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El orégano es una de las plantas con las que cuenta el territorio mexicano y se conoce su
uso desde tiempos ancestrales como planta medicinal y como condimento de platillos
regionales. El eucalipto, por otra parte, es un arbol ampliamente propagado en territorio
nacional, con usos en la industria farmacéutica, principalmente. Finalmente, la gobernadora
es una planta originaria de las zonas semidesérticas de México y, al igual que las dos
plantas anteriores, ha sido utilizada por la poblacién por sus propiedades benéficas para la
salud. La importancia del orégano, eucalipto y gobernadora dio pie a la elaboracion de este
trabajo, que tiene como objetivo desarrollar un envase activo que permita la liberacion
controlada de agentes antifingicos contenidos en los extractos naturales para el control de
hongos causantes de enfermedades en frutos y hortalizas durante su almacenamiento.

El eucalipto (Eucalyptus) y la gobernadora (Larrea tridentata) utilizados en este
estudio se adquirieron en el mercado del Carmen en el municipio de Cuautitlan Izcalli,
Estado de México. En cuanto al orégano, se utilizd orégano mexicano (Lippia graveolens)
adquirido en la Central de Abastos de Atizapan.

Para determinar el efecto antifungico de las plantas de estudio se realizaron pruebas
in-vitro con extractos etandlicos de orégano, eucalipto y gobernadora, obtenidos a partir de
una extraccion con ultrasonido asistido, empleando las concentraciones de 2000, 3000,
4000 ppm, ademas se utilizaron aceites esenciales de orégano y eucalipto, los cuales se
obtuvieron por hidrodestilacién, utilizando las concentraciones de 2000, 4000, 6000 ppm.
Las pruebas in-vitro se llevaron a cabo evaluando el crecimiento micelial de los hogos
Botrytis cinerea, Fusarium sp. y Colletotrichum sp. A partir de los resultados obtenidos de
las pruebas in-vitro se procedié a seleccionar los extractos vegetales y la concentracion que
se emplearia para el desarrollo de un prototipo de envase activo, empleando una matriz
polimérica (gelana/alginato) como vehiculo.

Los extractos vegetales tuvieron efecto antifungico sobre los hongos propuestos,
observandose que los aceites esenciales de orégano y eucalipto inhibieron con mayor
efectividad el crecimiento micelial de los hongos. El aceite esencial de orégano inhibi6 el
100% de crecimiento micelial de Fusarium sp. y Colletotrichum sp., a una concentracién de
2000ppm, mientras que en Botrytis cinerea todas las concentraciones utilizadas (2000 y
4000 ppm) alcanzaron una inhibicién de 91%, ya que los resultados no presentaron
diferencias significativas, se selecciond la concentracion mas baja, 2000 ppm. El aceite de

eucalipto a 4000 ppm inhibié el 100% de crecimiento micelial en Botrytis cinerea, a una



concentracion de 6000 ppm se inhibié el 96% en Fusarium sp. y 95% en Colletotrichum sp.,
por lo tanto se utilizaron estas concentraciones para el desarrollo del prototipo de envase
activo.

Al prototipo de envase activo se le realizaron nuevamente pruebas in-vitro, los
extractos naturales utilizados fueron, aceite esencial de orégano y eucalipto, evaluando la
liberacion de los compuestos fendlicos responsables de la inhibicién del crecimiento fungico
durante 10 dias sobre los mismos hongos patdégenos. Los resultados mostraron al aceite
esencial de orégano encapsulado en esta matriz polimérica como el maximo inhibidor de
los tres hongos, inhibiendo al 100% a Botrytis cinerea, Colletotrichum sp. y Fusarium sp.

Para determinar la liberacion de los compuestos fendlicos presentes en la matriz
polimérica, se realiz6 una cinética de degradacién, con la que se establecid el tiempo
aproximado de efectividad del prototipo de envase. De acuerdo a los resultados de la
cinética de degradacion, la matriz polimérica presenta una menor liberacion de compuestos
fendlicos durante los primeros dias del estudio, dando como resultado una liberacion
controlada, manteniendo activos por mas tiempo estos compuestos y reduciendo el
crecimiento de los hongos de manera constante durante todo el estudio.

Se concluyd que el aceite esencial de orégano es la mejor opcion para el desarrollo

de un envase activo utilizando la matriz polimérica de gelana/alginato.



En la industria alimentaria, el deterioro de los productos alimenticios, incluido el que es por
microorganismos, es una importante preocupacion (Padgett et al.,, 1998). El deterioro
microbiologico de los alimentos se debe a la proliferacion de microorganismos que
estropean la comida o lo hace no apto para el consumo (Quintavalla y Vicini, 2002). Estos
microorganismos pueden ser bacterias, levaduras y mohos resultando una calidad
degradada, vida util acortada y cambios en la microflora que pueden inducir a problemas
con patogenos, provocando problemas de seguridad alimentaria y grandes enfermedades
transmitidas por los alimentos (Rupika, 2010). En los ultimos afios, un aumento de la
demanda de los consumidores de productos frescos seguros ha llevado al desarrollo de
nuevas técnicas de preservacion.

La tecnologia de envases activos, puede proporcionar productos alimenticios
seguros, extendiendo su vida util (Vermeiren et al., 2002). El término envase activo hace
referencia a la incorporacion de ciertos aditivos al material de envase, manteniendo su
calidad, seguridad y propiedades sensoriales sin agregar directamente agentes activos en
el productos (Camo y Roncales, 2008). Las funciones activas pueden incluir la
compactacion de oxigeno, la humedad o etileno, emision de etanol y sabores y actividad
antimicrobiana (Quintavalla y Vicini, 2002).

El envasado antimicrobiano de alimentos actua para reducir, inhibir o retardar el
crecimiento de microorganismos que pueden estar presentes en el alimento envasado o
material de embalaje en si (Appendini y Hotchkiss, 2002). Los agentes antimicrobianos
(principalmente sintéticos) son comunmente incorporados directamente en la comida. Sin
embargo, en los ultimos afos, los agentes antimicrobianos naturales han atraido mucho la
atencion en las industrias de alimentos y envasado como un reemplazo para los sintéticos
en la conservacién de alimentos (Kuorwel et al., 2011).

Especias y extractos a base de hierbas se sabe que contienen una amplia gama de
compuestos capaces de exhibir actividad antimicrobiana. Estos compuestos se producen
como metabolitos secundarios asociados con el aceite esencial, fraccion volatil de estas
plantas, y forman parte de mezclas variables, principalmente terpenoides y una variedad de
ésteres, aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes (Meyer et al., 2002).

El orégano es una hierba culinaria popular que contiene aceite esencial que esta
altamente enriquecidos con terpenoides, particularmente fenoles monoterpenoides

(carvacrol), que se ha reportado que poseen numerosas propiedades funcionales. Atribuido



a las propiedades y a los componentes de los aceites esenciales, el orégano ademas de
proporcionar sabor y capacidades conservantes a los alimentos también demuestra
beneficios potenciales para la salud, actividad antioxidante y efectos antimicrobianos
(Kuorwel et al., 2011). Sin embargo, la evidencia cientifica sobre los efectos conservadores
del orégano se documento recientemente, en donde se informo que se trata de uno de los
mejores candidatos de amplio espectro para la inhibicién de patégenos transmitidos por los
alimentos y los organismos de descomposicion (Suhr y Nielsen 2003).

El eucalipto por otra parte es un arbol alto de hoja perenne, nativo de Australia
pertenece al género de la familia Myrtaceae, Algunos aceites esenciales de eucalipto se
utilizan con fines medicinales y farmacéuticos y algunos extractos presentan diversos
efectos bioldgicos, tales como antibacterianos, antifungicos y actividades antioxidantes,
especialmente E. citriodora que se ha demostrado tener un amplio espectro de actividad
antifungica (Tyagi y Malik, 2011).

Los aceites esenciales en fase liquida tienen una alta eficiencia contra
microorganismos causantes del deterioro de alimentos, pero este efecto soélo se logra con
mayor concentracion de aceites esenciales. Este hecho puede implicar un impacto
organoléptico, causada por alterar el sabor natural de los alimentos por la superacién de
los umbrales de sabor aceptables. Para reducir el efecto sensorial, uno de los enfoques
alternativos puede ser el uso de aceite esencial en la fase de vapor. El aceite esencial en
fase de vapor puede ser muy eficaz contra los patégenos transmitidos por los alimentos y
bacterias de descomposicion a concentraciones relativamente bajas que la fase liquida, lo
que provoca un efecto minimo sobre las propiedades organolépticas (Tyagi y Malik, 2011).
Por lo tanto, la evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los extractos de plantas
en fase vapor abriria una dimension nueva con inmensas aplicaciones potenciales en
alimentos.

Los materiales de envase que incorporen en ellos el agente antimicrobiano como una
barrera protectora adicional se estan convirtiendo en el método preferido de conservacion,
pues combina propiedades de barrera con la funcién activa, lo que extiende la vida util y
reduce el riesgo de patdgenos transmitidos por los alimentos. Por lo que el objetivo del
trabajo fue desarrollar un envase activo que permita la liberacion controlada de los agentes
antifungicos contenidos en extractos naturales para el control de hongos causantes de

enfermedades en frutos y hortalizas durante su almacenamiento.



ANTECEDENTES




El envasado se ha convertido en un elemento esencial en las sociedades desarrolladas
actuales (Lopez-Rubio et al., 2004), en México se estima que el 55% de la demanda de
envases corresponde al sector de alimentos y bebidas, de acuerdo con la AMEE
(Asociacion Mexicana de Envase y Embalaje). El valor de la produccion de la industria del
envase y embalaje ascendio a 12 mil 773. 3 millones de ddlares en 2012, lo que significa
un aumento del 15% con relacion a 2011 (Arenaza, 2013). En particular, el envasado de
alimentos ha experimentado una extraordinaria expansion, porque los alimentos que mas
se comercializan, incluyendo frutas y verduras frescas, se comercializan ya envasados
(Lopez-Rubio et al., 2004).

El envase es todo producto fabricado con materiales de cualquier naturaleza y que se
utilice para contener, proteger, manipular, distribuir y presentar mercancias, desde materias
primas hasta articulos acabados, en cualquier fase de la cadena de fabricacion, distribucion
y consumo, se le conoce también como empaque primario, el cual facilita la distribucion y
almacenamiento de alimentos, satisfaciendo las necesidades del consumidor para su
conveniencia y seguridad. Las funciones primordiales del envase son (Brown, 1992, Coles
et al., 2004):

- Contiene: el envase, principalmente contiene el producto. Dependiendo de los
productos, los envases tendran tamanos y formas diferentes.

- Proteccion: el envase protege el producto y evita que sufra dafios mecanicos durante
su almacenamiento, distribucion, etc.

- Conservacion: el envase inhibe o evita los cambios quimicos, bioquimicos o
microbioldgicos.

- Conveniencia: los envases ayudan a manejar mejor los productos.

- Presentacion: los envases se pueden presentar en diferentes colores, formas, etc., muy
atractivos.

- Publicidad de marca: en el envase se pueden poner anagramas, colores, ilustraciones,
simbolos, etc. Tipicos de una marca que ayudan a identificarla.

- Promocién: para aumentar las ventas, se puede regalar un producto por “tantos”
comprados, se puede promocionar un producto nuevo, se puede hacer un descuento,

dar mas producto por el mismo precio, etc.



- Economia: con el envasado se aumenta la eficacia en la distribucion, produccion y
almacenamiento.
- Responsabilidad ambiental: hay que fabricar, utilizar, reciclar y/o eliminar los envases

de la mejor forma posible para preservar el medio ambiente.

El mundo del envasado esta en constante cambio con la introducciéon de nuevos envases,
tecnolégicas y procesos. De esta forma se trata de mejorar la calidad del producto, la
productividad, el medio ambiente y los beneficios de las empresas. Los materiales
comunmente utilizados en el envasado de alimentos son vidrio, hojalata, aluminio, papel,

cartén y plasticos (Coles et al., 2004).

Tradicionalmente, los envases de alimentos se han definido como barreras pasivas para
retrasar los efectos adversos del ambiente sobre el producto contenido. Sin embargo, las
tendencias actuales incluyen el desarrollo de materiales de embalaje, que interactuan con
el medio ambiente y con la comida, y juegan un papel activo en la preservacion (Lopez-
Rubio et al., 2004).

El envasado de alimentos es muy diferente de los envases de productos duraderos
debido a la naturaleza perecedera y heterogénea de los alimentos. Ademas, los aspectos
de seguridad deben tenerse en cuenta, ya que la mayoria de los alimentos tienen una vida
util relativamente corta (Rupika, 2010). Durante las ultimas décadas se ha producido un
gran desarrollo tecnoldgico en el envasado de los alimentos para intentar satisfacer las
demandas de los consumidores en cuando a métodos mas naturales de conservacion y a
formas de control de envaso y almacenamiento para asegurar la calidad y seguridad de
alimentos (Fernandez, 2000). Ademas, los cambios en las practicas comerciales, como la
globalizacién de los mercados, dando como resultado distancias de distribucién mas largos
(Lépez-Rubio et al., 2004), o el modo de vida de los consumidores (lo que resulta menos
tiempo en la compra de alimentos frescos en el mercado y la cocina), esto presenta grandes
retos de la industria de envasado de alimentos y actia como motor para el desarrollo de
nuevas y mejoras conceptos de envase que extiendan la vida util, manteniendo el control
de la seguridad y calidad de los alimentos (Dainelli et al., 2008).

Los envases activos y envases inteligentes son las principales areas en donde la
mayor parte de las ideas innovadoras recientes se han aplicado para satisfacer las

necesidades de ampliar y redefinir la funcion del envasado de alimentos (Lee et al., 2008).



Los envases inteligentes estan por encima de la funcion comunicacion en el modelo
que se propone en la Figura 1, proveen de mayor comunicacion y los envases activos
proveen de protecciéon reforzada. Por lo tanto, en el sistema total de envases, el envase
inteligente tiene un componente responsable de detectar el medio ambiente y transformar
esa informacién, y envase activo tiene el componente responsable para tomar alguna
accién para proteger el producto alimenticio (Lee et al., 2008). Con estas técnicas se
pretende que el envase desempenfie alguna otra funcion, ademas de constituir una simple
barrera fisica en el producto y su entorno, aprovechando la posible interaccion entre el
envase y el alimento en beneficio de la mejora de su calidad y aceptabilidad (Fernandez,
2000).
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Fuente: Lee et al. (2008).

