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Garcia-Camarillo, E.A., Quezada-Viay, M. Y., Moreno-Lara,
J., Sanchez-Hernandez, G., Moreno-Martinez, E. y Pérez-
Reyes, M.C.J. 2006. Actividad antifungica de aceites
esenciales de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume) y
orégano (Origanum vulgare L.) y su efecto sobre la
produccién de aflatoxinas en nuez pecanera [ Carya illinoensis
(F.A. Wangenh) K. Koch]. Revista Mexicana de Fitopatologia
24:12-23.

Resumen. Los aceites esenciales de canela (Cinnamomum
zeylanicum) y orégano (Origanum vulgare) fueron evaluados
para determinar su actividad antifungica contra Aspergillus
flavus y 1a produccion de aflatoxinas en nuez pecanera. Ambos
aceites presentaron actividad fungicida in vitro contra A.
flavus, el aceite esencial de orégano a partir de 1000 ppm y
el de canela de 2000 ppm, en medio de cultivo de malta-sal-
agar y un efecto fungistatico en 100 ppm. Sin embargo, al
evaluar el efecto inhibitorio en la produccion de aflatoxinas
por A. flavus en almendra de nuez pecanera irradiada, el aceite
esencial de canela mostré mayor inhibicién que el aceite
esencial de orégano, ya que a los 30 dias de almacenamiento
a 85% de humedad relativa y 25°C, las nueces tratadas con
100 y 2000 ppm presentaron estadisticamente la misma
concentracion de aflatoxinas que las nueces sin indculo, y en
las nueces tratadas con aceite esencial de orégano, solamente
en las que se aplicé una dosis de 2000 ppm, hubo inhibicién
en la produccién de aflatoxinas.

Palabras clave adicionales: Aspergillus flavus, micotoxinas,
fungicida, fungistatico.

Abstract. The essential oils of cinnamon (Cinnamomum
zeylanicum) and oregano (Origanum vulgare) were evaluated
to determine their antifungal activity against Aspergillus flavus

and the production of aflatoxins in pecan nuts. Both oils
showed fungicidal activity in vitro against 4. flavus, the
essential oil of oregano at 1000 ppm and cinnamon at 2000
ppm in malt-salt-agar medium, and a fungistatic effect at 100
ppm. However, when inhibition on aflatoxin production by
A. flavus was evaluated in irradiated almond of pecan nuts,
the essential oil of cinnamon showed a greater effect than the
essential oil of oregano, since after 30 days of storage with
85% relative humidity at 25°C, nuts treated with 100 and
2000 ppm were statistically similar in aflatoxin concentration
to nuts without inoculum, and only in nuts treated with
essential oil of oregano at 2000 ppm, there was inhibition of
aflatoxin production.

Additional keywords: Aspergillus flavus, micotoxins,
fungicide, fungistatic.

