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RESUMEN

Se evalud la actividad antifungica del extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum contra especies de hongos filamentosos aislados de harina de maiz
precocida para consumo humano, para lo cual se tomaron 10 muestras de harina de maiz
precocida, las cuales se sometieron a diluciones seriadas con solucion salina fisioldgica
y luego se sembraron por el método de difusion en agar, en placas que contenian agar
Sabouraud dextrosa (ASD) para asi lograr aislar e identificar los microorganismos
fangicos. Seguidamente, se prepararon suspensiones de conidios de los microorganismos
aislados. Posteriormente, al extracto se le determind la actividad antifingica mediante el
método de difusion en agar y concentracién minima inhibitoria (CMI). Los hongos
filamentosos aislados de las 10 muestras de harina de maiz precocida fueron:
Penicillium sp., Fusarium moniliforme, Mucor sp., Aspergillus flavus, A. orizae y A.
niger. Los resultados obtenidos de la actividad antifingica del extracto etandlico de
Syzygium aromaticum se evidencio por la formacion de halos de inhibicién promedio,
alrededor del disco impregnado con dicho extracto, dentro de estos resultados se
observaron halos de inhibicion promedio de 24,77 mm para Penicillium sp., 18,33 mm
para Fusarium moniliforme, 16,20 mm para A. oryzae, 14,90 mm para Mucor sp., 12,77
mm para A. flavus y 8,87 mm para A. niger, respectivamente. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) fue de 11,13 mg/ml para las especies Penicillium sp., y Fusarium
moniliforme, 44,50 mg/ml para A. oryzae, Mucor sp., y A. flavus y 89,00 mg/ml para A.
niger. En conclusidn, se pudo evidenciar que el extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum demostré tener propiedades antifingicas contra los hongos filamentosos
analizados.



INTRODUCCION

Los hongos constituyen un complejo grupo de organismos eucarioticos heterotrofos que
se alimentan mediante la absorcion directa de nutrientes, son capaces de colonizar
diversos sustratos, manteniendo el equilibrio de los ecosistemas. Este grupo de
organismos posee un ndcleo y una membrana nuclear, un reticulo endoplasmico,
mitocondrias y un aparato secretor. Muchos son aerobios obligados o facultativos. Son
quimidtrofos secretores de enzimas que degradan una amplia variedad de sustratos
organicos en nutrientes solubles que luego son absorbidos pasivamente o integrados a la
célula por transporte activo (Estrada y Ramirez, 2019; Villalva, 2021).

Los granos y cereales son ricos en proteinas, almidén, lipidos, celulosa y gluten. Dentro
de los cereales, el maiz es el producto agricola que se cultiva con mayor frecuencia en
todo el mundo, debido a sus cualidades alimenticias para la produccion de proteina
animal y el suministro de elementos nutritivos para los seres humanos; ademas, es
materia prima basica en la industria, ya que de él se obtiene la harina de maiz precocida
para consumo humano. Esta es considerada una de las principales fuentes de
alimentacion para la poblacion a nivel mundial. En Venezuela, la harina de maiz
precocida es la base en la preparacion de alimentos como arepas, empanadas, atoles,
entre otros. La presencia de diferentes especies fungicas en los granos de maiz puede
presentarse en cualquier punto de la cadena de produccion (cosecha, recoleccion,
almacenaje, transporte, elaboracion y conservacion); las condiciones adecuadas para la
proliferacion de hongos micotoxigénicos se atribuye a factores como una humedad
mayor de 14,0 % en grano, una temperatura mayor de 20 °C, una humedad relativa en
almacén de 70,0 a 90,0%, aunado al manejo inadecuado poscosecha, el tipo de
transporte y el almacenamiento prolongado (COVENIN, 1996; Barrroyeta et al., 2013;
Arellano, 2019).



La micoflora de las harinas de maiz precocidas elaboradas con materia prima
contaminada con hongos esta constituida principalmente por los géneros Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Eurotium, Fusarium y Penicillium, pertenecientes a las

divisiones Ascomycota y Zygomycota.

Bonivento et al, (2008) evaluaron la micoflora en muestras de granos de maiz
encontrando que las especies predominantes de dicho cereal fueron Aspergillus
candidus, Aspergillus flaviceps, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
terreus, Cladosporium sp., Curvularia lunata, Eurotium chevetti, Fusarium oxysporum y
Penicillium citrinum. La alta frecuencia de estos microorganismos en los alimentos
elaborados a base de maiz y su capacidad para producir micotoxinas presentan un
peligro potencial para la salud del hombre, asi como una fuerte pérdida econdémica
Badaraco et al. (2020).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios de ciertos hongos que pueden desarrollarse
en ciertos productos alimenticios antes, durante o después de la cosecha, o durante el
almacenamiento y transporte de los mismos, estos se originan como respuesta al estrés
oxidativo durante la colonizacion por hongos, resultando ser toxicos y potencialmente
dafinos para humanos y animales. Estas especies necesitan condiciones ecofisioldgicas
especiales, como temperatura y humedad, para crecer y sintetizar estos metabolitos.
Algunos productos susceptibles son las semillas oleaginosas como los cacahuates y las
almendras, especias, frutas, cereales como el trigo, el maiz y sus derivados como las
harinas. En la actualidad, se han identificado mas de 300 micotoxinas. Las principales
especies micotoxigénicas pertenecen a los géneros Fusarium, Claviceps, Alternaria,
Aspergillus y Penicillium (Marin et al., 2018; Arellano, 2019; Suscay et al., 2020;
Pallarés et al., 2022).