Un envase activo es un concepto innovador que ha sido introducido como respuesta a los
continuos cambios actuales, la demanda del consumidor y las tendencias del mercado
(Quintavalla y Vicini, 2002). Se han definido como un modo de envase, en el cual éste, el
producto y el ambiente interactuan para prolongar la vida de anaquel y aumenta la
seguridad y las propiedades sensoriales, mientras mantiene la calidad del producto
(Suppakul et al., 2003). El termino envase activo hace referencia a la incorporacion de
ciertos aditivos al material de envase o en el envase (Coles et al., 2004), sin agregar
directamente agentes activos en el producto (Camo y Roncales, 2008). La adicion directa

de conservadores o aditivos sobre el alimento tiene un serie de inconvenientes, tales como,



una concentracién inicial elevada de este aditivo, una rapida perdida de actividad, la
posibilidad de que dicha sustancia tenga una efecto contrario al deseado (Quintavalla y
Vicini, 2002) y las propiedades del aditivo sean neutralizadas en reacciones y/o
interacciones con el complejo sistema alimenticio. Ademas el aditivo adicionado
directamente no puede actuar selectivamente en la superficie del alimento donde las
reacciones de deterioro ocurren frecuentemente. El envase activo es un método alternativo
para evitar estas limitaciones mediante liberacion controlada del compuesto activo a una
velocidad apropiada (Gemili y Altunkana, 2009). Si un agente activo se pude liberar del
envase durante cierto periodo, la actividad también puede extenderse durante el transporte,

almacenamiento y distribucién del alimento (Quintavalla y Vicini, 2002).

Es evidente que las investigaciones acerca del desarrollo de mejores materiales se
concentran en el desarrollo de materiales inteligentes y activos, por otro lado también se
esta investigado la mejor manera de producirlo a bajo costo y de manera generalizada para
que su aplicacion en el mercado llegue a corto plazo. Este desarrollo de materiales
inteligentes es una realidad, sin embargo solo se pueden encontrar en el mercado en
algunos paises de Europa, en Japoén y en Estados Unidos (Hispack, 2012).

Las normas que emite la Comunidad Europea se encuentran a la vanguardia, como
resultado de la necesidad de generar estandares que regulen el desarrollo de nuevos
materiales y métodos de envasado que demanda los nuevos productos de envase, ya que
son las Unicas que contemplan en sus lineamientos aspectos como envases activos e
inteligentes, materiales compostables, etiquetados que brinden informacién adecuada, asi
como los lineamientos para los materiales que tienen contacto con los productos
alimenticios (Rubio, 2013).

Marco regulatorio (Elika, 2012).
- Reglamento (CE) 1935/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo sobre los

materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos, contempla por
primera vez, los envases activos e inteligentes.

- Reglamento (CE) 450/2009 de la Comision sobre materiales y objetos activos e

inteligentes destinados a entrar en contacto con alimentos.

- Reglamento (UE) 10/2011 de la Comision sobre materiales y objetos plasticos

destinados a entrar en contacto con los alimentos.



En el envase activo, el componente activo del envase puede ser parte del material de
envasado o algun material ajeno incluido en él. De este modo podemos hablar de varias
posibilidades (Fernandez, 2000).

El método “clasico”, es el mas desarrollado hasta el momento, pues se utilizan sobres
o bolsitas que contienen el producto activo y se introducen en el interior del envase. Estos
sobres deben estar constituidos de un material permeable para permitir la actividad del
compuesto activo pero a su vez deben impedir el contacto del mismo con el alimento.
Deben, ademas, ser muy resistentes para evitar roturas y tienen que ir convenientemente
etiquetados para evitar accidentes por ingestion de su contenido (Fernandez, 2000). Tres
formas de envasado activo han predominado con este método, los absorbedores de
oxigeno, absorbedores de humedad y los generadores de vapor de etanol. Usados
principalmente en aplicaciones de envase para panaderia, pastas, carnes y aves (Rupika,
2010).

En otros casos, los compuestos activos se incorporan a las peliculas de envases, o
se utiliza un revestimiento con el aditivo en la superficie de la pelicula de envasado.
Recubrimientos en forma de ceras comestibles, envolturas y cubiertas que contienen los
aditivos, aplicados sobre la superficie interior del material de envasado (Rupika, 2010). Esta
técnica tiene la ventaja de que el componente esta en contacto con el producto en toda la

superficie y no, como en el caso de los sobres, con un area restringida (Fernandez, 2000).

Los sistemas activos se pueden clasificar en absorbedores y emisores. Los absorbedores
eliminan sustancias no deseadas como oxigeno, exceso de agua, etileno, diéxido de
carbono, olores, sabores y otros componentes especificos de los alimentos. Los emisores
aportan activamente al alimento envasado sustancias como dioxido de carbono, agua,
antioxidantes o conservadores (AIMPLAS, 2014).

Algunos componentes presentes en el espacio cabeza en los alimentos como el oxigeno,
humedad y etileno, a menudo causan reacciones indeseables o dan cambios
desagradables en la calidad de los alimentos. Estos componentes pueden existir desde que
se empaca el alimento en la produccién, puede ser producido por actividades fisioldgicas

del alimento o penetrar al envase. La respuesta activa de los dispositivos es remover estos



componentes para poder mejorar la estabilidad del almacenamiento de los alimentos y del

envase (Lee et al., 2008). En la Tabla 1, se muestran los sistemas de envasado activo de

absorbentes con tipos de materiales, sus principios de funcionamiento y aplicaciones.

Tipo de funcién activa

Absorbedor de oxigeno

Absorbedor de humedad
g

W/
~
ﬁ .

Absorbedor de diéxido
de carbono

Material

Fierro
reducido; acido
ascorbico;
sulfato;
oxidasas

Gel de silice;
poliacrilato;
Ca0;
propilenglicol;
azucar; sales
inorganicas

Ca(OH)z;
Naz2COg;
zeolita; gel de
silice.

KMnOs4 en
oxido de
aluminio o gel
de silice; SiO;
zaolita; carbén
activado

Principio de

funcionamiento

Reaccioén de
oxidacion de Fe,
acido ascorbico,

sulfatos; catalisis

enzimatica de
oxidacién de
glucosa o etanol

Adsorciéon de
humedad;
reaccion de
hidratacion.

Reaccion
quimica con el
COz2; adsorcion

fisica

Oxidacion de
etileno a acido
acético y
alcohol;

adsorcion fisica.

Fuente: Lee et al. (2008).

Efecto deseado
y aplicaciones

Reduccién o prevencién de
crecimiento microbiano aerobio
en panaderia; prevencion y
reduccion del deterioro de la
calidad por oxidacion de
grasas y productos secos.

Retencion de bajo contenido
de humedad lo que conduce a
una textura crujiente y una
minima pérdida de calidad de
los productos secos; la
eliminacién del exceso de agua
que la superficie produce en la
carne recién cortada.

Prevencion del abultamiento
del envase o combustion
causado por el CO2
proveniente de la fermentacion
de acido lactico.

Retarda la madurez y
senescencia de productos
frescos.
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Algunos gases son producidos o liberados dentro del envase causando efectos
desagradables en la estructura del envase o en la calidad del alimento. Para un envase
liberador de oxigeno, el didéxido de carbono a menudo se produce en proporcion a la
absorcion del oxigeno para prevenir el colapso del envase. Antimicrobianos y antioxidantes
son incorporados en el material de envase para ser liberados a velocidad controlada en
contacto directo o indirecto con el alimento. El efecto deseado seria mejorar la estabilidad
de almacenamiento y extender la vida util. Varios conceptos y aplicaciones en el sistema

de la liberacion en el envasado activo se describen a continuacién en la Tabla 2 (Lee et al.,

2008).

Tipo de funcion
activa

Liberador de
dioxido de
carbono

Envases
antimicrobianos

Liberador de
antioxidantes

Material

FeCO3; NaHCOg;
Na.COs3; acido
ascorbico

Antimicrobianos
incorporados o
encapsulados en
el material de
envase; superficie
interna del envase

Antioxidantes
(BHA, BHT,
tocoferol)
incorporados en
los materiales del
envase

Principio de
funcionamiento

Reaccion de hidrolisis
de FeCOg3; reaccion de
NaHCOs; 0 Na;COscon
acidos organicos;
oxidacion de acido
ascorbico

Liberacién de agente
antimicrobiano sobre la
superficie del alimento
en contacto; supresion

del crecimiento
microbiano sin
migracion; liberacion
de vapor de etanol en
el espacio cabeza de
los envases

Liberacion de
antioxidantes o
consumidores de
oxigeno

Fuente: Lee et al. (2008).

Efecto deseado
y aplicaciones
Inhibicion y
reduccioén del
crecimiento de
bacterias Gram
negativas y mohos
en productos
preparados;
prevencion de
colapsos en envases

Inhibicién del
crecimiento
microbiano

Retardan los
cambios oxidativos y
proteccion del
polimero
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El deterioro de los productos alimenticios se debe tanto biolégica y quimicamente. El
deterioro biolégico de los alimentos se debe a la proliferacidon de microorganismos que
estropean la comida o lo hace no apto para el consumo (Quintavalla y Vicini, 2002). El
crecimiento microbiano puede reducir significativamente la seguridad de los alimentos y
dafar la calidad. El deterioro microbiano es debido a bacterias, levaduras y mohos
resultando una calidad degradada, vida util acortada y cambios en la microflora que pueden

inducir a problemas con patégenos (Rupika, 2010).

La contaminacién de los alimentos por microorganismos patdégenos puede provocar graves
problemas de seguridad alimentaria y graves enfermedades transmitidas por los alimentos
(Rupika, 2010). Ademas, en la agricultura mundial los hongos patégenos son causantes de
enfermedades de pre y pos cosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo
éstos responsables de pérdidas econdmicas cuantiosas; el dafio que ocasionan no solo se
refiere a las pérdidas de produccién econdmica, sino también a las perdidas en la
produccién biologica, es decir, a la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de
las plantas hospedantes atacadas por estos microrganismos (Juarez-Becerra et al., 2010).

Los patdégenos mas importantes que causan elevadas pérdidas de frutas y hortalizas
son normalmente las bacterias y hongos, sin embargo, con mayor frecuencia son especies
de hongos las causantes del deterioro patolégico de frutas, hojas, tallos y productos
subterraneos (raices, tubérculos, cormos, etc.). Algunas fuentes estiman que dichas
pérdidas son del orden de 5-25% en paises desarrollados y 20-50% en paises en desarrollo.
Una amplia gama de hongos han sido caracterizados como causantes del deterioro
patolégico en una variedad de productos, siendo los mas comunes especies de Alternaria,
Botrytis, Diplodia, Monilinia, Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium,

Rhizopus y Mucor (Juarez-Becerra et al., 2010).

Botrytis cinerea y otros tipos de Botrytis son patdégenos importantes en hortalizas, cultivos
de huerta almacenados y transportados, plantas de vivero, ornamentales, etc. Un esfuerzo

considerable se invierte en la proteccion de la produccién agricola contra Botrytis antes y
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después de la cosecha, dando como consecuencia un tamafio de mercado de productos
anti-Botrytis de 15-20 millones de ddlares en los ultimos afios (Holz et al., 2008)

Este hongo es uno de los agentes causales comun de moho gris en productos
agricolas, la cual se ve particularmente afectada por este hongo que ataca el producto en
pre y post-cosecha bajo una amplia gama de condiciones ambientales y sobre una gran
area geografica. La infeccion, causada durante condiciones posteriores a la cosecha
disminuye la vida util y afecta negativamente el valor del mercado de estos productos
(Tripathi et al., 2008).

La “antracnosis”, también conocida como “‘quema” o “chasparria”, es una enfermedad
generalista muy comun en las regiones tropicales, de gran importancia en viveros, cultivos
agricolas y plantaciones arbéreas. El género mas comun de los hongos que causan la
antracnosis es Colletotrichum (Arguedas-Gamboa y Cots-lbiza, 2012). El hongo
Colletotrichum es uno de los géneros patdgenos de plantas mas importantes y de mayor
distribucion en el mundo ya que ataca especialmente cultivos de regiones tropicales y
subtropicales (Pérez et al., 2003).

Los hospedantes de este hongo incluyen una gran diversidad de cultivos anuales
como leguminosas (frijol, soya, chicharo) gramineas (maiz y sorgo), solanaceas (tomate
chile y papa) cucurbitaceas (meldn, sandia y pepino) y rosaceas (fresa). Asi mismo se ha
reportado un gran numero de cultivos perenes como aguacate, platano, citricos, café,
mango, papaya, pasiflora, guayaba, guanabana, cacao, hule, manzana, durazno y
almendro (Nufiez, 2012).

Esta enfermedad es una de las enfermedades de mayor importancia en los cultivos y
es la responsable de la reduccion del 10 al 80% a nivel comercial, afectando el rendimiento
y produccion de los cultivos, de paises en desarrollo, como Tailandia, Pakistan, Turquia y
México (Intra et al., 2011).

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribuciéon en el mundo y una gran
importancia desde el punto de vista agricola y econdmico. Su ocurrencia es cosmopolita y
las diversas especies son comunes en el suelo, en el aire y en el agua. Muchas especies
del género Fusarium tienen una gran capacidad de ocasionar enfermedades en distintos

tipos de plantas cultivadas (Arbelaez, 2000).
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Las enfermedades de las plantas causadas por especies del género Fusarium
consisten en marchitamientos vasculares, manchas y afublos de las hojas, pudricion de
raices y de tallos, pudricién de frutos, granos y semillas (Arbelaez, 2000).

En México, el marchitamiento o secadera es después de la virosis, la enfermedad de
mayor importancia. La cual puede ocasionar la perdida de la cosecha hasta un 100% en las
areas productoras. La presencia de esta enfermedad en nuestro pais, ha sido reportada en
Sinaloa, San Luis Potosi, Baja California y Michoacan (Castillo, 2011).