En latiltima década la contaminacion por mohos de diversas
nueces, especialmente nuez pecanera [Carya illinoensis (F.A.
Wangenh) K. Koch] (Vasquez-Batrrios et al., 2001), pistache
(Pistasia atlantica Desf.) (Yazdanpanah et al., 2005) y castafia
(Castanea sativa Mill.) (Arrus et al., 2005), representa un
problema de salud publica. El deterioro y contaminacién de
las nueces por Aspergillus flavus Link:Fr. durante su
almacenamiento es un problema importante, especialmente
en paises en desarrollo. Este hongo es productor de las
micotoxinas mas potentes que se conocen: las aflatoxinas,
metabolitos secundarios, a los cuales se les ha atribuido
actividad carcinogénica, mutagénica y teratogénica (Ruiqian
et al., 2004; Rustom, 1997). Es urgente desarrollar medidas
de control que eviten la contaminacion de las nueces con
estas toxinas y minimizar los riesgos de afectar la salud
humana por el consumo de estos alimentos contaminados.
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Recientemente el uso de aceites esenciales y extractos
vegetales como bactericidas y fungicidas ha cobrado mayor
importancia (Gamboa ef al., 2002). Nguefack et al. (2004)
demostraron las propiedades antifiingicas de algunos aceites
esenciales extraidos de plantas en Camerun contra el
desarrollo de 4. flavus. Paster et al. (1990, 1995) reportaron
el efecto inhibitorio del aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare L.) sobre el desarrollo de 4. flavus, A. ochraceus K.
Wilh. y A. niger Tiegh. in vitro, encontrando que a 2000 ppm
este aceite controla el crecimiento micelial de estos hongos y
tiene una actividad fungicida. Estos mismos investigadores
demostraron que el aceite esencial de orégano controld in
vivo eficientemente el desarrollo de hongos endogenos en
trigo (Triticum sp). Yousef'y Tawil (1980) y Tantaoui-Elaraki
y Beraoud (1994) demostraron que el aceite esencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume) presenta un efecto
antifingico. Morozumi (1978) demostro que el aceite esencial
de canela es altamente efectivo en el control del desarrollo
de A. flavus y A. parasiticus Speare. Rasooli y Razzaghi
(2004) reportaron la actividad fungicida e inhibitoria de la
produccion de aflatoxinas por A. parasiticus in vitro del aceite
esencial de tomillo (Thymus vulgaris L.). Patkar et al. (1994)
evitaron la contaminacion con aflatoxinas aplicando aceites
esenciales de canela y clavo (Sycygium aromaticum Merr.
and Perry) a grano de arroz (Oryza sativa L.) almacenado a
85y 90% de humedad relativa. Montes-Belmont y Carvajal
(1998) encontraron que los aceites esenciales obtenidos de
canela, hierbabuena (Mentha piperita L.), orégano, epazote
(Teloxys ambrosioides (L.) Weber, clavo y tomillo causaban
la inhibicion total del desarrollo de 4. flavus en grano de
maiz (Zea mays L.). La actividad antimicrobiana de estos
aceites esenciales se ha atribuido a la presencia de compuestos
aromaticos y grupos fenolicos como el eugenol en el aceite
esencial de canela y el carvacrol en el aceite esencial de
orégano (Farag et al., 1989). El objetivo del presente estudio
fue investigar la actividad antifingica in vitro de los aceites
esenciales de canela y orégano y su efecto inhibitorio en la
produccion de aflatoxinas en nuez pecanera almacenada en
condiciones que favorecen su deterioro.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la cepa de Aspergillus flavus 'y su cultivo. La
cepa de A. flavus productora de aflatoxinas se aislé de nuez
pecanera de la variedad Wichita, procedente del municipio
San Pedro de las Colonias, Coahuila, México.

Aceites esenciales. Los aceites esenciales de canela y orégano
con pureza no especificada, grado alimenticio, fueron
adquiridos en la Compaiiia Aceites y Esencias S.A.
Estudio in vitro de las propiedades antifiingicas de los
aceites esenciales de canela y orégano. La prueba in vitro
se realizd en placas de malta-sal-agar (MSA) con cinco
concentraciones diferentes de cada aceite esencial: 100, 250,
500, 1000 y 2000 ppm, los cuales se mezclaron en la
concentracion deseada con los medios de cultivo semisolidos
previamente esterilizados. Los medios con los tratamientos

se vertieron en cajas de Petri esterilizadas. Posteriormente,
el hongo se sembro a manera de explantes discoidales de 4
mm de diametro tomados con un sacabocado de una colonia
de siete dias de desarrollo, incubada a 25°C y se colocaron
en el centro de las cajas de Petri con los tratamientos. El
experimento se incub6 a 25°C durante once dias, y para la
evaluacion se midieron dos diametros perpendiculares de la
colonia con un Vernier y se calculé el promedio del
crecimiento. Se realizaron tres repeticiones por cada
tratamiento mas un testigo con inéculo sin tratamiento para
cada uno de los aceites y dosis probadas en este estudio.
Evaluacion del efecto fungicida y fungistatico de los
aceites esenciales. Para determinar el efecto fungicida y
fungistatico de los aceites esenciales de canela y orégano se
transfirieron los explantes discoidales de inéculo que no
presentaron crecimiento micelial en los tratamientos
probados, a medios de cultivo de MSA libres de aceites
esenciales. Estos se incubaron a 25°C durante once dias y
posteriormente se evalud 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.

