Oc 100 Fg
Tomillo Ob 0od Ob 0od Oc 100 Ft
[0.25%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144h 216h 288 h 360h (%) Antifingica
Testigo 1.42a* 2.85a 44a 5.54a 6.66a
Anis Ob 0.4c 1.13bc 1.53b 1.98b 70.27 Ft**
Cilantro Ob Oc 1.03bc 1.63b 3.13b 53 Ft
Menta Ob 1.25b 2.15b 2.25b 3.08b 53.75 Ft
[0.35%)]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72h 144 h 216 h 288 h 360 h (%) Antifangica
Testigo 142 a* 2.85a 4.4a 5.54a 6.66a
Anis Ob Oc Oc Oc Oc 100 Ft**
Cilantro Ob Oc Oc Oc Oc 100 Ft
Menta Ob 0.23b 0.28b 0.3b 0.33b 95 Ft

* Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica.
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BN 10.45%]
Crecimiento de colonias (cm) Grado de
Aceite inhibicion Actividad
Esencial 72 h 144h 216h 288h 360h (%) Antifungica
Testigo 1.42a* 2.85a 44a 5.54a 6.66a
Menta Ob Ob Oc Oc Oc 100 Ft**

* Letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05).
** Ft = fungistatica.
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