Métodos tradicionales de conservacién de los alimentos con efecto en el crecimiento
microbiano incluyen, tratamientos térmicos, secado, congelacioén, refrigeracion, irradiacion,
envase en atmoésfera modificada y adicion de agentes antimicrobianos o sales.
Desafortunadamente, algunas de estas técnicas no pueden aplicarse a productos
alimenticios como la carne fresca o productos listos para comer (Quintavalla y Vicini, 2002).
Y, en el caso de los agentes antimicrobianos (principalmente sintéticos), el método tiene
muchas desventajas: i) Los consumidores prefieren los alimentos sin aditivos sintéticos
debido a las preocupaciones sobre los efectos secundarios, ii) el deterioro de los alimentos
se produce principalmente en la superficie, la incorporacion de cantidades relativamente
grandes de los agentes en la mayor parte de la comida no se justifica, iii) algunos de los
agentes sintéticos poseen un sabor distinto al sabor de los alimentos, y iv) los aditivos
sintéticos tienen que ser declarados en el envase (Kuorwel et al., 2011).

Los envases activos antimicrobianos son prometedores principalmente para
productos carnicos y minimamente procesados, donde la contaminaciéon microbiana ocurre
principalmente en la superficie, debido al manejo post-proceso. Este envasado
antimicrobiano de alimentos actua para reducir, inhibir o retardar el crecimiento de
microorganismos que pueden estar presentes en el alimento envasado o material de
embalaje en si. Este envase puede tomar varias formas, incluyendo (Appendini y Hotchkiss,
2002):

i.  Adicion de bolsitas/almohadillas que contiene el agente antimicrobiano volatil dentro
del envase.

ii. Incorporacion de agentes microbianos volatiles y no volatiles directamente en
polimeros.

iii. Revestimiento en la superficie de los polimeros.

iv.  La inmovilizaciéon de los antimicrobianos en los polimeros por iones o enlaces
covalente.

v. Eluso de polimeros que son inherentemente antimicrobianos.
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La Tabla 3 enumera una serie de sustancias que se pueden utilizar en los envases para

impartir propiedades antimicrobianas. Tales sustancias se pueden utilizar en las peliculas,

contenedores y utensilios (Suppakul et al., 2003).

Clase
Acido anhidrido
Alcohol

Aminas
Compuestos de amonio
Antibiéticos
Péptidos antimicrobiales
Antioxidantes fendlicos
Bacteriocina

Quelante
Enzima

Acido graso
Ester de acido graso
Fungicida
Acido inorganico
Metal
Varios
Fenol natural
Oligosacaridos

Acidos organicos

Parabeno

Compuestos de plantas
volatiles

Polisacaridos

Ejemplos
Anhidrido benzoico
Anhidrido sérbico
Etanol
Hexametilentetramina (HMT)
Sal de amonio cuaternario de silicona
Natamicina
Cecropina
Defensina
Hidroxianisol butilado (BHA)
Hidroxitolueno butilado (BHT)
Lacticina, Nisina
Citrato
Conalbumina
Etanol oxidasa
Lisozima
Acido ladrico
Acido palmitoleico
Monolaurina (lauricidin®)
Didxido de sulfuro
Benomil
Acido fosférico
Cobre
Plata
Reuterina
p-Cresol
Hidroguinonas
Quito-oligosacaridos
Acido acético
Acido citrico
Etil parabeno
Metil parabeno
Carvacrol
Cineol
Quitosan
Glucomanano Konjac

Fuente: Suppakul et al. (2003).
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Los materiales antimicrobianos se han conocido durante muchos afios. Sin embargo,
los envases antimicrobianos han tenido relativamente poco éxito comercial, excepto en

Japén (Suppakul et al., 2003). La Tabla 4 resume algunos de los sistemas antimicrobianos

comerciales.
Formato Nombre comercial Fabricante
AglONRM AgION Technglogles LL,C (EE. UU)
. Sangi Co. (Japén)
Apacider-A®
MicroEreeRM DuPont (EE. UU)
) Microban Products (EE. UU)
Microban® .
Milliken Co. (EE. UU)
Concentrado Novaron® - ) .
" Sanitized AG / Clariant (Suiza)
Sanitized® .
) Surfacine Development Co. (EE.UU)
Surfacine® :
Thonson Research Associates
Ultra-Fresh®
Zeomic® (Canada)
Shinanen New Ceramics Co. (Japén)
CitrexRM (Semillas de Quimica Natural Brasileira Ltd.
toronja) (Brasil)
Extracto Nisaplin® (Nisina) Integrated Ingredients (EE.UU)
Take Guard (Bambu) Takex Co. (Japon)
WasaOuro® (Moztaza) Green Cross Co. (Japon)
Pelicula MicroGard®™ Rhone-Poulenc (EE.UU)
Piatech Daikoku Kasei Co. (Japdn)

Fuente: Suppakul et al. (2003)

El interés mostrado en los ultimos anos en reconocer la importancia de los hongos
fitopatégenos y la dificultad para lograr un buen control de los mismos, asi como el aumento
en la resistencia a los antifungicos, ha incrementado la investigacion de alternativas

basadas en productos naturales (Barrera-Necha y Garcia-Barrera, 2008).

En los ultimos afios, los agentes antimicrobianos naturales han atraido mucho la atencion
en las industrias de alimentos y envasado como un reemplazo para los sintéticos en la
conservacion de alimentos (Kuorwel et al., 2011), el creciente interés por el uso de extractos
naturales antimicrobianos que puedan sustituir los aditivos sintéticos en los alimentos,
resulta una alternativa prometedora para la prevencion y tratamiento de enfermedades

producidas por compuestos sintéticos (Acevedo et al., 2013).
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Los agentes antimicrobianos naturales se clasifican por sus fuentes en: agentes
antimicrobianos liberados por los aceites esenciales de plantas (por ejemplo, la albahaca,
el tomillo, el orégano, entre otros); fuentes animales (por ejemplo, la lisozima, lactoferrina);
fuentes microbianas (nisina, natamicina), y polimeros de origen natural (quitosano)
(Kuorwel et al., 2011).

Hoy en dia, alrededor de 3,000 aceites esenciales se han producido mediante el uso
de al menos 2,000 especies de plantas, de los cuales 300 son importantes desde el punto
de vista comercial. 40,000-60,000 toneladas por afno de produccién con valor de mercado
estimado de 700 millones de ddlares, indican que la produccion y el consumo de aceites
esenciales esta aumentando en todo el mundo (Djilani y Dicko, 2012).

El uso de los aceites esenciales en los sistemas tradicionales de la medicina ha sido
practicado desde la antigiedad en la historia humana, poseen diversas aplicaciones,
principalmente en materia de salud, agricultura, industria cosmética y alimentaria. Los
investigadores de todo el mundo estan tratando de caracterizar una gama de propiedades
biologicas de los aceites esenciales, que incluyen propiedades antimicrobianas, antivirales,
antimutagénicas, anticancerigenas, antioxidantes, antiinflamatorias y actividades
antiprotozoarios (Bakkali et al., 2008) y la mayoria de ellos estan clasificados como GRAS
por las siglas en inglés <<Generally Recognized As Safe>> (Lambert et al., 2001). Estos
son mezclas complejas de liquidos que presentan alta volatilidad, evaporandose al contacto
con el aire (Avecedo et al., 2013) y por lo general poseen olores relativamente fuertes
(Kuorwel et al., 2011). Son obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas como flores,
yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, frutos y raices (Burt, 2007) y se consideran
producto del metabolismo secundario de las plantas al igual que algunos alcaloides,
flavonoides, taninos, y saponinas (Avecedo et al., 2013).

La extraccidn de estos se realiza por métodos convencionales como la destilacion con
arrastre de vapor y el uso de solventes organicos, aunque actualmente se utiliza la
extraccion supercritica con didxido de carbono como solvente, de acuerdo con las
propiedades de este gas, su uso facilita la separacion de los productos extraidos (Avecedo
et al, 2013). En ambos casos, debe tenerse especial cuidado en su manejo y
almacenamiento dado que los aceites esenciales son liquidos viscosos, altamente volatiles
y sensibles a altas temperaturas (Reyes-Jurado et al., 2012).

La composicién de los aceites esenciales varia de acuerdo a las diferentes partes de
la planta de las cuales se extrae (Burt, 2004), y puesto que los compuestos volatiles son los

que presentan el efecto antimicrobiano, la determinacién de su composicién es importante;
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para ello, diversos investigadores emplean cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas (Reyes-Jurado et al., 2012).

Se ha demostrado que los principales componentes volatiles de estos aceites derivan de
un grupo de terpenoides, sesquiterpenos y posiblemente diterpenos, los cuales a su vez
contienen diferentes grupos de hidrocarburos, acidos, alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres
y cetonas (Reyes- Jurado et al., 2012), sustancias azufradas y nitrogenadas (Avecedo et
al., 2013). Por lo tanto, de acuerdo al grupo quimico funcional de cada aceite esencial, se
derivan sus componentes principales. En la Tabla 5 se pueden apreciar algunos de los
diferentes componentes dependiendo del grupo quimico funcional al que pertenecen
(Reyes- Jurado et al., 2012).

Grupo quimico funcional Componentes
Fenoles Carvacrol, eugenol, timol
, Citral, citronela, benzaldehido
Aldehidos o , . P
perilaldehido, cinamaldehido
Bomeol, mentol, geraniol, linalol,
Alcoholes ol 9 ’
feniletanol
Alcoholes
. Fernecol, cedrol
sesquiterpenos
Cetonas Alcanfor, carvona, a-tujona
c Acetato de linalilo, salicilato de metilo,
Esteres .
etil acetato, anetol
Esteres y 6xidos Metil timol, cineol
Hidrocarburos Careno, B-cariofileno, a-pineno, limoneno

Fuente: Reyes-Jurado (2012).

Se ha reportado que los componentes mayoritarios pueden alcanzar hasta un 85%
de la composicion total del aceite esencial, por lo tanto se les atribuye el efecto
antimicrobiano en gran parte, mientras que los demas pueden estar presentes en trazas
(Burt, 2004), lo cual puede observarse en la Tabla 6, asi como las férmulas estructurales
de algunos componentes antibacterianos que se presentan en la Figura 2. El valor
econdmico de los aceites esenciales y su aplicacion a nivel industrial estan directamente

relacionados con su composicién quimica y con la actividad biolégica (Avecedo et al., 2013).
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Nombre comun del
aceite esencial

Canela

Orégano

Romero

Clavo

Tomillo

Fuente: Burt (2004)

A

Componente
mayoritario
Trans-
cinnamaldeido
Carvacrol
Timol
Y -terpineno
p-cimeno
a-pineno
1-8 cineol
Alcanfor
Eugenol
Eugenyl acetato
Timol
Carvacrol
Y -terpineno
p-cimeno

I
o] O- ~F
N

— 7
Q_/f
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65
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64
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3-89
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2-31
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p- cimeno Limoneno y- terpineno Carvona

Fuente: Burt (2004).
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Los componentes fenodlicos son los principales responsables de las propiedades
antibacterianas de los aceites esenciales (Burt, 2004). Sin embargo, hay pruebas de que
los aceites esenciales ejercen una eficacia antimicrobiana mas fuerte que se puede atribuir
a los efectos aditivos de sus principales componentes antimicrobianos (Burt y Reinders,
2003; Friedman et al., 2004.). Por ejemplo, el 96% de la inhibicion del crecimiento de Ps.
aeruginosa se observé con el aceite esencial de orégano, el cual se le puede atribuir al
efecto aditivo de timol y carvacrol, con el 4% restante atribuido a los otros componentes
(Lambert et al., 2001). Por lo tanto, hay una posibilidad de que los componentes menores
poseen algun poder antimicrobiano (Burt y Reinders, 2003; Cosentino et al., 1999; Friedman
et al., 2004).

Se puede resumir que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende
principalmente de tres caracteristicas: su caracter hidrofilo o hidréfobo, sus componentes
quimicos y el tipo de organismo que debe atacar (Solérzano-Santos y Miranda-Novales,
2012).

El modo de accién de los aceites esenciales en cuestion a su caracter (hidréfilo o
hidréfobo) se debe a la capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared
celular, perturbando estructuras celulares, lo que lleva a la desnaturalizacion de las
proteinas y a la destruccion de la membrana celular, haciéndolas mas permeables, lo que
conduce a rupturas o fugas citoplasmicas, lisis celular y eventualmente la muerte. Respecto
a sus componentes. Ellos también pueden actuar como agentes que interfieren con la
translocacion de protones y fosforilizacion del ATP (Fisher y Phillips, 2008; Kalemba y
Kunicka 2003).

Delanquis et al. (2002) mencionan que los componentes fendlicos son los principales
responsables de las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales. En el mismo
sentido, en la investigacion realizada por Fisher y Phillips (2008), reportan al carvacrol como
el responsable de aumentar la fluidez de la membrana y causar fuga de protones e iones
de potasio, lo que resulta en un colapso del potencial de la membrana en la inhibicidn de la
sintesis del ATP. Por otra parte, la citronela interfiere con los procesos de fotosintesis, lo
que sugiere que los aceites esenciales no solo pueden estar actuando en la pared celular,
sino que ademas pueden tener un efecto mayor sobre los sistemas metabdlicos. Del mismo
modo, refieren que el mentol tiene un efecto “antiplasmid” (secuencia extracromosoémica de
ADN que no puede ser compartida entre los patdgenos) lo que hace interrumpir la eficiencia

de la célula.
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Aunque los aceites esenciales obtenidos de las distintas plantas y especias tienen efectos
antimicrobianos y muchos de ellos con considerados como GRAS, su aplicacion como
aditivos en alimentos esta limitada principalmente por las alteraciones que causan en las
caracteristicas sensoriales (Lépez-Malo et al., 2005). En este mismo sentido, y con el fin de
reducir estos efectos, Suhr y Nielsen (2003) y Goii et al. (2009) proponen una serie de
soluciones, dentro de las cuales destacan la utilizacion de bajas concentracion de aceites
esenciales, mezclas sinérgicas de aceites o la utilizacion de los aceites esenciales en fase

vapor.