Evaluacién de la inhibicién de la produccion de
aflatoxinas en nuez pecanera tratada con aceite esencial
de orégano y canela. Las almendras de nuez (4 kg) fueron
irradiadas con rayos gamma de “°Co en una dosis de 10 KG y
en un irradiador Gamma bean 651 PT, en el Instituto de
Ciencias Nucleares de la Universidad Nacional Auténoma
de México. Una vez irradiadas las nueces se tomaron muestras
de 50 g, se trataron con soluciones de cada aceite esencial
preparados en concentraciones de 100 y 2000 ppm, utilizando
Tween 80 (10%) como agente emulsificante (Velluti et al.,
2004) y se inocularon con un solo explante discoidal de una
colonia de A. flavus incubada durante siete dias.
Posteriormente se incubaron a 25°C durante 30 dias en una
humedad relativa de 85%, mantenida con una solucion
sobresaturada de cloruro de potasio. Se realizaron muestreos
a los 7, 14 y 30 dias para determinar la concentracion de
aflatoxinas.

Determinacion de la concentracion de aflatoxinas. Se
determinaron aflatoxinas totales en las muestras de nuez
siguiendo el método 991.31 de inmunoensayo de la AOAC
Internacional (1995). El método consisti6 en la extraccion
de las aflatoxinas totales con metanol al 60% a partir de 50 g
de nuez molida y su retencion en columnas de afinidad de la
marca Afla Test-P con anticuerpos monoclonales. La
cuantificacion se llevd a cabo en un fluorometro marca
VICAM serie 4, calibrado previamente con un estandar de
aflatoxinas.

Analisis estadistico. El analisis de varianza de los datos
obtenidos con la prueba de la actividad antifungica in vitro
se realizo bajo un arreglo factorial completamente al azar A
x B con tres repeticiones, donde A = aceites esenciales y B =
dosis. Los resultados de la evaluacion de la inhibicion de la
produccion de aflatoxinas en nuez pecanera tratada con aceite
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esencial de orégano y canela se analizaron también bajo un
disefio completamente aleatorizado A x B x C con tres
repeticiones, donde A = aceites esenciales, B = dosis y C =
periodo de almacenamiento. Las medias obtenidas se
sometieron a comparacion estadistica de Tukey (p < 0.05),
en el paquete Instat version 3.0 de la compaiiia Graph Pad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades antifiingicas de los aceites esenciales de
canela y orégano in vitro. Los aceites esenciales de canela y
orégano presentaron un efecto antifiingico sobre 4. flavus
(Cuadro 1). A partir de la dosis minima probada, 100 ppm,
se presentd una inhibicion del desarrollo del hongo. Este
efecto fue mayor con el aceite esencial de orégano, el cual
inhibié en un 91% el diametro de la colonia en la caja de
Petri, comparado con un 83% de inhibicion en presencia del
aceite esencial de canela. A partir de una concentracion de
250 ppm de ambos aceites esenciales, se inhibio
completamente el crecimiento de la colonia de 4. flavus. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Soliman y Badeaa
(2002) quienes encontraron que la canela inhibio
completamente el desarrollo de 4. flavus en una dosis de 500
ppm. Los tres componentes del aceite de canela que han sido
identificados como los agentes activos contra hongos son:
aldehido cindmico  (Bullerman, 1974), O-
metoxicinamaldehido (Morozumi, 1978) y eugenol (Velluti
et al.,2003). Al transferir los explantes discoidales de indculo
que no presentaron desarrollo en los medios de cultivo con
aceites esenciales a medios de MSA libres de ellos, se observo
un efecto fungistatico para los tratamientos de 250, 500 y
1000 ppm del aceite esencial de canela y en el caso del aceite

Cuadro 1. Actividad antifingica de aceites esenciales de canela
(Cinnamomum zeylanicum) y orégano (Origanum vulgare) en
diferentes concentraciones sobre el desarrollo de Aspergillus flavus.

Aceite Crecimiento de Grado de Actividad
esencial (ppm) la colonia (cm)  inhibicidén (%) antifingica

Canela

0 8.1 a*

100 140 83 Ft**

250 0d 100 Ft

500 0d 100 Ft

1000 0d 100 Ft

2000 0d 100 Fg

Orégano

0 8.1a

100 0.7¢ 91 Ft

250 0d 100 Ft

500 0d 100 Ft

1000 0d 100 Fg

2000 0d 100 Fg

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

esencial de orégano para las concentraciones de 250 y 500
ppm (Cuadro 1). La dosis minima fungicida para el aceite
esencial de orégano fue de 1000 ppm y de 2000 ppm para el
aceite esencial de canela. Estos resultados demostraron que
el aceite esencial de orégano presentd una mayor actividad
antifungica sobre el desarrollo de 4. flavus in vitro, comparado
con el aceite esencial de canela, contrario a los resultados
publicados por Nielsen y Rios (2000), quienes encontraron
que la canela mostr6é mayor actividad antifungica comparada
con el orégano.