En 2000 Mazzani et al., realizaron un estudio donde evaluaron veinte hibridos
experimentales y comerciales de maiz blanco y amarillo en el Sombrero estado Guérico,

con el fin de estudiar la incidencia de Fusarium spp. y Aspergillus spp., encontraron que



la incidencia de Fusarium moniliforme fue intermedia en 15 muestras y alta en los
restantes; no encontraron diferencias significativas entre hibridos de maiz para el
contenido de Fusarium spp. vy, el rango de contaminacion entre hibridos fue estrecho,

aunque todos resultaron contaminados, los contenidos de Fusarium spp. fueron bajos.

En Latinoamérica existe condiciones climaticas que favorecen el crecimiento de mohos
toxigénicos en los cultivos de maiz, siendo Venezuela una de las principales regiones
tropicales mas afectadas. Esto se ha demostrado mediante estudios realizados, en los
cuales se evidencia la contaminacién con mohos y micotoxinas en granos de maiz
cosechados y almacenados en distintos estados del pais, lo que ha permitido demostrar
que la presencia de las especies flangicas toxigénicas de los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium en los granos de maiz, pueden llegar a afectar el rendimiento del
cultivo, asi como también, interferir en la calidad del producto final (harina de maiz
precocida), especialmente por la contaminacion con las micotoxinas y sus efectos
mutagénicos, teratogénicos y carcinogénicos. Aspergillus flavus es una de las principales
especies que afectan al maiz, debido a que es productor de aflatoxinas, micotoxina que
es altamente toxica capaz de provocar intoxicacion aguda e incluso la muerte (Chavarri
y Freites, 2018).

La presencia de estos microorganismos patdégenos en los cultivos agricolas induce a
generar nuevas alternativas de control y eliminacion mediante la aplicacién de sustancias
naturales como los aceites esenciales. Los aceites esenciales de especies aromaticas son
extractos naturales de base lipidica que se encuentran en casi todas las plantas, estos
presentan una bioactividad alta, ademas poseen propiedades antifungicas,
antibacterianas, insecticidas, nematicidas, herbicidas, antioxidantes y antiinflamatorias.
Los aceites esenciales tienen diversas aplicaciones industriales, en areas como:
farmacéutica, perfumes y alimentos. Se estima que hay mas de 250.000 especies de
plantas en la tierra, las cuales contienen grandes depositos de compuestos quimicos
parcialmente explotados y que son importantes para la elaboracion de productos

naturales que benefician a la industria; los cuales son extraidos de diferentes partes de la



planta como: hojas, raices, tallos y flores. Los aceites esenciales son componentes
heterogéneos de terpenos, sesquiterpenos, acidos, ésteres, fenoles, lactonas; que son
separables por métodos fisicos o quimicos (Zaker, 2016; Flores y Mojica, 2019; Raveau
et al., 2020).

La actividad de los aceites esenciales puede darse mediante varios mecanismos de
accion, dentro de estos se destaca la disrupcion de la membrana por los componentes
lipofilicos, los cuales son en su mayoria terpenos y terpenoides, estos pasan a travées de
la pared celular y las membranas citoplasmaticas, interrumpiendo sus estructuras y
permeabilizandolas. Esta permeabilizacion da origen a una cascada de reacciones en la
célula resultando en la pérdida de macromoléculas, iones y reduccion del potencial de
membrana, colapso de las bombas protonicas y deplecién de ATP lo que trae como
consecuencia la muerte celular. EI mecanismo de accion de la actividad antifungica se
puede dar mediante la lesion de la membrana citoplasmatica por la interrupcién de la
biosintesis del ergosterol, responsable de la integridad celular y el mantenimiento de las

funciones vitales (Jaramillo, 2020).