La generacion de vapores de aceites esenciales se basa en la creacién de una atmosfera
a una cierta temperatura, o un microambiente dado por los propios aceites. Hasta el
momento, no se ha encontrado una metodologia estandar para evaluar la inhibicién
microbiana por medio del contacto con vapores de aceites esenciales; sin embargo existen

algunos métodos reportados, como (Reyes-Jurado et al., 2012):

a) Uso de cajas invertidas, lo cual consiste en colocar los agares inoculados con el
microorganismo prueba de forma separada (aproximadamente 5 mm) de los aceites
esenciales (previamente disueltos en acetato de etilo, o en algun otro solvente)
sobre el papel filtro y manteniendo la temperatura controlada. Su principio se basa
en la rapida volatilizacién de los vapores los cuales entran en contacto con el
microorganismo. Por lo que esta técnica es mayormente utilizada para bacterias.
Las cuales tiene mayor velocidad de crecimiento en comparacién con los mohos

b) Creacién de una atmosfera a partir de aceites esenciales, lo cual consiste en utilizar
camaras de plastico con tapa transparente y selladas herméticamente: en su interior
se coloca cierta concentracion de aceite esencial y sobre una rejilla se colocan los
agares inoculados; las camaras se mantienen a temperatura controlada en
condiciones estandar para mohos a 25 °C por 72 horas y 37 °C por 18-24 horas
para bacterias. De tal manera que los vapores generados por los aceites esenciales
entran en contacto con los microorganismos, y consecuentemente su evaporacion
puede generar zonas de inhibicion. Este método se usa principalmente para mohos,

ya que su velocidad de crecimiento es lenta.
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Algunas investigaciones han reportado que el uso de los vapores generados por los aceites
esenciales tiene mayor efecto antimicrobiano, en comparacion con el contacto directo
(forma liquida). Esto ha tenido especial impacto contra mohos, ya que debido a su
crecimiento superficial, ellos son mas susceptibles a los vapores de los aceites esenciales
(Fisher y Phillips, 2008; Edris y Farrag, 2003).

Los vapores generados por los aceites esenciales atacan al ciclo de vida de algunos
mohos en la etapa de germinacion, en el crecimiento de la hifa y en la etapa de
esporulacién; la inactivacion del conidio presente en el aire por los vapores de aceites
esenciales es el proceso clave para la inhibicion, dado que el conidio (suspendido en el
aire) es estable al calor, la luz y a los compuestos quimicos, siendo muy dificil de eliminar
(Dao et al., 2008). Este efecto, afirman Suhr y Nielsen (2003), se ha observado solo por
contacto con vapores de aceites y no de forma directa, ya que los vapores pueden unirse a
la hifa reproductiva a diferencia del contacto con la solucion.

En la misma linea, en un estudio realizado por Lépez et al. (2005), se comparo la
efectividad en fase vapor y en fase liquida (contacto directo) de aceites esenciales de
canela, clavo, albahaca, romero, eneldo y jengibre contra cuatro bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes),
4 bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Yersinia enterolitica, Salmonella choleraesuis
y Pseudomonas aeroginosa) y 3 hongos (1 levadura, Candida albicans, y 2, Penicillium
islandicum y Aspergillus flavus); los resultados obtenidos demostraron que los aceites
esenciales tuvieron mayor efectividad contra mohos que contra bacterias. Ademas, los
aceites esenciales de canela y clavo mostraron mayor actividad en ambos métodos, y los
aceites esenciales de romero y albahaca no mostraron actividad antimicrobiana en fase

vapor, pero si en contacto directo.

En diferentes paises existe una gran variedad de plantas y especias, las cuales tiene usos
conforme a la cultura y costumbre de cada region. Muchas de estas plantas y especias se
han relacionado con propiedades antimicrobianas (Reyes-Jurado et al., 2012). De acuerdo
a Tajkarimi et al. (2010), se han encontrado alrededor de 1,340 plantas a las que se les han
atribuido propiedades antimicrobianas y en las cuales se ha identificado alrededor de

30,000 componentes activos.
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EL nombre orégano proviene del griego “oros” (montafia) y “ganos” (ornamento), la
decoracion o la belleza de las montafias (Mufioz, 2002). Es una de las riquezas floristicas
con las que cuenta el territorio mexicano, se conoce su utilizacion desde tiempos
ancestrales como planta medicinal y como condimento de platillos regionales (Meléndez et
al., 2009). Actualmente, México es uno de los paises con mayor produccién y exportacion
de orégano en el mundo, superado solo por Turquia (SAGARPA, 2013a; Corella-Bernal y
Ortega-Nieblas, 2013).

Con el nombre de orégano se conocen en la Republica Mexicana aproximadamente
40 especies de plantas herbaceas pertenecientes a cuatro familias botanicas: Asteraceae
(Compositae), Lamiaceae (Labiatae), Fabaceae (Leguminoseae) y Verbenaceae. Las
plantas de las diferentes familias de orégano mexicano se encuentran en estado silvestre,
en regiones aridas y semiaridas de, al menos, 24 estados (Huerta, 1997; Granados-
Sanchez et al., 2013).

La familia Verbenaceae se considera de mayor importancia de acuerdo a su
distribucion y a sus caracteristicas aromaticas (Granados-Sanchez et al., 2013). A ella
pertenece el género Lippia, con las especies; Lippia palmeri Wat y L. graveolens H.B.K.,
estas dos especies tienen caracteristicas semejantes al orégano europeo (Origanum
vulgare L.) por lo cual se le considera como sustituto de este (Gonzalez et al., 2007). Sin
embargo, en un estudio comparativo entre el orégano proveniente de Grecia y de Turquia
con el orégano mexicano (referido a la especie Lippia graveolens H.B.K), se pudo
comprobar que la calidad del orégano mexicano es superior, referido a la composicién
quimica de sus aceites esenciales (Huerta, 1997). Esta especie es la mas utilizada y se le
conoce como ‘orégano mexicano verdadero” (Rios, 2010). La Tabla 7 resume la
clasificacién taxondmica de Lippia graveolens H. B. K.

Los sinonimos que recibe la especie Lippia graveolens son: Lantana origanoides
Martens & Galeotti, Lippia berlandieri Schauer, Goniostachyum graveolens (H. B. & K.),
Lippia graveolens H.B.K. f. macrophylla Moldenk, Lippia graveolens H.B.K. f. loeseneriana
Moldenke (Villavicencio et al., 2010).
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Esta especie se describe como un arbusto de 2 a 3 m de alto, aromético al estrujarse; ramas
estrigoso-pubérulas o a veces pilosas, las principales a menudo con corteza exfoliante;
hojas opuestas, lamina angostamente ovalada a oblonga o eliptica de 1 a 6 cm de largo, de
0.4 a 3.5 cm de ancho, margen mas o menos regularmente crenado, de textura cartacea,
inflorescencias en forma de espigas cortas, conicas a cilindricas de 4 a 12-15 mm de largo,
por lo general agrupadas en fasciculos de 2 a 4 en las axilas de las hojas, bracteas
comunmente ordenadas de 4 hileras, persistentes, ovaladas a suborbicuales, de 2 a 3 mm
de largo, conduplicado-aquilladas, agudas a acuminadas, caliz apenas 4-dentado de 1 a 2
mm de largo, piloso-viloso; corola blanca a amarilla (Rzedowski y Calderon, 2002) (ver

Figura 3).

La composicion quimica del orégano es compleja y depende de la época de colecta, la
fenologia de la planta y la altitud del lugar de crecimiento. En comparacion con el orégano
europeo, el orégano mexicano posee hojas mas oscuras, ademas de un olor y un sabor
mas fuerte. Asimismo, se sabe que la concentracion del timol y el carvacrol es mayor en
plantas jévenes, aunque dicho valor no se afecta por la cantidad de agua que recibe la
planta durante su desarrollo (Meléndez et al., 2009).

Existen diversos estudios sobre la composicién quimica del orégano, usando
extractos acuosos y sus aceites esenciales. Los aceites esenciales de especies de Lippia
contienen limoneno, B-cariofileno, r-cimeno, canfor, linalol, a-pineno y timol, los cuales
pueden variar de acuerdo al quimiotipo. En extractos metandlicos de hojas de L. graveolens
se han encontrado siete iridoides minoritarios conocidos como loganina, secologanina,
secoxiloganina, dimetilsecologanosido, acido loganico, acido 8-epi-loganico y carioptosido;

y tres iridoides mayoritarios como el acido carioptosidico y sus derivados 6'-O-p-coumaroil
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y 6'-O-cafeoil. También contiene flavonoides como naringenina y pinocembrina, lapachenol
e icterogenina (Arcila-Lozano, 2004).

Las sustancias quimicas son faciles de obtener y analizar en el aceite esencial del
orégano, mientras que su concentracion es una de las variables utilizadas para la
clasificacién genética entre especies. En su gran mayoria, los compuestos mas abundantes
son los monoterpenos y los acidos fendlicos. Los monoterpenos son compuestos volatiles
con olores intensamente pungentivos, responsables de las fragancias y las sensaciones de
olor-sabor de muchas plantas; estructural y biolégicamente son muy diferentes, llegandose
a clasificarseles hasta en 35 grupos. Los principales quimiotipos de la especie L. berlandieri
son el carvacrol y el timol, cada uno con enzimas especificas que dirigen su biosintesis (L.
berlandieri es la que contiene mas concentracion de carvacrol, entre las diversas especies
conocidas y estudiadas de orégano) (Meléndez et al., 2009).

De igual manera, los hidrocarburos monoterpenoides y-terpineno y p-cimeno
(precursores del timol y el carvacrol, respectivamente) estan presentes de manera
constante en los aceites esenciales, pero siempre en cantidades menores a las de timol y

carvacrol (Arcila- Lozano, 2004).

Estos compuestos, carvacrol y timol, son altamente activos contra microorganismos a pesar
de su relativa baja capacidad de disolver en agua (Dorman y Deans, 2000). La actividad
antimicrobiana de estos compuestos se le atribuye al anillo de fenol aromatico y al grupo
hidroxilo en la estructura fendlica. Se sabe que el grupo OH es muy reactivo y puede formar
facilmente enlaces de hidrégeno con los sitios activos de las enzimas, posiblemente a
través de una reaccion con grupos sulfidrilo o a través de interacciones no especificas con
las proteinas (Rupika,2010).

Dorman y Deans (2000) confirmaron la importancia del grupo hidroxilo en la estructura
fendlica mediante la comparacion de la actividad de carvacrol con su forma metil éter.
Ademas, la posicion relativa del grupo hidroxilo influye en la eficacia de los terpenos como
los dos isdmeros, timol y carvacrol, pues estos mostraron diferentes actividades contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Ademas, la importancia del anillo fendlico se
demostré mediante la comparacion de la actividad de timol a p-cimeno, un hidrocarburo
monoterpeno ciclico. La actividad de p -cimeno se encontré que era muy débil. Se cree que

la posicién y el numero de grupos hidroxilo en el grupo fenol estan relacionado con su
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toxicidad relativa a los microorganismos, con la creciente evidencia de que el aumento en

la hidroxilacion da como resultado un aumento en la toxicidad (Rupika, 2010).

El nombre del género Eucalyptus deriva del griego eucalypts que significa bien cubierto, se
refiere al operaculo (tapa) que cierra el caliz de la flor (Fonnegra y Jiménez 2007).

El género eucalipto pertenece a la familia Myrtaceae, subfamilia Leptospermoideae y posee
mas de 600 especies, pero las mas conocidas en México son la E. globulus y la E.
camaldulensis, o alcanfor (Kiwanja, 2007).

Tal vez no exista en el mundo ningun otro arbol que se haya propagado tan
ampliamente como el eucalipto. Originario de Australia, este arbol crece hoy en la mayoria
de las regiones templadas del planeta gracias a su alta capacidad de adaptacién a
diferentes ecosistemas (Kiwanja, 2007). Los extractos de hojas de Eucalyptus también han
sido aprobados como aditivos alimentarios (Elaissi et al., 2011), ademas presentan diversos
efectos biolégicos, tales como antibacterianos, antifungicos y actividad antioxidante. De
hecho, durante muchos anos, los aceites esenciales han implicado interés como una fuente
de productos naturales (Tyagi y Malik, 2011).

Estos aceites esenciales han sido examinados para sus posibles usos como remedios
alternativos para el tratamiento de muchas infecciones y como conservante de alimentos
naturales. Un numero de estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas de los
aceites esenciales de las especies de -eucalipto contra una amplia gama de
microorganismos. Los mas estudiados son E. globulus, E. camaldulensis, E. tereticornis y
E. citriodora. Sin embargo, solo unos pocos estudios reportan su actividad en contra las
bacterias patégenas causales de deterioro en alimentos (Elaissi et al., 2011).

Los sinénimos que recibe en México son: eucalipto, gomifero (Fonnegra y Jiménez, 2007)
Ocalipto o Alcanfor (SAGARPA, 2013Db).

Arbol muy aromatico, hasta de 50 m de altura y 3 m de diametro a la altura del pecho, en
los lugares de donde es nativo puede alcanzar mas de 100 m de altura. Tallo erguido liso,
corteza azul grisacea, segrega una sustancia resinosa de color azul; el tallo joven es

cuadrangular; retidoma facilmente separable en laminas. Hojas enteras aromaticas,
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recubiertas de una capa cerosa blanca; las hojas jovenes son sésiles, ovales, opuestas,
glaucas y las adultas son alternas, verde claras, pendulares, con peciolo largo y grueso,
lanceoladas, ligeramente curvas como una hoz, base simétrica, apice agudo, margen
ligeramente crenada (ver Figura 4). Flores aromaticas, color amarillo claro o blancuzcas, de
forma conica, solitarias, axilares, apétalas, caliz lefioso, verde con excrecidon cerosa,
cerrado con opérculo que se desprende al abrir la flor. Frutos aromaticos tipo capsula
coriacea con forma de copodn o caliz, con compartimentos que encierran numerosas

semillas diminutas (Fonnegra y Jiménez 2007).

El tallo, el fruto y las hojas contienen aceites esenciales, glicosidos saponinicos,
flavonoides, taninos, triterpenos y sesquiterpenlactonas. Las hojas contienen de 1 a 3% de
aceite esencial (Flores et al., 2004). En la Tabla 7 se describen los componentes

mayoritarios del aceite esencial de E. globulus.