Inhibicion de la produccion de aflatoxinas en nuez
pecanera tratada con aceite esencial de orégano y canela.
Los niveles de aflatoxinas determinados en las nueces tratadas
con los aceites esenciales a lo largo de los 30 dias que durd
el periodo de almacenamiento (Cuadro 2), se compararon
con las concentraciones determinadas en muestras de nueces
sin in6culo (testigo sin indculo) y con las de muestras de
nueces inoculadas con el hongo (testigo con indculo) sin
haberles aplicado aceites esenciales. A los siete dias de
almacenamiento de la nuez, las dosis de 100 y 2000 ppm de
los dos aceites esenciales, mantuvieron similares niveles de
aflatoxinas que los cuantificados en la muestra testigo sin
inoculo y por debajo de los niveles encontrados en el testigo
con indculo. A los 14 dias de almacenamiento, la dosis de
100 ppm del aceite esencial de orégano no present6 efecto
inhibitorio en la produccion de aflatoxinas, aunque si mantuvo
un nivel inferior al 30% del total de aflatoxinas determinadas
en la muestra del testigo con indculo. A los 30 dias de
almacenamiento, las muestras tratadas con 100 y 2000 ppm
del aceite esencial de canela y con 2000 ppm del aceite
esencial de orégano presentaron estadisticamente los mismos
niveles de aflatoxinas reportados para el testigo sin indculo.
Las muestras tratadas con 100 ppm de aceite esencial de
orégano no presentaron diferencias significativas con los

Cuadro 2. Nivel de aflatoxinas en nuez pecanera (Carya
illinoensis) inoculada con Apergillus flavus.
Nivel de Aflatoxinas (ppb)

Tratamiento Periodo de Almacenamiento
0 7 14 30
Testigo s/i* 5a** 6b 5¢ 8b
Testigo c/i S5a 97a 530 a 2175 a
Canela
100 ppm S5a 14b 9¢ 151D
2000 ppm S5a 12b 5¢ 38D
Orégano
100 ppm S5a 24 b 1751 2750 a
2000 ppm Sa 16 b 14 ¢ 161b
*s/i = sin indculo; ¢/i = con in6culo; d = dias; ppb = partes
por billon.

**[etras diferentes en la columna indican diferencias
significativas (Tukey, p < 0.05).
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niveles determinados en el testigo con inoculo para este
mismo periodo de almacenamiento. En la nuez tratada con el
aceite esencial de orégano, se observo que la concentracion
de 2000 ppm inhibié la produccion de aflatoxinas y la
concentracion de 100 ppm la incremento, esto puede deberse
a que se pierde la actividad protectora y la capacidad de
inhibicion del crecimiento del hongo, y por tanto se presenta
la produccion de aflatoxinas. Es importante sefialar que el
aceite esencial de canela fue el que presentd el mejor efecto
inhibitorio sobre la produccion de aflatoxinas en almendras
de nuez pecanera comparado con el aceite esencial de
orégano. Existen trabajos realizados por varios
investigadores, en donde se ha encontrado que el aceite
esencial de canela, ademas de presentar un efecto antifingico,
inhibe la produccion de aflatoxinas (Bullerman, 1974;
Bullerman et al., 1977; Chalfoun et al., 2004; Hitokoto et
al., 1979; Mabrouk y El-Shayeb, 1980; Sinha et al., 1993).
Es importante sefialar que la inhibicion del crecimiento de A.
flavus fue dependiente de las concentraciones empleadas en
este estudio. Existe una relacion entre el incremento de la
concentracion del aceite esencial y la inhibicion en la
produccion de aflatoxinas, por lo que se deben aumentar las
dosis de los aceites esenciales probados, asegurando niveles
de aflatoxinas permitidos para el consumo humano. Los
resultados obtenidos en este trabajo indican claramente que
los aceites esenciales son una alternativa de aplicacion
practica en la inhibicion de la produccion de aflatoxinas en
nuez almacenada. Asimismo, pueden aplicarse con seguridad
como conservadores y aditivos en algunos alimentos asi como
en granos y semillas. Estos aceites esenciales pueden ser
usados como sustitutos de fungicidas quimicos, ya que son
inocuos y biodegradables.
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