Syzygium aromaticum, pertenece a la familia Mirtaceae y es una de las especias mas
antiguas y cotizadas, procedente de Oriente, se le atribuyen propiedades culinarias y
medicinales. EI compuesto mas abundante y el responsable de su aroma es el eugenol.
Este compuesto ha demostrado poseer actividad hepatoprotectora, vasorelajadora y
anestésico local en estudios in vivo. Ademas, es rico en compuestos polifendlicos,
principalmente, acidos fenolicos como é&cido galico, cafeico, ferulico, elagico y en
menor concentracion, flavonoides como kaempferol, quercetina y sus derivados
glucosidados. Esta especie es de facil localizacion y gran comercializacién debido a sus
propiedades antifingicas, antisépticas, antivirales, anestésicas, analgésicas vy
bactericidas, atribuyendo estas propiedades al componente eugenol, el cual representa
entre el 72,0 a 90,0% del aceite esencial extraido principalmente del boton seco de la
flor de clavo de olor (Torres et al., 2018; Acedo et al., 2020).



Los fungicidas de composicion quimica son la primera eleccion para el control de
hongos en el campo agricola, por lo cual estos compuestos quimicos no dejan de causar
un impacto negativo a nivel ambiental. En la actualidad, debido a la elevada incidencia
de infecciones flangicas es necesario el monitoreo de los mohos y micotoxinas en las
principales zonas productoras de harina de maiz, ya que este es un producto de consumo
masivo, Y si esta contaminado podria ocasionar efectos nocivos sobre la salud humana y
animal. También, se debe buscar el desarrollo de nuevas estrategias que permitan el uso
de fungicidas a partir de extractos y aceites esenciales obtenidos de especies vegetales, y
evaluarlos en estudios in vitro contra hongos fitopatdgenos como un paso inicial al
desarrollo de las alternativas tecnologicas prometedoras en el uso de bioproductos
disponibles a partir de plantas. Estos potenciales productos serian un método de bajo
costo y ecoldgicamente factibles para la proteccion de los cultivos agricolas,
comparados con los fungicidas que existen en el mercado, lo que permitiria sustituir con
éxito a los agroquimicos; es por ello, que el objetivo de la presente investigacion es
evaluar la actividad antifungica del extracto etanolico de la flor de Syzygium aromaticum
contra hongos filamentosos aislados de harina de maiz precocida para consumo humano.



METODOLOGIA

Muestra
Se recolectaron diez muestras (10) de harina de maiz precocida presentadas en
empaques de plasticos de 1 kg como lo indica la norma COVENIN N°2135: 1996.

Procesamiento de las muestras

Se aplicd el método de diluciones seriadas descrito por Garcia (1990) y Pascual y
Calderdn (2000). Para lo cual se pesaron 10 g de cada muestra y fueron afiadidas por
separado en matraces estériles de 250 ml de capacidad, a los cuales se le agregaron 90
ml de solucién salina fisioldgica (SSF). Las muestras preparadas se colocaron en un
agitador mecénico (Sheaker) marca LAB-LINE durante 20 minutos con el propdsito de
permitir el desprendimiento de los microorganismos presentes en las muestras en estudio
(dilucién 10°™).

Se tomd 1 ml de la dilucidn antes mencionada y se coloco en un tubo que contenia 9 ml
de SSF (dilucién 10?), seguidamente se mezclé muy bien, luego se trasvasé 1 ml de
dicha dilucién a otro tubo que contenia 9 ml de SSF (dilucién 107%). Este procedimiento
se repiti6 hasta alcanzar la dilucién 107°. Posteriormente, se colocé por triplicado 0,1 ml
de cada dilucion en placas de Petri con 20 ml de agar Sabouraud dextrosa (ASD)
(Himedia Laboratories Limited, India). La siembra se llevd a cabo por el método de
agotamiento de superficie utilizando un asa de Digralski. Seguidamente, las placas
fueron rotuladas de acuerdo al nimero de la dilucidn correspondiente y se incubaron

durante un lapso de tiempo de 5 a 7 dias a una temperatura de 28 a 30 °C.

Aislamiento de los hongos filamentosos
Se escogieron a partir de las placas sembradas, colonias con caracteristicas morfoldgicas

diferentes y se sembraron en tubos que contenian 3 ml de agar Sabouraud dextrosa



(ASD) (Himedia Laboratories Limited, India) dispuestos en bisel y se incubaron durante
5a 7 dias a una temperatura de 28 a 30 °C (Arenas, 2011).

Identificacidn de los hongos aislados
Caracteristicas macroscopicas: La identificacion de los hongos filamentosos se realiz6
mediante el estudio macroscopico de las colonias como: aspecto, color, forma, difusion

de pigmentos, superficie, color de superficie, reverso, consistencia, textura y tamafio.