Componente %
1,8-cineol o eucaliptol 82.27
Limoneno 3.7
a-Pineno 3.16
Guaiol 2.76
Terpinen-4-ol 1.4
Linalol 1.3
a-Terpineol 1.2
B-Mirceno 1.12
a-Terpineno 1.1

Fuente: Yéariez et al. (2011).
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Aunque las propiedades antimicrobianas del aceite esencial y sus componentes han sido
revisados anteriormente, el mecanismo de accion no ha sido estudiado en gran detalle.
Teniendo en cuenta el gran numero de diferentes grupos de compuestos quimicos
presentes en los aceites esenciales, lo mas probable es que su actividad antibacteriano no
es atribuible a un mecanismo especifico, pues hay varios objetivos en la célula (Burt, 2004).

Los lugares 0 mecanismos en la célula bacteriana que se cree que son los sitios de
accioén para los componentes de aceites esenciales se indica en la Figura 5. En resumen,
degradacion de la pared celular, dafios en la membrana citoplasmatica, dafios a proteinas
de membranas, fuga de contenido de la célula, coagulacién de citoplasma y agotamiento
de la fuerza motriz de los protones. No todos estos mecanismos son objetivos
independientes, algunos son afectados como consecuencia de otro mecanismo como
objetivo (Burt, 2004).

Fuerza motriz de
protones

H+

Coagulacion

J
/
/

Fugade
constituyentes
citoplasmaticos:
metabolitos,

Citoplasma
iones

Pared celular Membrana

}

citoplasmatica

Membrana proteica

Fuente: Burt (2004).
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Una caracteristica importante de los aceites esenciales y de sus componentes es su
hidrofobicidad, lo que les permite entrar en los lipidos de la membrana celular bacteriana y
mitocondrias, distorsionando las estructuras y haciéndolas mas permeables. La fuga de
iones y otros contenidos celulares ocurren. Aunque una cierta cantidad de fugas desde la
célula bacteriana se pueden tolerar sin pérdida de viabilidad, la extensa pérdida de
contenido de la célula o la salida de moléculas criticas e iones conduciran a la muerte (Burt,
2004).

En general, los aceites esenciales que poseen propiedades antibacterianas fuertes
contra los patégenos transmitidos por los alimentos contienen un alto porcentaje de
compuestos fendlicos. Parece razonable que su mecanismo de accion seria similar a otros
compuestos fendlicos, generalmente se considera que es la perturbacion de la membrana
citoplasmatica, lo que altera la fuerza motriz de protones, el flujo de electrones, transporte
activo y la coagulacion de contenido de la célula (Burt, 2004).

La estructura quimica de los componentes individuales de los aceites esenciales
afecta sumodo preciso de accién y la actividad antibacteriana. La posicion relativa del grupo
hidroxilo en el anillo fendlico no aparece influir fuertemente en el grado de actividad
antibacteriana; por ejemplo, la accién de timol contra B. cereus, S. aureus y P. aeruginosa
parece ser comparable a la del carvacrol. Sin embargo, en un estudio carvacrol y timol se
encontraron que pueden actuar de forma diferente contra bacterias gram positivas y gram
negativas. La importancia del anillo fendlico en si (los electrones desestabilizados) se

demuestra por la falta de actividad del mentol en comparacion con carvacrol (Burt, 2004).
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OBJETIVOS




Desarrollar un envase activo que permita la liberacion controlada de agentes antifungicos
contenidos en los extractos naturales para el control de hongos causantes de enfermedades

en frutos y hortalizas durante su almacenamiento.

Evaluar el efecto antifungico de los extractos etandlicos de orégano, gobernadora, eucalipto
y aceites esenciales de orégano y eucalipto por medio de pruebas in-vitro para conocer la
concentracién que inhiba el crecimiento de los hongos Botrytis cinerea, Fusarium sp y
Colletotrichum sp., causantes de enfermedades en frutos y hortalizas para seleccionar el

extracto natural que muestre mayor actividad antifungica.

Realizar pruebas in-vitro utilizando matrices poliméricas (gelana/alginato) con los extractos
naturales que presentaron la mayor actividad antifungica en pruebas in-vitro que permitan

establecer el control de Botrytis cinerea, Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

Efectuar la cinética de liberacion de los compuestos bioactivos mediante cromatografia de
gases, estableciendo la estabilidad de los compuestos presentes en los extractos naturales

a temperatura de refrigeracién (4°C).
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MATERIALES Y METODOS




Cuadro metodolégico

e Cuadro metodolégico

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un envase activo que permita la liberacion controlada de agentes antifingicos contenidos en los extractos naturales para el control de hongos causantes de enfermedades en
frutos y hortalizas durante su almacenamiento.

OBJETIVO PARTICULAR 1

Evaluar el efecto antifingico de los extractos vegetales de
orégano, gobernadora, eucalipto y los aceites esenciales de
orégano y eucalipto por medio de pruebas in-vitro para conocer
la concentracion que inhiba el crecimiento de los hongos
Botrytis cinérea, Fusarium sp y Colletotrichum sp, causantes de
enfermedades en frutos y hortalizas para seleccionar el extracto

natural que muestre mayor actividad antifingica.

OBJETIVO PARTICULAR 2

Realizar pruebas in-vitro utilizando matrices
poliméricas (gelana/alginato) con los extractos
naturales que presentaron la mayor actividad
antifingica en pruebas in vitro que permitan
establecer el control de Botrytis cinérea,
Fusarium sp y Colletotrichum sp.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Efectuar la cinética de liberacion de los
compuestos bioactivos mediante cromatografia
de gases, estableciendo la estabilidad de los
compuestos presentes en los extractos

naturales a temperatura de refrigeracion (4°C).

Actividades preliminares

Extraccion de aceite esencial de
orégano y eucalipto.

Extraccion  etandlica de los
compuestos fendlicos de orégano,
eucalipto y gobernadora.

Seleccion de la matriz polimérica
para encapsulacion de aceite.

Actividad 1.1

Aislamiento de los hongos Botrytis
cinerea, Colletotrichum sp,
Fusarium sp.

Actividad 1.2

Realizacion de las pruebas in-
vitro a diferentes concentraciones
de los extractos de plantas.

Actividad 1.3

Seguimiento fotografico durante
10 dias, asi como la medicién del
crecimiento micelial

Actividad 2.1

Realizacién de las pruebas in-vitro
utilizando la matriz polimérica a
diferentes concentraciones aceite
de orégano y eucalipto

Actividad 2.2

Seguimiento fotografico de
durante 10 dias, asi como la
medicién del crecimiento micelial

Actividad 3.1

Extraccion de compuestos
volatiles de la matriz polimérica
utilizando etanol como
disolvente.

Actividad 3.2

Identificacion de los compuestos
terpénicos a-pineno, p-cimeno,
timol y carvacrol por
cromatografia de gases.
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o Material biolégico

Se utilizaron plantas de orégano (Lippia graveolens) adquirido en la Central de Abastos de
Atizapan, eucalipto (Eucalyptus) y gobernadora (Larrea tridentata) adquiridos en el mercado
del Carmen de Cuautitlan Izcalli, Estado de México y llevadas al laboratorio de Postcosecha
de Productos Vegetales del Centro de Asimilacion Tecnoldgica (CAT) de la UNAM, en
donde fueron almacenados a temperatura ambiente hasta su estudio. Las plantas utilizadas

fueron secas y de buen estado (Figura 6).

o Obtencion del extracto etandlico

Las diferentes plantas se separaron de materiales extranos, se pulverizaron en un molino
(marca KRUBS), una vez obtenido el polvo, se tamizo en malla 40. El polvo obtenido de
cada una de las plantas se almacend en frascos de vidrio a temperatura ambiente y sin
contacto con la luz.

Por cada 10 g del polvo obtenido se mezclaron con 50 ml de disolvente etanol al 70%
en un matraz Erlenmeyer, y fueron sometidas a una extraccion asistida por ultrasonido en
un bafo ultrasénico (Cole Parmer 8891) durante 90 min con ciclos de 30 min y pausas de
10 min. Al término de la extraccion se filtr6 el contenido del matraz Erlenmeyer sobre papel
filtro y se cuantificé el extracto etandlico obtenido (Figura 7). Se realizé la cuantificacion de
fenoles totales a cada extracto para determinar la concentracion de los compuestos

bioactivos presentes, este método se describe en el apartado 4.5.1.
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Figura 7. Diagrama de proceso para obtener los extractos etandlicos.
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o Extraccion de aceites esenciales

Las hojas secas de 6rgano y eucalipto se trataron como se indica en la seccion 4.3 de este
trabajo. Una vez obtenido el polvo se mezclaron 50 g de material biolégico con 1 L de agua
en un hidrodestilador de 2 L de capacidad (relacion 1:20). Se realizé la hidrodestilacién
durante 2 horas con 30 min a 250 °C con agitacion continua. El aceite obtenido se recolecté

en viales ambar y se almacend en congelacién hasta su utilizacién (Figura 8).
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o Evaluacion de la actividad antifingica de los extractos etanélicos por medio

de las pruebas in-vitro

4.1. Desarrollo de las pruebas in-vitro en hongos

Para realizar las pruebas in-vitro se llevé a cabo un crecimiento masivo de los hongos B.
cinerea, Fusarium sp. y Colletotrichum sp. anteriormente purificados e identificados macro
y microscopicamente.

La siembra de los hongos de estudio se realizd6 en cajas Petri con agar-papa
dextrosa, donde se realizé una picadura en 3 cajas por cada hongo y posteriormente se
incubaron a 25°C durante 10 dias.

Para conocer el potencial inhibitorio de los extractos etandlicos de orégano,
eucalipto y gobernadora sobre el crecimiento micelial de los hongos B. cinerea, Fusarium
sp. y Colletotrichum sp. se empled la técnica de volatilizacién de disco, reportada por Tyagi
et al. (2011), en ella se realiz6é un siembra de los hongos en agar-papa dextrosa, se utilizd
un disco de papel filtro (10 cm de diametro) el cual se impregno del extracto etandlico para
posteriormente colocarlo en la superficie interior de la tapa superior. La caja Petri inoculada
con el hongo se invierte inmediatamente en la parte superior de la tapa y se sella con
parafilm para evitar fugas de vapor (Figura 9). Estas se incubaron a 25°C durante 10 dias
y se midid el didmetro del crecimiento del microorganismo por cada dia. Las
concentraciones utilizadas contra cada uno de los hongos estudiados se enlistan en la
Tabla 8.

Figura 9. Disposicion de la caja Petri en la técnica de volatilizacién de disco
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Extracto (ppm) Aceite (ppm)

Hongo
Orégano Gobernadora Eucalipto Orégano Eucalipto
Botrytis 3000 3000 3000 2000 2000
cinerea 4000 4000 4000 4000 4000
5000 5000 6000
3000 3000 4000 2000 2000
Fusarium sp. 4000 4000 5000 4000 4000
5000 5000 6000 6000
Colletotrichum 5000 o0 4000 2000 o0
sp. 5000 4000
5000 5000 6000

o Evaluacion de la actividad antifingica de los aceites esenciales por medio de

las pruebas in-vitro utilizando una matriz polimérica

Las polimeros utilizados para la realizacién de la matriz polimérica fueron, Gelana y Alginato
de sodio (1:1) al 2 % y Tween 80 como emulsificante al 1%. La dispersion de los polimeros
se realizé a una temperatura de 50 °C, una vez dispersados los polimeros, se agregdé Tween
80 y el volumen de aceite esencial segun la concentracién requerida en cada prueba in-
vitro mezclando durante 30 segundos.

La formacion de esferas de la dispersién se realizé con una jeringa sin aguja de 5 mL
en una solucion de 3 % de cloruro de calcio (Figura 10a). La formacion de cada esfera se
realizd mediante la propiedad de gelificacion que presenta el alginato de sodio en presencia
de iones de calcio, unicamente se dejaron caer pequefias gotas de la dispersion con ayuda
de la jeringa en la dispersién de cloruro de calcio, la esfera formada permaneci6 en reposo
en la dispersién de cloruro de calcio durante 30 minutos para asegurar la completa
gelificacion de la misma.

Una vez gelificadas, las esferas se dejaron reposar sobre una gasa de algodén para

retirar el exceso de solucién de cloruro de calcio durante 5 minutos (Figura 10b).
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Figura 10. Gelificacion de esferas en solucion de cloruro de calcio.

4.3. Desarrollo de pruebas in-vitro utilizando la matriz polimérica

50 gr de esferas fueron agregadas a cada caja Petri en la parte superior de las placas y el
disco con el hongo fue colocado sobre el agar-papa dextrosa en la placa inferior (Figura
11a), de esta manera las cajas Petri se mantuvieron con la placa superior hacia abajo y la
placa inferior hacia arriba mantenia el agar y el disco con el hongo, como se observa en la
Figura 11b.

Figura 11. Disposicion de la caja Petri en pruebas in-vitro.

o Evaluacion de la los compuestos volatiles de aceite de orégano

4.4. Cinética de degradacion de compuestos volatiles en el aceite esencial y el
prototipo de envase activo

La evaluacion de la cinética de degradacion de los compuestos volatiles presentes en el
aceite esencial de orégano se realizé colocando la matriz polimérica en refrigeracion (4°C)

en envases de polietileno durante 10 dias realizando un muestreo cada dia y evaluando por
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cromatografia de gases la presencia de los compuestos bioactivos del aceite esencial
usando el método de estandar interno. Para la determinacion se empleé un cromatégrafo
de gases de la marca Thermo Scientific, modelo Trace GC, con un detector de ionizacién
de flama y una columna de silice fundida de 30 m x 0.32 mm con 0.25 pm de espesor de
poliglicol. Las condiciones aplicadas en el cromatografo de gases fueron las siguientes:
volumen inyectado: 1.0 uL; temperatura inicial de la columna: 60°C; velocidad de
calentamiento 5°C/min hasta 120 °C; temperatura del inyector: 250 °C; la inyeccién se hizo
en modo “splitless”. El gas portador fue nitrdgeno (99.99% de pureza). Para realizar la
cinética se emplearon los estandares a-pineno (147524), p-cimeno (W235601), timol
(T0501) y carvacrol (22051) todos de Sigma-Aldrich. Los resultados de concentracion se

expresaron en L terpeno/g matriz polimérica y pL terpeno/uL de aceite esencial.

El contenido de fenoles totales se determiné con el método de espectrofotométrico descrito
por Slinkard y Singleton (1997). En tubos de ensaye, se colocaron 1.5 ml de agua destilada,
100 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu, 200 uL de NaxCOs; y 100 pL del extracto
resuspendido en metanol de acuerdo al factor de dilucién. Se realizé un curva patron
utilizando acido galico como estandar expresando los resultado en mg de acido galico/g de
peso fresco. Los resultados fueron leidos en un espectrofotometro (GENESYS 10UV,

ThermoSpectronic) a una longitud de onda de 765 nm.

A los resultados obtenidos se les realizd un analisis de varianza (ANOVA) y una
comparacion de medias con la prueba Duncan con un nivel de significancia de 0.05
empleando el programa estadistico SPSS version 22, para determinar si existen diferencias

significativas entre los extractos vegetales a estudiar.
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RESULTADQOS




A fin de evaluar la eficacia antimicrobiana de los extractos etandlicos y aceites esenciales
utilizados, se examind el porcentaje de inhibicidon que estos mostraron ante el crecimiento
micelial de los hongos Botrytis cinerea, Fusarium sp. y Colletotrichum sp. a diferentes

concentraciones durante 10 dias de estudio.

En porcentaje de inhibicidn que presentaron los extractos etandlicos utilizados en este
estudio (orégano, eucalipto y gobernadora) contra el hongo Botrytis cinerea se muestran en
la Figura 12.

El extracto de orégano (Figura 12A) presenté 100% de inhibicion desde el primer dia
de estudio en las 3 concentraciones utilizadas y es hasta el dia 5 cuando se observo un
ligero crecimiento del hongo en la concentracién de 4000 ppm, mientras el control alcanza
su maximo crecimiento a partir del dia 6. Al finalizar los 10 dias de estudio, las
concentraciones de 4000 y 5000 ppm inhibieron 88 y 95%, respectivamente, en
comparacion con el control, estas 2 concentraciones presentaron diferencias significativas
(p<0.05) en el dia 10 con respecto a la concentracién de 3000 ppm, la cual permanecio sin
crecimiento micelial. Los resultados no muestran relacion entre el crecimiento micelial y la
concentracion utilizada.

El extracto de eucalipto presenté 100% de inhibicién en las dos concentraciones
utilizadas, 3000 y 4000 ppm, desde el dia 1 hasta finalizar el estudio (Figura 12B).

Los estudios de Oh et al. (2008) demuestran que los extractos de eucalipto presentan
una fuerte actividad antifungica contra Botrytis cinerea, Botryosphaeria dothidea y Diaporthe
actinidiae, sin embargo esta actividad depende de la especie de eucalipto de la que se
obtenga el extracto. Concretamente del extracto de Eucalipto dalrympleana Maiden se ha
aislado el acido galico, un compuesto fendlico, que inhibié significativamente el crecimiento
aéreo de micelio de B. cinerea mas del 54 y 85% a una concentracion de 1000 mg/L y 5000

mg/L, respectivamente, comparado con el control. Ademas este compuesto fendlico
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también inhibié el crecimiento de esporas de igual manera que el crecimiento aéreo de

micelio de Botrytis cinerea.
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Diaz (2013), obtiene resultados reportados en halos de inhibicion de extracto
alcohdlico de eucalipto y crisantemo, asi como varias mezclas entre ellos. En los cuales el
extracto de eucalipto obtiene el segundo mejor resultado para la inhibicion de Botrytis
cinerea, solo por debajo de la mezcla en conjunto con extracto de crisantemo. Ademas,
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realizd cromatografia de capa fina para los extractos de eucalipto, revelando la presencia
de eucaliptol en los extractos alcohdlicos.

En general, los extractos vegetales que poseen propiedades antimicrobianas fuertes
contra los patégenos transmitidos por los alimentos contienen un alto porcentaje de
compuestos fendlicos. Parece razonable que su mecanismo de accion, por lo tanto, seria
similar a otros compuestos fendlicos, generalmente se considera que es la perturbaciéon de
la membrana citoplasmatica, lo que altera la fuerza motriz de protones, el flujo de
electrones, transporte activo y la coagulacién del contenido de la célula (Burt, 2004). Sin
embargo, hay pruebas de que los extractos naturales ejerzan una eficacia antimicrobiana
mas fuerte que la ejercida por los compuestos fendlicos, que se puede atribuir a los efectos
aditivos de sus principales compuestos antimicrobianos (Burt y Reinders, 2003; Friedman
et al., 2004).

La inhibiciéon que presenta el extracto de gobernadora se muestra en el la Figura 12C.
En el dia 1 de este estudio se observé como las concentraciones que exhiben un porcentaje
mayor son, 4000 y 5000 ppm; en el dia 5 se sigue observando a estas dos concentraciones
con un porcentaje de inhibicion similar, 88 y 95%. Es hasta el dia 7 cuando la concentracién
de 5000 ppm dista su porcentaje y finaliza el estudio solo con un 53% de inhibicién, muy
similar a la inhibicion presentada por la concentracion de 3000 ppm, 46%, estas dos
concentraciones en el dia 10, no presentan diferencias significativas (p>0.05). La
concentracion de 4000 ppm obtuvo, al finalizar el estudio, el mayor porcentaje de inhibicion
con un 90%, con diferencias significativas (p>0.05) con respecto a 3000 y 5000ppm.

Los resultados concuerdan con los estudios realizados por Lira-Saldivar et al. (2006),
quienes demuestran la actividad antifungica in-vitro del extracto de gobernadora (Larrea
tridentata) y soluciones de quitosan, solos y combinados, contra Botrytis cinerea,
Colletotrichum coccodes y Fusarium oxysporum. En este estudio la esporulacién de Botrytis
no muestra diferencias significativas entre las combinaciones de extracto de gobernadora-
quitosano en comparacion con el control quimico estudiado (Clorotalonil y Prozycal) ya que
todos los tratamientos tuvieron el mismo efecto inhibitorio en el crecimiento del hongo. De
la misma manera el extracto de gobernadora individual muestra una total inhibicion en
presencia de Botrytis cinerea y sobre la produccion de esporas. Igualmente Hernandez-
Suarez et al. (2013), demuestran el efecto antifungico del extracto etandlico de gobernadora
en una concentracion de 8000 ppm, al inhibir al 100% el crecimiento de B. cinerea, el cual

se comportd igual que uno de los fungicidas sintéticos utilizados (Mancozeb). Ademas

41



denota como este extracto etandlico inhibe al hongo en un 80.9% a una concentracion de
1000 ppm, teniendo una efectividad superior al fungicida sintético.

La diferencia de concentraciones entre los diferentes estudios que han inhibido el
crecimiento de B. cinerea puede deberse a la técnica in-vitro utilizada para su evaluacion,
pues en este estudio la inhibicion se llevo a cabo por los vapores del extracto que inhiben
el crecimiento micelial, no por contacto como lo hacen en los estudios con los que se
compara, a pesar de esta diferencia, los resultados son muy similares. Sin embargo,
algunas investigaciones han reportado que el uso de los vapores generados por los
extractos vegetales tiene mayor efecto antimicrobiano, en comparacion con el contacto
directo (forma liquida). Esto ha tenido especial impacto entre mohos, ya que debido a su
crecimiento superficial, ellos son mas susceptibles a los vapores de los extractos vegetales
(Fisher y Phillips, 2008; Edris y Farrag, 2003).

Los resultados indican actividad antimicrobiana en los tres extractos utilizados contra
el crecimiento de Botrytis cinerea, pero en general, la mostrada por el extracto de eucalipto
es mas contundente que la mostrada por los extractos de orégano y gobernadora. Los
imagenes relacionadas con el seguimiento in-vitro de Botrytis cinerea, estan presentadas
en la Tabla 9y 10, en donde se resume el seguimiento del crecimiento micelial durante los
10 dias de incubacion.

En la Tabla 9, el crecimiento micelial de Botrytis cinerea en presencia de extracto de
orégano se aprecia en la caja Petri a partir del dia 5, la Unica concentracién con un pequeno
aro de micelio del hongo fue a la concentracién de 4000 ppm y finalmente en el dia 10 el
aro se aprecia marcadamente de color grisaceo, de la misma manera en la concentracién
de 5000 ppm se aprecia este aro grisaceo, pero de tamano menor. En la Tabla 9 para el
extracto de eucalipto, no hay crecimiento visible de micelio en ninguna de las cajas Petri
con las concentraciones utilizadas.

La Tabla 10, con el seguimiento fotografico de Botrytis cinerea en presencia de
extracto de gobernadora, el micelio observado a una concentracion de 4000 ppm
permanece inalterable durante los 10 dias de estudio. En la concentracién de 3000 ppm se
observa un pequeio aro de micelio en el dia 1 aumentando de tamafio hasta el dia 2y a
partir del dia 4 se nota como el crecimiento del hongo se ha esparcido en pequenas colonias
por toda la superficie, creciendo gradualmente durante todo el estudio hasta cubrir mas del
50% de la superficie de la caja Petri. El crecimiento de micelio de Botrytis cinerea en el
control, Tabla 10, fue continuo a partir del dia 1 alcanzando su maximo crecimiento en el

dia 6, donde se observa una cobertura total de la superficie.
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Tabla 9. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de los extractos de orégano y eucalipto en presencia de B. cinerea a
diferentes concentraciones
Extracto de orégano Extracto de eucalipto
(ppm) Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia5

3000

4000

5000
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Tabla 10. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de extracto de gobernadora en presencia de B. cinerea a diferentes

(Ppm)

3000

4000

5000

Control

Dia 2

concentraciones
Extracto de gobernadora
Dia 4
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Utilizando aceites esenciales de orégano y eucalipto en las pruebas in-vitro a diferentes
concentraciones, estos inhibieron el crecimiento micelial del hongo durante los dias de
estudio en cualquiera de las concentraciones utilizadas. El porcentaje de inhibicion que

muestran los aceites esenciales contra el crecimiento del hongo Botrytis cinerea estan

presentados en la Figura 13.
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Los resultados del porcentaje de inhibicion del aceite de orégano se muestran en la
Figura 13A. Al inicio del estudio (dia 1) el control crecié un 20% del total y en ambas
concentraciones, el aceite de orégano limitd el crecimiento del hongo un 96% a la
concentracién de 2000 ppm y 100 % a la concentracion de 4000 ppm. En el dia 6 de estudio
se observa como el control alcanz6 su maximo crecimiento, mientras que en esta prueba,
el aceite de orégano inhibié el crecimiento en un 92 y 93% para las concentraciones de
2000 y 4000 ppm, respectivamente. Estas dos concentraciones siguen el mismo
comportamiento trascurrido el estudio, teniendo un desempefio final de 91% de inhibicién

con respecto al control para ambas concentraciones.
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El aceite de orégano exhibe una gran actividad antimicrobiana, analogo a los estudios
realizados por Daferera et al. (2003), quienes analizaron aceites de orégano, tomillo,
mejorana, lavanda y menta, encontrando una fuerte actividad antimicrobiana en el
crecimiento de Botrytis cinerea, ademas de una inhibicion dependiente de la dosis utilizada.
B. cinerea fue totalmente inhibido por este aceite esencial en 200 pg/mL.

De la misma manera Vitoratos et al. (2013) indicaron al aceite de orégano como uno
de los aceites mas activos para la inhibicién de Botrytis cinerea. En este estudio B. cinerea
no muestra ningun crecimiento de micelio en presencia de aceite de orégano a la
concentracién de 0.02 uL/mL. Por otra parte, de acuerdo a Ozkan et al. (2010) los
principales componentes del aceite de orégano fueron carvacrol, timol, y-terpineno, p-
cimeno, a-terpineno y a-pineno. Camele et al. (2012) observaron que el carvacrol a 250
ppm y timol en 150 y 250 ppm detuvieron el crecimiento de B. cinerea. En este sentido,
carvacrol ha sido reconocido como uno de los monoterpenos mas potentes con actividad
antifungica contra B. cinerea (Tsao y Zhou, 2000).

En el caso de aceite de eucalipto, resultados mostrados en la Figura 13B, se observa
como las concentraciones de 4000 y 6000 ppm presentaron una inhibicion total desde el
primer dia hasta finalizar el estudio. La concentracion de 2000 ppm finaliza con un 65% de
inhibicion, sin embargo este crecimiento se observo solo en el dia 10, pues fue inhibido en
su totalidad durante los 9 dias anteriores.

El aceite de eucalipto mostré 100% de inhibicidon en la prueba antifungico contra
Botrytis cinerea a 500 ppm reportado por Tripathi et al. (2008), de la misma manera Sun et
al. (2007), quienes ponen a prueba cinco aceites esenciales de plantas como fumigantes
contra hongos patdégenos indicando al aceite esencial de eucalipto obtenido de Eucalyptus
citriodora, como un fuerte antimicrobiano contra B. cinerea inhibiendo el crecimiento fungico
con un 91%. Si bien la inhibicion de este hongo se ha reportado en muchos estudios,
recordemos que esta actividad depende de la especie de eucalipto de la que se obtenga el
extracto Satish et al. (2019).

Ambos aceites esenciales muestran inhibicion contra Botrytis cinerea, sin embargo el
aceite de eucalipto muestra resultados consistentes y certeros al inhibir en un 100%

El seguimiento fotografico del crecimiento de Botrytis cinerea en presencia de aceite
esencial de orégano y eucalipto se muestra en la Tabla 11, en la cual se presentan de

manera visual lo descrito anteriormente.
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Aceite orégano
(ppm) Dia 1 Dia 5

2000

4000

Aceite eucalipto

2000

4000

6000

En la Tabla 11, el crecimiento en el dia 5 de B, cinerea en las cajas Petri adicionadas
con aceite esencial de orégano, se observa como un aro grisaceo, el cual es muy parecido
al aro en el dia 10, que como se discutidé anteriormente solo varié de 2-3% de crecimiento.
Las cajas Petri adicionadas con aceite de eucalipto a 4000 y 6000 ppm permanecen
inalterables. A la concentracion de 2000 ppm, es hasta el dia 10 cuando se observa un
pequeno crecimiento micelial del 35%.

Las 2 concentraciones utilizadas de aceite esencial de orégano en presencia de
Botrytis cinerea, demuestran una eficacia similar sin diferencias significativas al finalizar el

estudio, por lo tanto la concentracion utilizada para la realizacion del objetivo 2 fue la menor,
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2000 ppm. De acuerdo a los resultados que se obtuvieron del crecimiento de B. cinerea en

presencia de aceite esencial de eucalipto, la concentracion seleccionada para su aplicaciéon

en el objetivo 2 es, 4000 ppm.