Caracteristicas microscopicas: la identificacion de los hongos filamentosos aislados se
evaluaron mediante el estudio de las caracteristicas microscopicas tales como: tipo de
micelio, conidiéforos, esterigmas, conidios (forma, tabicamiento, color, diametro,
paredes y agrupacion de los conidios) esporangioforas, esporangios, esporangiosporas,
columenas, rizoides mediante la técnica de microcultivo de Ridell (1950), que consiste
en colocar en el fondo de una placa de Petri un trozo de papel absorbente y sobre este se
colocara una varilla de vidrio en forma de “U”’. Seguidamente, se coloc6 sobre la varilla
de vidrio una lamina portaobjeto y una laminilla cubreobjeto, para su esterilizacion en la
autoclave durante 15 minutos a 15 libras de presion y se secO posteriormente en la
estufa. Luego de ello, se procedio a preparar una placa de Petri con medio de cultivo
agar Sabouraud dextrosa (ASD), el cual debe poseer 5 mm de espesor, a continuacion, el
medio de cultivo fue cortado con un bisturi estéril el medio, en cuadrados de 10 mm de
lado y se colocaron en el centro de la lamina portaobjetos, a la cual se le inoculd con un
asa bacterioldgica las colonias en estudio en los 4 puntos de los bordes del agar y se
cubrié con una laminilla cubreobjeto sobre el medio inoculado. Luego, se afiadio agua
destilada estéril en el papel absorbente cuidando de no mojar el medio y se incubaron las
placas de Petri durante 7 a 10 dias a una temperatura de 28 °C. Una vez alcanzado el
crecimiento fungico se procedié a realizar la coloracion, retirando con una pinza la
lamina cubreobjeto y se colocé sobre la lamina portaobjeto con 1 0 2 gotas de azul de
lactofenol, para su observacion al microscopio con objetivo de bajo aumento (10X) y

luego con el objetivo de mayor aumento (40X) (Arenas, 2011).



Material vegetal
La flor del clavo de olor (Syzygium aromaticums) fue adquirida en el mercado municipal
de la ciudad de Cumand, estado Sucre, esta fue llevada al Laboratorio de Microbiologia

del Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas (INIA).
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igur 1. Flor de Syzygium aromaticum

Extraccién etandlica

Se triturd en un mortero de ceramica el material vegetal, para asi obtener un fino polvo
con el cual se preparard el extracto, usando como solvente etanol al 80,00% (marca
Riedel de Haen). El extracto se obtuvo siguiendo la metodologia de Bluma et al. (2008).
Se mezclaron 3 g de polvo del fruto seco con 20 ml de etanol al 80,00%, ésta mezcla se
dejo6 en reposo durante 48 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Seguidamente,
el extracto obtenido se filtrd con papel de filtro Whatman N°1 y fue vertido en placas de
Petri, las cuales fueron previamente pesadas; posteriormente, las placas que contenian el
extracto fueron guardadas en oscuridad hasta que se evapor6 completamente el etanol.
Se determind el peso seco del extracto, para lo cual se le restd el peso de la placa de
Petri con la del extracto seco menos el peso de la placa de Petri sin el mismo.
Finalmente, el extracto obtenido se resuspendid en una proporcion 1:1 (1 g del extracto
etandlico en 1 ml de agua destilada estéril). Por ultimo, el extracto fue colocado en



viales y guardado en refrigeracion. Cada vial se mezclé profusamente al momento de
usarlo. La concentracion del extracto etanélico de la flor de Syzygium aromaticum fue
de 178 mg/ml.

Cepas fungicas
Se emplearon las diferentes cepas de hongos filamentosos aislados de las muestras de

harina de maiz precocida para consumo humano.

Suspensién de conidios

La suspensién de conidios se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Rasooli
et al. (2008), para ello, las cepas aisladas fueron cultivadas en tubos de ensayo con agar
Sabouraud dextrosa (ASD) (Himedia Laboratories Limited, India) a 28°C durante 10
dias. Posteriormente, se prepararon la suspension de conidios, para lo cual a cada tubo
de ensayo se le agregaron 10 ml de solucion salina fisiologica (SSF) y se agit6
vigorosamente con la finalidad de facilitar el desprendimiento de los conidios. La
suspension que se obtuvo en cada tubo se filtré por separado a través de una doble gasa
estéril, para asi eliminar otras estructuras fungicas y obtener sélo conidios en la
suspension. Finalmente, utilizando una camara de Neubauer se ajustd la concentracion

de conidios a 10° conidios/ml.

Evaluacion de la actividad antifungica por el Método de Difusion en Agar

La actividad antifungica del extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum fue
determinada de acuerdo a la metodologia descrita por De Souza et al. (2005). Se
utilizaron placas de Petri con agar Sabouraud dextrosa (ASD), en estas fueron
diseminados uniformemente 100 pl de la suspension de conidios de cada cepa por
separado, utilizando un asa de Digralski. Seguidamente, se impregnaron discos de papel
filtro estériles de 6 mm de didmetro con el extracto y se colocaron en el medio de las
placas de Petri con ASD previamente inoculadas con la suspension de conidios. Se conto

con un control de crecimiento con placas inoculadas con 100 pl de la suspension de
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conidios, sin el extracto. Las placas fueron incubadas por tres dias a una temperatura de
25°C y se evaluaron cada 24 horas. Los halos de inhibicion fueron medidos usando una
regla graduada y sus diametros fueron expresados en milimetros. El procedimiento se

realizé por triplicado.

Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se realiz6 siguiendo la metodologia descrita
por Rasooli y Mirmostafa (2003) y Rasooli et al. (2008). Para ello, se realizaron
diluciones seriadas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32) a partir de la mezcla de 100 pl del
extracto etanolico de la flor de Syzygium aromaticum en los micropozos de una placa
que contenia 100 pl de caldo Sabouraud dextrosa y 50 ul de la suspension de conidios,
de cada una de las cepas aisladas. Se emplearon pozos controles que contenian sélo la
mezcla de caldo y la suspension de conidios y solo el extracto etanolico de la flor de
Syzygium aromaticums (clavo de olor). Las placas se incubaron a 28°C durante 48 horas.
La concentracion minima inhibitoria se obtuvo del micropozo con la dilucién que no

mostro crecimiento fangico. La lectura se realizd de forma visual.

Andlisis de datos

Los resultados obtenidos en la investigacién se presentaron mediante estadistica
descriptiva, a través de tablas y figuras, para comparar la actividad antifingica del
extracto etanolico de la flor de Syzygium aromaticum (clavo de olor) sobre las diferentes

cepas aisladas de la harina de maiz precocida para consumo humano.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los microorganismos aislados de las diez (10) muestras de harina de maiz precocida
para consumo humano fueron Penicillium sp., Fusarium moniliforme, Mucor sp.,

Aspergillus flavus, Aspergillus orizae y Aspergillus niger.

Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos por Elham y Modhi (2015),
quienes evaluaron 200 muestras de grano de maiz, donde encontraron la presencia de
géneros como Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium, formando parte de la
micoflora del maiz. Asi mismo, Lumi et al. (2015), en su estudio aislaron hongos
filamentosos a partir de granos de maiz con la finalidad de evaluar la actividad
enzimética de los mismos, donde se evidencid el crecimiento fingico de los géneros
Penicillium, Fusarium, Mucor y Aspergillus. Por otro lado, Arispe et al (2019) en su
estudio de identificacién morfofisioldgica de hongos en genotipos de maiz, evidenciaron
la presencia de hongos micotoxigénios como Aspergillus, Fusarium, y Penicillium,

siendo estos los principales géneros toxicogénicos y de amplia distribucién geografica.

Al evaluar la actividad antifingica del extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum mediante el método de difusion en agar sobre el crecimiento de las especies
aisladas en las 10 muestras analizadas, se pudo observar que produjo inhibicién de
crecimiento con halos alrededor del disco en todas las especies fungicas evaluadas. La
mayor actividad antifungica del extracto etanolico de la flor de Syzygium aromaticum se
observo sobre el crecimiento de Penicillium sp. al producir halos de inhibicion mayores

en comparacion con las otras especies fungicas.

En la tabla 1 se muestra los valores promedios de los halos de inhibicion el extracto
etanolico de la flor de Syzygium aromaticum contra los hongos filamentosos aislados de

harina de maiz precocida para consumo humano.
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Tabla 1. Halos de inhibicién promedio del extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum sobre los hongos filamentosos aislados de harina de maiz precocida para
consumo humano.

Halos de inhibicion

Extracto Microorganismos .
promedio (mm)
Penicillium sp. 24,77
Fusarium moniliforme 18,33
. . Aspergillus oryzae 16,20
Syzygium aromaticum
a9 Mucor sp. 14,90
Aspergillus flavus 12,77
Aspergillus niger 8,87

Rana et al. (2011) estudiaron la actividad antifungica de Syzygium aromaticum contra
algunos patdgenos fangicos comunes de plantas y animales, tales como: Fusarium
moniliforme, Fusarium oxysporum, Aspergillus sp., Mucor sp., Trichophyton rubrum y
Microsporum sp probaron que el aceite esencial de Syzygium aromaticum posee un
elevado efecto antifungico para todas las especies estudiadas, obteniendo halos de
inhibicién que oscilaron entre 12,00 y 22,00 mm. Valdés et al. (2016) evaluaron la
actividad antifungica del aceite esencial de Syzygium aromaticum puro y disuelto en
etanol al 70,00 % a diferentes concentraciones, frente a tres cepas fingicas aisladas de
documentos en biodeterioro, encontraron que el extracto etandlico de Syzygium
aromaticum presenté una elevada actividad fungicida a diferentes concentraciones
presentando halos de inhibicion de 14,00 a 24,00 mm para Aspergillus niger, de 20,00 a
23,00 mm para Aspergillus flavus y de 15,00 a 21,00 mm para Penicillum
aurantiogriseum. Martinez (2018) evalu6 la actividad antifungica de los aceites de
Melissa officinalis (Toronjil) y Rosmarinus officinalis (Romero) contra Aspergillus
flavus, obteniendo halos de inhibicion de 4,60 mm para el extracto de toronjil y 3,60 mm

para romero.