El porcentaje de inhibicion que presentan los extractos etandlicos utilizados en este estudio

(extracto de orégano, eucalipto y gobernadora) contra el hongo Colletotrichum sp. estan

dados en la Figura 14.
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De acuerdo a la Figura 14, Colletotrichum sp. present6 su maximo crecimiento micelial
a partir del dia 7, sin embargo también presento inhibicion del crecimiento en presencia de
los extractos etandlicos de orégano, eucalipto y gobernadora durante todo el tiempo de
estudio en cualquiera de las concentraciones utilizadas.

Los extractos de orégano y eucalipto (Figura 14 A y B) presentaron una inhibicién al
100% en todas las concentraciones utilizadas desde el dia 1, hasta finalizar el estudio. Avila-
Sosa et al. (2011) reportaron la actividad antifungica contra Colletotrichum gloeosporioides
para extractos etandlicos de orégano mexicano a 400 mg/L. En el mismo sentido, Bolivar
et al. (2009) reportaron al extracto de orégano silvestre como el extracto mas significativo
para el control in-vitro e in-vivo de C. gloeosporioides indicando que en dosis bajas podria
ser utilizado para prevenir la enfermedad causada por este hongo. El extracto de eucalipto,
por otra parte, fue considerado como uno de los extractos con mayor potencial de inhibicion
en el crecimiento de este hongo in-vitro segun Bafios et al. (2004). Otros estudios como el
de Hernandez-Albiter et al. (2007), encontraron reducciones significativas sobre el
crecimiento micelial de C. gloeosporioides con extractos de ajo (Allium sativum L.), acuyo
(Piper auritum HBK.), guayaba (Psidium guajava L.) y eucalipto blanco (Eucalyptus globulus
Labill.), evidenciando un efecto fungistatico selectivo que dependié de la especie de la
planta y del patégeno.

Caso contrario, el extracto de gobernadora, el cual aunque muestra inhibicién del
hongo Colleotrichum sp, ésta no es al 100%. Sin embargo se muestra un efecto en el
crecimiento del hongo con respecto a la concentracion utilizada. En esta prueba (Figura
14C) la concentracién de 5000 ppm fue la mas efectiva a partir del dia 2, con un 96% de
inhibicién conservando este alto valor hasta el dia 5 donde escasamente disminuye hasta
un 90%, a partir de este dia el porcentaje disminuyé considerablemente para finalizar con
un 45%. Al finalizar el estudio, la concentracion de 3000 y 4000 ppm, finalizan con 0 'y 30%
de inhibicion, respectivamente.

Los resultados indican actividad antimicrobiana en los tres extractos utilizados contra
el crecimiento de Colletotrichum sp., pero en particular, la mostrada por los extractos de
orégano y eucalipto es mas efectiva, que la mostrada por el extracto de gobernadora.

El seguimiento fotografico se muestra en la Tabla 12 y 13, donde se muestra nulo
crecimiento micelial de Colletotrichum sp. en presencia del extracto de orégano y del

extracto de eucalipto en todas las concentraciones utilizadas.
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Tabla 12. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de los extractos de orégano y eucalipto en presencia de
Colletotrichum sp. a diferentes concentraciones
Extracto orégano Extracto de eucalipto
(ppm) i i Dia 1 Dia 5

3000

4000
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Tabla 13. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de extracto de gobernadora en presencia de Colletotrichum sp. a

diferentes concentraciones

Extracto de gobernadora

(ppm) Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 6
3000 Q

4000

5000 O

Control

Control . s Q




El seguimiento fotografico en Tabla 13 de Colletotrichum sp. en presencia de extracto
de gobernadora, refleja la relacién entre el crecimiento micelial y las concentraciones
utilizadas. El crecimiento observado en el dia 2 para las 3 concentraciones fue muy similar,
pues en los 3 casos se observd un pequefio aro de micelio alrededor del disco central, el
cual va creciendo gradualmente en cada una de las concentraciones. La concentracion
menor utilizada (3000 ppm), alcanzé un maximo de crecimiento en el dia 10, mismo que el
control mostré desde el dia 6 de estudio, ganando un margen de 4 dias en retrasar el

crecimiento de este hongo.

El porcentaje de inhibicion que muestran los aceites esenciales de orégano y eucalipto

contra el crecimiento del hongo Colletotrichum sp. estan representados en la Figura 15.
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La inhibicion del crecimiento de Colletotrichum sp, se observa en todas las

concentraciones utilizadas en los dos aceites esenciales, aunque en menor medida en el

aceite esencial de eucalipto.

52



De acuerdo a la Figura 15A, el aceite esencial de orégano en presencia de
Colletotrichum sp lo inhibe al 100% utilizando, 2000 y 4000 ppm. Si bien el aceite esencial
de orégano muestra un amplio espectro contra hongos que afectan productos agricolas, la
actividad antimicrobiana demostrada en la literatura contra el género Colletotrichum sp. se
encuentra bastante reducida.

Por otra parte, Barrera-Necha y Garcia-Barrera (2008) encuentran al aceite esencial
de eucalipto como un agente no antifungico en el crecimiento de Colletotrichum
gloesporioides, pues éste no presenta inhibicion significativa contra el hongo, contrario a lo
observado en este estudio. De la misma manera Mora et al. (2001) quienes describen a los
aceites esenciales de las especies de eucalipto como los causantes de solo una pequeia
inhibicion contra Colletotrichum gloesporioides.

Si bien los resultados no concuerdan con lo reportado en los estudios citados,
recordemos que, de acuerdo a Meléndez et al. (2009) la composicién quimica de las plantas
es compleja y depende de la época de colecta, la fenologia de la planta y la altitud del lugar
de crecimiento.

El seguimiento fotografico de las pruebas in-vitro de Colletotrichum sp. adicionadas
con los aceites esenciales de orégano y eucalipto se dan a conocer en la Tabla 14. De
acuerdo a ésta, las pruebas in-vitro adicionadas con aceite esencial de orégano no
manifiestan ningun crecimiento visible durante los 10 dias de incubacion. En las pruebas
in-vitro adicionadas con aceite de eucalipto hay una relacién entre la concentracion utilizada
y el crecimiento de micelio, se observa un crecimiento micelial menor en la concentracién
de 6000 ppm, en donde solo alcanzd un 5% de crecimiento al finalizar el estudio, mientras
que las concentraciones menores (2000 y 4000 ppm) se observaron aros blancos con
centro naranja y negro desde el dia 5, los cuales crecieron gradualmente dando como
resultado micelio de Colletotrichum sp. hasta un 85% de toda la superficie de la caja Petri

en la concentracién de 2000 ppm.
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Tabla 14. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de aceite de orégano y

eucalipto en presencia de Colletotrichum sp. a diferentes concentraciones.

Aceite orégano

(ppm) Dia 1

4000

2000

4000

6000

Las 2 concentraciones utilizadas de aceite esencial de orégano en presencia de
Colletotrichum sp. demuestran una eficacia similar sin diferencias significativas, por lo tanto
la concentracién seleccionada para la realizacion del objetivo 2 fue la menor, 2000 ppm. La
concentracioén elegida de aceite de eucalipto para la aplicacion en el objetivo 2 fue de 6000
ppm, pues los resultados demuestran el mejor desempenio en la inhibicion de Colletotrichum
sp. durante todo el estudio y con diferencias significativas a partir del dia 7 con la

concentracién de 4000 ppm.
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El porcentaje de inhibicibn que presentaron los extractos etandlicos contra el hongo
Fusarium sp. en este estudio, se muestran en la Figura 16, en ella se observa como los
extractos de orégano, eucalipto y gobernadora mostraron inhibicién en los 10 dias de

monitoreo, aunque en menor medida el extracto de gobernadora.
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El extracto de orégano en conjunto con el extracto de eucalipto (Figura 16 Ay B)

presentan inhibicién total en todas las concentraciones utilizadas desde el dia 1 hasta

finalizar el estudio.
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Sanabria et al. (2006), reporta porcentajes de inhibicion para dos especies de
Fusarium obteniendo diferencias significativas entre ellos alcanzando un maximo de 90%
para Fusarium oxysporum f sp. cubense y del 70% para Fusarium oxysporum f sp.
Lycopersici utilizando extracto etandlico de orégano (Lippia origanoides H.B.K.) a una
concentracion de 2.5%. Ademas Koci¢-Tanackov et al. (2012), hace notar como el efecto
inhibidor del extracto aumenta proporcionalmente con la concentracion y también se ve
afectada por la duracién del tratamiento. Los resultados demuestran reduccién de la colonia
en un 81,71% para F. proliferatum, 85,84% en F. oxysporum, 86,50% en F. verticillioides y
88,85% en F. subglutinans a los 14 dias de evaluacion.

En diferentes estudios se demuestra el poder de inhibicion que el extracto de orégano
presenta en presencia de Fusarium sp., sin embargo esta actividad inhibitoria depende
totalmente de la especie de Fusarium, esta misma tendencia la presenta el extracto de
eucalipto pues, Satish et al. (2009), evalud el extracto de eucalipto en diferentes tipos de
Fusarium, reportando porcentajes de inhibicidon considerablemente heterogéneos, pues
para F. proliferatum se reporta un 81% de inhibicién, mientras que para F. semitectum solo
un 22%.

En discrepancia, el extracto de gobernadora exhibe inhibicion contra el crecimiento
de este hongo en las concentraciones de 5000, 4000 y 3000 ppm, pero ninguna muestra
inhibicién al 100% durante todo el estudio. Al iniciar el estudio (dia 1) se presenta un elevado
porcentaje de inhibicion para las 3 concentraciones utilizadas (5000, 4000 y 3000 ppm), con
valores de 100, 96 y 95%, respectivamente. A partir del dia 5 las dos concentraciones mas
altas muestran un valor semejante con 96 y 91% siendo la concentracion superior (5000
ppm) la que muestra el porcentaje superior. En contraste, la concentracién de 3000 ppm ha
separado sus valores y decrecio desde el dia 1 hasta finalizar el estudio con un porcentaje
de inhibicién con respecto al control solo de 16%. La concentracion media utilizada (4000
ppm) finaliza el estudio con un porcentaje de inhibicién solo del 55% con respecto al control,
sin embargo ha mostrado buen desempefio, pues fue hasta el dia 6 cuando se apreciaron
diferencias significativas con respecto a la concentracién mayor 5000 ppm. Por otra parte
la concentracion mayor (5000 ppm) conservd un alto porcentaje de inhibicion desde el dia
1 con un 100% y termind el estudio solo diez unidades abajo (90%).

Coincidiendo con Suarez-Jiménez et al. (2007), quienes analizaron la actividad
antifungica de extractos metandlicos de plantas contra Fusarium verticillioides, los

resultados mostraron que el extracto de gobernadora en todas las concentraciones
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utilizadas, fue uno de los 2 extractos que mostraron la mayor efectividad controlando la
germinacion de esporas y el crecimiento micelial de este hongo.

Mas tarde Mojica-Marin et al. (2011), indican al extracto de gobernadora con
importante accion inhibitoria en el crecimiento de este hongo, pero ademas hace notar una
marcada diferencia del efecto inhibitorio en relacion a la region geografica donde la planta
de gobernadora es recolectada, obteniendo un porcentaje de inhibicién de hasta un 90.3%.

El seguimiento fotografico se muestra en la Tabla 15 para extracto de orégano y
extracto de eucalipto con ninguno crecimiento visible en el disco central de la caja Petri
durante los 10 dias de estudio.

En la Tabla 16, el crecimiento de Fusarium sp. en presencia de extracto de
gobernadora, se aprecia el efecto de la concentracion en el crecimiento del hongo. En el
dia 4, las 3 concentraciones presentaron un comportamiento semejante, sin embargo es a
partir de este dia cuando el efecto de la concentracién empieza a ser manifiesto, pues en
la concentracién mas baja (3000 ppm) se observd como el crecimiento fue gradual a partir
de este dia mientras que el resto de las concentraciones el crecimiento se vio fuertemente
inhibido por la presencia de los vapores del extracto de gobernadora dando lugar a un
escaso crecimiento micelial de Fusarium sp. De las concentraciones utilizadas de extracto
de gobernadora contra Fusarium sp. si bien ninguna mostré 100% de inhibicién en los 10
dias de estudio, el control mostrado en la Tabla 16, alcanzé su maximo crecimiento a partir

del dia 4, retrasando 6 dias el crecimiento de este hongo.
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Tabla 15. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de los extractos de orégano y eucalipto en presencia de Fusarium sp.
a diferentes concentraciones.
Extracto de orégano Extracto de eucalipto
(ppm) Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 1 Dia5 Dia 10

3000
o O Q
5000 ) Q
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. Tabla 16. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de extracto de gobernadora en presencia de Fusarium sp. a

diferentes concentraciones
Extracto de gobernadora
(ppm) i Dia 4 Dia 6

3000

4000

5000

Control
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Los porcentajes de inhibicion que muestran los aceites esenciales contra el crecimiento del

hongo Fusarium sp. estan presentados en la Figura 17.
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La aplicacion de aceites esenciales de orégano y eucalipto en las pruebas in-vitro a
diferentes concentraciones inhibié el crecimiento micelial del hongo durante los 10 dias de
estudio en cualquiera de las concentraciones utilizadas. Siendo el aceite esencial de
orégano (Figura 17A) el que muestra una inhibicién absoluta en las tres concentraciones
utilizadas, 2000, 4000 y 6000 ppm.

Con respecto a la actividad antimicrobiana del aceite de orégano, los resultados que
presentan Cueto-Wong et al. (2010) en su estudio, demostraron claramente que el aceite
esencial de orégano mexicano inhibié notablemente el desarrollo de F. oxysporum. Ademas
se evalu¢ la diferencia entre los dos métodos de tratamiento, contacto directo y fase vapor
del aceite esencial con respecto al crecimiento micelial de F. oxysporum. Se encontr6 a la
inhibicion dada por los volatiles de la fase vapor del aceite esencial, mayor que el método

directo, donde la concentracion minima de aceite esencial requerida para la inhibicion total
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de crecimiento del micelio fue de 0,15 uL de aceite esencial/ mL aire, mientras que para el
caso del método directo fue de 0,2 uL/ mL de medio.