Por otra parte, Ocque (2018), comprobd la actividad antifingica de Syzygium
aromaticum contra hongos filamentosos; obteniendo halos de inhibicion promedio de
18,10 mm para Nigrospora sp, 17,30 mm para Fusarium sp., y 15,70 mm para
Curvularia sp. Asi mismo, Acedo et al. (2020) evaluaron la actividad antifingica de
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Syzygium aromaticum a diferentes concentraciones contra el hongo fitopatégeno
Fusarium oxysporum, obteniendo halos de inhibicién a concentraciones de 1,00% y
3,00% que oscilan entre 26,00 a 11,00 mm, respectivamente, ademas el extracto en
estudio, a una concentracion de 5,00%, inhibié completamente a la especie fungica
evaluada. Badaraco et al. (2020), menciona que los hongos pueden generar problemas
economicos, productivos y alterar la calidad y sanidad alimentaria. Al obtener estos
resultados con el extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum se puede inferir

que esta especie es fuente de compuesto bioactivos con actividad antifungica.

Las figuras 2, 3, 4, 5, 6 y 7 ilustran los halos de inhibicién producidos por la accion del
extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum sobre las especies aisladas, donde
se puede apreciar que el extracto en estudio presentd actividad antifingica sobre el

crecimiento en todas las especies analizadas.

Figura 2. Actividad antifungica del extracto etandélico de la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Penicillium sp. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud dextrosa
(ASD) inoculado con Penicillium sp. B: efecto antiflngico del extracto etandlico de la flor de
Syzygium aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar Sabouraud dextrosa (ASD)
inoculado con Penicillium sp. + disco impregnado con el extracto etandlico de la flor de
Syzygium aromaticum.
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Figura 3. Actividad antifungica del extracto etanélico de la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Fusarium moniliforme. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud
dextrosa (ASD) inoculado con Fusarium moniliforme. B: efecto antifingico del extracto
etandlico de la flor de Syzygium aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar
Sabouraud dextrosa (ASD) inoculado con Fusarium moniliforme + disco impregnado con el
extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum.

Figura 4. Actividad antiflngica del extracto etandlico la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Aspergillus oryzae. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud
dextrosa (ASD) inoculado con Aspergillus oryzae. B: efecto antiflngico del extracto etandlico
de la flor de Syzygium aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar Sabouraud
dextrosa (ASD) inoculado con Aspergillus oryzae + disco impregnado con el extracto etandlico
de la flor de Syzygium aromaticum.
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Figura 5. Actividad antifungica del extracto etanélico de la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Mucor sp. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud dextrosa
(ASD) inoculado con Mucor sp. B: efecto antifungico del extracto etandlico de Syzygium
aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar Sabouraud dextrosa (ASD) inoculado con
Mucor sp. + disco impregnado con el extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum.

ot

Figura 6. Actividad antifungica del extracto etanélico de la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Aspergillus flavus. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud
dextrosa (ASD) inoculado con Aspergillus flavus. B: efecto antiflngico del extracto etanolico de
la flor de Syzygium aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar Sabouraud dextrosa
(ASD) inoculado con Aspergillus flavus + disco impregnado con el extracto etandlico de la flor
de Syzygium aromaticum.
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Figura 7. Actividad antifungica del extracto etanélico de la flor de Syzygium aromaticum
sobre el crecimiento de Aspergillus niger. A: control de crecimiento: Agar Sabouraud
dextrosa (ASD) inoculado con Aspergillus niger. B: efecto antifiingico del extracto etanélico de
la flor de Syzygium aromaticum sobre el microorganismo inoculado: Agar Sabouraud dextrosa

(ASD) inoculado con Aspergillus niger + disco impregnado con el extracto extracto etanolico de
la flor de Syzygium aromaticum.

En la tabla 2 se observa los valores de concentracién minima inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum sobre los microorganismos
aislados. El extracto en estudio inhibio6 el crecimiento de Penicillium sp. y Fusarium
moniliforme, a una concentracién de 11,13 mg/ml, mientras que para Aspergillus oryzae,
Mucor sp, y Aspergillus flavus la concentracion minima inhibitoria fue de 44,50 mg/ml y
para Aspergillus niger fue de 89,00 mg/ml. La mayor actividad antifngica del extracto
etandlico de la flor de Syzygium aromaticum se observé sobre las especies Penicillium
sp, y Fusarium moniliforme, estos resultados permiten inferir que Penicillium sp. y
Fusarium moniliforme presentaron una mayor actividad al efecto del extracto etandlico
de la flor de Syzygium aromaticum, debido a que se requirié una menor concentracion

del mismo en comparacion con las demas especies estudiadas.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de la flor de
Syzygium aromaticum sobre los hongos filamentosos aislados de harina de maiz
precocida para consumo humano.