Los porcentajes de inhibicidn de las pruebas in-vitro de aceite esencial de eucalipto
estdn mostrados en la Figura 17B, los cuales tienen una tendencia a aumentar conforme
aumenta la concentracion y mantienen similitud de valores a lo largo del estudio. Al dia 1,
las 3 concentraciones muestran 100 % de inhibicién, en el dia 4 la concentracién mas baja
(2000 ppm) dista valores del resto, mientras las concentraciones de 4000 y 6000 ppm
mantienen un comportamiento similar a lo largo del estudio. Al finalizan el estudio la
concentracion de 6000 ppm es la que muestra mayor inhibicion con 98% con respecto al
control. En esta prueba es hasta el dia 10 cuando las 3 concentraciones muestran
diferencias significativas (p<0.05), antes de esto son estadisticamente iguales.

Resultados similares fueron reportados por Alzate et al. (2009), quienes evaluaron la
actividad fungica de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus tereticornis, Myrtaceae)
sobre algunos hongos filamentosos, en los que figura Fusarium oxysporum, siendo este
microorganismo el hongo que se vio menos afectado por los componentes del este aceite,
pues fue inhibido a la concentracion mas alta propuesta (3000 ppm).

Por otro lado, Barrera-Necha y Garcia-Barrera (2008), quienes evaluaron la actividad
antifungica de 9 aceites esenciales de plantas, entre ellos Eucalyptus globulus, asi como
diez compuestos de dichos aceites esenciales, frente a Fusarium sp. durante 8 dias, en
este estudio los resultados muestran una relacion entre el aceite esencial de eucalipto y sus
constituyentes, pues en ambos casos se presenta una baja actividad antifungica sobre
Fusarium sp., pues no redujeron significativamente el crecimiento de micelio con respecto
al control utilizando concentraciones de hasta 300 pg/ml, en el caso del aceite esencial.

Es importante mencionar que aunque las cantidades utilizadas varien en cada
estudio, los autores reportan baja actividad antifungica, pues se inhibe al hongo Fusarium,
pero a grandes concentraciones. De la misma manera en este estudio, el aceite esencial
de eucalipto muestra una baja actividad antifungica, pues los porcentajes de inhibicion
aumentan conforme se aumenta la concentracion.

De acuerdo a la Tabla 17, las pruebas in-vitro adicionadas con aceite esencial de
orégano no muestran ningun crecimiento micelial visible durante los 10 dias de incubacion.
En las pruebas in-vitro adicionadas con aceite de eucalipto se observa un pequefio aro
micelial a una concentracion de 2000 ppm en el dia 5, creciendo gradualmente hasta
alcanzar un 24% de la superficie al finalizar el estudio, mientras que en las concentraciones

de 4000 y 6000 ppm se observé el mismo aro de color blanco, pero hasta el dia 10.
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Las dos concentraciones utilizadas de aceite esencial de orégano en presencia de
Fusarium sp., demuestran una eficacia similar sin diferencias significativas, por lo tanto la
concentracion utilizada para la realizacion del objetivo 2 fue la menor, 2000 ppm. La
concentracion de aceite esencial de eucalipto en presencia de Fusarium sp. elegida para la
aplicacion en el objetivo 2, fue de 6000 ppm, pues aunque las 3 concentraciones utilizadas
tienen un comportamiento similar, es hasta el dia 10 cuando las 3 concentraciones

muestran diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 17. Seguimiento fotografico de pruebas in-vitro de aceite de orégano y
eucalipto en presencia de Fusarium sp. a diferentes concentraciones.

Aceite orégano

(ppm) Dia 1 Dia 5 Dia 10

- @@

a X X

- 90O
Aceite eucalipto

o X X

- 99O
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La Figura 18, muestra la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales obtenida en las

pruebas in-vitro utilizando la matriz polimérica contra B. cinerea (Figura 18A), Fusarium sp.

(Figura 18B) y Colletotrichum sp. (Figura 18B).
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En esta prueba se aprecia al aceite de orégano como el maximo inhibidor en los 3

hongos examinados, utilizando una concentracion de 2000 ppm. Mientras el aceite de
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eucalipto no resulto efectivo en la inhibicion de los 3 hongos. Se han realizado estudios
acerca de aceites esenciales 0 sus componentes inmersos en matrices poliméricas para el
desarrollo de peliculas en envases de plastico, sin embargo la actividad antimicrobiana
mostrada en la fase vapor se encuentra bastante reducida. No obstante se han hecho
estudios en fase vapor del aceite de tomillo contra Eurotium sp., Aspergillus sp., Pencillium
sp. sobre un simulador de pastel esponjoso (Guynot et al., 2003) y contra E. repens, A.
flavus sobre pan Pan Rye (Suhr y Nielsen, 2003), ambos estudios obtuvieron reduccion
significativa en el crecimiento microbiano. Aflos mas tarde y siguiendo con la misma linea,
Lopez et al. (2007a, 2007b) realizé estudios de aceite de orégano, carvacrol, timol, entre
otros, en una matriz de polipropileno, polietileno/etilen-vinil-alcohol en agar y difusién en
vapor contra diferentes microorganismos como L. monocytogenes, Sal. choleraesuis, A.
flavus, C. albicans, donde el aceite de orégano y los dos componentes estudiados
mostraron inhibicion total en todos los microorganismos.

El seguimiento fotografico de Botrytis cinerea, Fusarium sp. y Colletotrichum sp. en
presencia de aceite de orégano y aceite de eucalipto se muestra en las Tablas 18, 19y 20,
respectivamente.

Las pruebas in-vitro de Botrytis cinerea adicionadas con aceite esencial de orégano
no muestra ningun crecimiento de micelio a lo largo de los 10 dias de estudio, tal como se
muestra en el seguimiento fotografico. En discrepancia, las prueba in-vitro adicionadas de
aceite esencial de eucalipto, el aro de micelio de Botrytis cinerea aparece desde el dia 2,
creciendo gradualmente y esparciéndose en pequenas colonias en la superficie al terminar
el estudio. El control no alcanza el 100% de crecimiento durante los 10 dias de estudio, sin
embargo el crecimiento que presenta en el dia 6 es el mismo que el presentado por el aceite
de eucalipto en el dia 10, retrasando de esta manera 4 dias el crecimiento de micelio de
Botrytis cinerea.

En la Tabla 19, las pruebas in-vitro de Fusarium sp. adicionadas con aceite esencial
de orégano no muestra ninguna crecimiento de micelio a lo largo de los 10 dias de estudio,
se observa en el seguimiento fotografico como el disco central permanece inalterable.
Mientras las pruebas in-vitro adicionadas con aceite esencial de eucalipto muestra el aro
de micelio desde el dia 2 creciendo gradualmente hasta obtener un crecimiento del 72%,

parecido al crecimiento que muestra el control con un 79%.
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Tabla 18. Seguimiento fotografico del crecimiento de Botrytis cinerea en presencia
de aceite de orégano (A) y eucalipto (B) encapsulados en la matriz polimérica
Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10

(A)
Aceite de
orégano
(2000 ppm)

(B)

Aceite de

(4000 ppm)

Tabla 19. Seguimiento fotografico del crecimiento de Fusarium sp. en presencia de

aceite de orégano (A) y eucalipto (B) encapsulados en la matriz polimérica

Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
(A)
Aceite de
orégano
(2000
ppm)
(B)
Aceite de
eucalipto
(6000
ppm)
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En Tabla 20, las pruebas in-vitro de Colletotrichum sp. adicionadas con aceite
esencial de orégano al igual que los 2 hongos anteriores, permanece sin crecimiento.
Mientras tanto el control alcanza su maximo crecimiento en la caja Petri desde el dia 7.
Colletrotrichum sp. en presencia de aceite de eucalipto mantiene un crecimiento constante
durante los 10 dias de evaluacion, alcanzando un maximo de 80% de crecimiento en la caja
Petri, el micelio observado, si bien no es un aro definido en la circunferencia exterior, se

observa como el micelio esta avanzando porque la transparencia de la caja Petri disminuye.

Tabla 20. Seguimiento fotografico del crecimiento de Colletotrichum sp. en

presencia de aceite de orégano (A) y eucalipto (B) encapsulados en la matriz

polimérica
Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10
(A)
Aceite de
=4 L 1 1 [ k¢
(2000
ppm)

(B) ” / . \
Aceite de - i (o
eucalipto SVANGE v

(6000 ppm)

5.3. Cinética de degradacion de los compuestos bioactivos de extractos naturales.

En el desarrollo de la cinética de degradacion de los compuestos bioactivos mediante
cromatografia de gases para establecer la permanencia de los compuestos presentes en el
aceite esencial a temperatura de refrigeracion (4°C), se obtuvieron los resultados mostrados
en la Figura 19, aceite esencial de orégano en el interior de la matriz polimérica (Figura
19A) y del aceite esencial de orégano sin encapsular (Figura 19B).
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Timol y cimeno son los componentes mayoritarios estudiados en el aceite esencial de
orégano (Figura 19B) sin encapsular, sin embargo en la liberacion de los compuestos en la
matriz polimérica (Figura 19A) timol y carvacrol son los componentes mayoritarios, lo que
indica una interaccién del cimeno con los componentes de esta matriz (alginato/gelana), al
igual que el pineno, pues esta sustancia solo figura en el aceite esencial sin encapsular.

No hay estudios relacionados con aceite esencial de orégano encapsulado en una
matriz polimérica como la descrita en este estudio, por otra parte los resultados obtenidos
de aceite sin encapsular son similares al estudio realizado por Espinosa (2012), quien
elabord un andlisis de 14 componentes de aceite de orégano mexicano (Lippia graveolens)
por cromatografia de gases-masas, obteniendo como componentes mayoritarios al
carvacrol (50.54%), cimeno (38.96%) y timol (3.02%), Si bien, se trata de orégano
mexicano, recordemos que, la composicion quimica del orégano es compleja y depende de
la época de colecta, la fenologia de la planta y la altitud del lugar de crecimiento. Asimismo,
se sabe que la concentracion del timol y el carvacrol es mayor en plantas jovenes, aunque
dicho valor no se afecta por la cantidad de agua que recibe la planta durante su desarrollo
(Meléndez et al., 2009).

La permanencia de los componentes tales como carvacrol y timol del aceite esencial
de orégano en la matriz polimérica se presenta en mayor proporcion que en el aceite
esencial sin encapsular, pues el porcentaje de concentracién final con respecto a la

concentracion inicial es mucho menor en el aceite esencial sin encapsular que para la matriz
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polimérica, componentes como timol y carvacrol tienen pérdidas en la concentraciéon del
aceite esencial sin encapsular de hasta el 66%, mientras la perdida de estos componentes
en la matriz polimérica fueron de tan solo 46 y 43% respectivamente. Consecuentemente
hay 20-23% menos pérdida de los componentes contenidos en la matriz polimérica, dando
como resultado una retencion de estos componentes en la matriz permitiendo una liberacién
prologada y accion antimicrobiana controlada a lo largo del estudio. Estos compuestos
tienen un amplio espectro antimicrobiano contra diferentes patégenos y microorganismos
causales del deterioro de los alimentos, incluidas las especies Gram-negativas tal como E.
coli, Yersinia enterocolitica, P. aeruginosa, y Sal.choleraesuis; las bacterias Gram-positivas
tales como L. monocytogenes, estafilococos Aureus; levaduras tales como S. cerevisiae,
Candida albicans, Debaryomyces hansenii; y mohos tales como Alternaria, A. niger, Botrytis

cinerea, A. flavus, penicllium roqueforti (Kuorwel et al., 2011).
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CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES




De acuerdo a los resultados anteriores, se concluye:

o

El extracto etandlico y aceite esencial de orégano muestran un potente poder
antifungico contra los hongos Fusarium sp. y Colletotrichum sp. a 2000 ppm,
inhibiendo totalmente el crecimiento micelial de estos hongos; sin embargo para el
control de B. cinerea se necesitaron emplear concentraciones mas altas (5000 ppm)
de extracto etandlico para obtener resultados similares. Indicando que este hongo es
mas resistente a los extractos obtenidos.

Las pruebas in-vitro de los extractos etandlicos provenientes de orégano, eucalipto y
gobernadora no tienen seguimiento en el objetivo 2 dada la disposicion fisica de la
técnica utilizada, pues esta no permite la cuantificacion del poder inhibitorio de los
vapores de fenoles contenidos en las plantas, pues también cuantifica el poder
inhibitorio de los vapores de etanol.

El aceite de eucalipto encapsulado en la matriz polimérica alginato/gelana disminuye
su capacidad antifungica ante Fusarium sp., Colletotrichum sp y B. cinerea, lo que
indica interacciones entre los componentes de este aceite esencial y los polimeros
utilizados.

En el aceite esencial de orégano se cuantificaron los siguientes componentes: timol,
carvacrol, cimeno y pineno, de los cuales el timol fue el compuesto de mayor
concentracion.

La matriz polimérica presenta 20-23% menos pérdida de carvacrol y timol en
comparacion a la pérdida de compuestos bioactivos en el aceite esencial sin
encapsular, dando como resultado una liberaciéon controlada manteniendo activos
por mas tiempo estos compuestos y reduciendo el crecimiento de Fusarium sp.,
Colletotrichum sp. y B. cinerea de manera constante durante todo el estudio.

El aceite esencial de orégano es la mejor opcién para el desarrollo de un envase
activo utilizando la matriz polimérica de gelana/alginato pues a pesar de que algunos
de sus componentes como el p-cimeno y a-pineno presenten una posible interaccion
con la matriz polimérica, la actividad del aceite esencial de orégano mantuvo su

efectividad durante los 10 dias de estudio.
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Estudiar la sinergia de los vapores de etanol y los vapores de los compuestos fendlicos

contenidos en los extractos etandlicos.
Realizar pruebas in-vitro de los hongos Fusarium sp. y Colletotrichum sp. con
concentraciones mas bajas de extractos vegetales de orégano propuestas en este

trabajo.

Estudiar el sinergismo entre el aceite esencial de orégano y eucalipto, asi como otras

plantas.
Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano encapsulado en la matriz
polimérica gelana/alginato contra otros hongos o bacterias importantes en los alimentos

como E. coli y Salmonella.

Evaluar la liberacion del aceite esencial de eucalipto en diferentes matrices poliméricas.
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