Concentracion minima inhibitoria
Extracto Microorganismos (mg/ml)
89,00 4450 2225 11,13 5,56

Penicillium sp. - - - - +

Fusarium moniliforme - - - -

Syzygium Aspergillus oryzae - -
aromaticum Mucor sp. - -
Aspergillus flavus - -

Aspergillus niger - +

+ + + +
+ + + +
+ + + + +

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

Sharma et al. (2017) al realizar ensayos con los aceites esenciales de clavo de olor,
limoncillo, menta y eucalipto contra Fusarium oxysporum obtuvieron que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite de clavo de olor fue de 31,25 ppm,
siendo este el méas eficaz en comparacion con los demas extractos estudiados. Asi
mismo, Hu et al. (2019) evaluaron la actividad antifungica de los aceites esenciales de
Cinnamom verum y Syzygium aromaticum contra Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y
Aspergillus ochraceus, encontrando que el estudio in vitro inhibié por completo el
crecimiento micelial de las tres especies en estudio a una concentracién de 10,24 mg/ml.
Por otra parte, Ugufia (2019) demostr6é que el aceite esencial de clavo de olor presentd
un porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo entre un 61,00 y 76,00% sobre
Aspergillus flavus. Galarza y Quimi (2020) demostraron que el aceite esencial de canela
mostré concentracién minima inhibitoria para Penicillium expansum de 0.0918 y 0.102

mg/ml, respectivamente.

La actividad antifingica de los aceites esenciales se encuentra relacionada con la
proporcion de compuestos fitoquimicos, los cuales son metabolitos secundarios
sintetizados de manera natural por las plantas, a los mismos se le atribuye el efecto
inhibitorio del crecimiento fungico. Dentro de estos compuestos se encuentran: fenoles,
alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres e hidrocarburos; siendo los fenoles los que poseen

mayor actividad antifingica; estas moléculas hidréfobas se encuentran presentes en los
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aceites esenciales de canela, clavo de olor, lavanda, orégano y tomillo. La proporcion de
estos compuestos depende del quimiotipo, edad de la planta, condiciones climaticas,
ambientales, tiempo de cosecha y método de extraccion. Su actividad citotoxica se debe
a que los compuestos antes mencionados afectan la pared y membrana celular de los
hongos permitiendo ingresar hacia el interior, causar una alteracion en su citoplasma y
dafar sus organelos. Los aceites esenciales poseen ciertas caracteristicas como
hidrofobicidad y lipofilicidad las cuales son capaces de modificar la permeabilidad de la
membrana celular resultando en una modificacion del flujo de protones, pH y presion
osmatica intracelular, esto provoca la destruccion de organelos como las mitocondrias
las cuales pierden las moléculas de ATP, lo que conlleva a la disminucion de energia
disponible y produce la muerte celular. Prakash et al. (2015) determinaron que el
compuesto fendlico (eugenol) presente en el aceite esencial de Syzygium aromaticum
provoca desequilibrio del agua, el agotamiento de la concentracion de ATP intracelular
y, finalmente, muerte celular (Basak y Guha, 2018; Jaramillo, 2020; Rojas, 2022).

Las plantas tienen la capacidad de sintetizar una gran diversidad de metabolitos
secundarios relacionados con diferentes mecanismos de defensa, entre los que se
encuentran compuestos quimicos como terpenos, fenoles, compuestos nitrogenados
como alcaloides y compuestos azufrados, muchos de estos con propiedades
antimicrobianas. Estos metabolitos tienen una funcién importante en la proteccion ante
depredadores, microorganismos patdgenos y herbivoros. Asi mismo, compuestos de tipo
fendlico como las cumarinas, ligninas, flavonoides y taninos actGan modificando los
tejidos o pared celular, proporcionando dureza o rigidez a los mismos (Mesa et al.
2019).

Por otra parte, un estudio realizado por Zaker (2016) menciona que para obtener aceites
esenciales de composicion constante hay que tener en cuenta que existen algunas
condiciones que determinan su eficacia, ya que la concentracion de una sustancia
guimica en diferentes partes de una planta, como raices, hojas, flores y frutos puede
tener una variabilidad en la calidad y cantidad de metabolitos, de modo que puede diferir
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e incluso estar ausente en una 0 méas partes de dicha planta, por lo que es conveniente
recolectar muestras integrales. En concordancia, Llorens (2021) en su estudio sobre los
aceites esenciales y su actividad biologia hace referencia a la variabilidad que puede
presentar la composicién quimica de estos, como por ejemplo factores abioticos, los
cuales se encuentran relacionados con la temperatura, precipitacion, luz, naturaleza del
suelo, pH, salinidad, etc, los cuales pudieran afectar la fisiologia de las plantas trayendo
como consecuencias cambios muy notorios entre la fase de crecimiento vegetativo y el
periodo de floracion, dando como resultado modificaciones en las propiedades de las

plantas y por ende en los distintos aceites esenciales extraidos de estas.

La actividad antifangica de los aceites esenciales extraidos de las plantas, esta
determinada por los diferentes metabolitos que se encuentran presente en estos. De
acuerdo con lo antes mencionado, Didnez et al. (2018), analizaron las propiedades
antifungicas de 12 extractos vegetales, de la familia Lamiaceae los cuales fueron:
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris y Thymus mastichina, teniendo como
componente principal al eucaliptol; y de la familia Myrtaceae al Syzygium aromaticum y
Eucalyptus globulus compuestos principalmente de eugenol y eucaliptol, encontrando
que los extractos actlan sobre las membranas celulares por un mecanismo que se
encarga de detener la biosintesis del ergosterol lo cual interfiere con la morfologia de las
hifas y funcionamiento de la membrana celular. De igual manera, Ajila (2019) afirma
que la accién antifungica del extracto de Syzygium aromaticum estad relacionada con
diversos componentes del mismo, posiblemente se debe a que presenta un elevado
porcentaje de eugenol de un 70,00 a 95,00%, el cual es el principal componente y es al
que se le atribuye el principio activo del extracto. Por otra parte, Saroj et al. (2020)
concuerda que el eugenol encontrado en el aceite esencial de Syzygium aromaticum,
ejerce mas de un mecanismo contra hongos a nivel celular, los cuales incluyen la rotura
de la pared celular, el adelgazamiento y rompimiento de la membrana citoplasmatica,

fuga de materiales intracelulares, coagulacién del citoplasma y cambios morfoldgicos.
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La accion antifangica de los aceites esenciales, promete ser una alternativa moderna, la
cual permitiria sustituir con éxito el uso de agroquimicos, los cuales son toxicos al
medio ambiente y para la salud de los seres vivos, es por ello, que se pretende emplear el
uso de aceites esenciales como fungicidas ecoldgicos, debido a que presentan bajo nivel
de toxicidad y se caracterizan por ser biodegradables, de fécil obtencién y bajo costo. En
esta investigacion se pudo evidenciar que el extracto etanodlico de la flor de Syzygium
aromaticum cumplié con su accién inhibitoria contra los hongos filamentosos aislados
en harina de maiz precocida para consumo humano, lo que hace presumir que el extracto
de Syzygium aromaticum pudiera ser utilizado como un descontaminante bioldgico

eficaz.
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CONCLUSIONES

Las especies de hongos filamentosos aisladas de la harina de maiz precocida fueron
Penicillum sp., Fusarium moniliforme, Mucor sp., Aspergillus flavus, Aspergillus orizae

y Aspergillus niger.

El extracto etandlico de la flor de Syzygium aromaticum mostré una actividad
antifangica a diferentes concentraciones contra las especies evaluadas, mostrando halos
de inhibicién promedio de 24,77 mm para Penicillum sp., 18,33 mm para Fususarium
moniliforme, 16,20 mm para Aspergillus oryzae, 15,90 mm para Mucor sp., 12,77 mm
para Aspergillus flavus y 8,87 mm para Aspergillus niger, respectivamente.

La concentraciéon minima inhibitoria del extracto etanolico de la flor de Syzygium
aromaticum fue de 11,13 mg/ml para Penicillum sp., y Fususarium moniliforme, 44,50
mg/ml para Aspergillus oryzae, Mucor sp., y Aspergillus flavus y de 89,00 mg/ml para

Aspergillus niger.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad antiflngica de otros extractos naturales sobre hongos aislados de

harina de maiz precocida para consumo humano.

Realizar técnicas cromatograficas para obtener los componentes de los extractos, para

asi evaluar la actividad antifungica de cada uno de los componentes.

Emplear técnicas de microscopia electrénica para evaluar a nivel celular la accion

antifungica de los extractos naturales.

Estudiar la actividad antifangica de los componentes volatiles de los extractos naturales.
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Se evalud la actividad antifungica del extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum contra especies de hongos filamentosos aislados de harina de maiz
precocida para consumo humano, para lo cual se tomaron 10 muestras de harina de maiz
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aislados. Posteriormente, al extracto se le determind la actividad antifingica mediante el
método de difusion en agar y concentracion minima inhibitoria (CMI). Los hongos
filamentosos aislados de las 10 muestras de harina de maiz precocida fueron:
Penicillium sp., Fusarium moniliforme, Mucor sp., Aspergillus flavus, A. orizae y A.
niger. Los resultados obtenidos de la actividad antifingica del extracto etandlico de
Syzygium aromaticum se evidencidé por la formacién de halos de inhibicion promedio,
alrededor del disco impregnado con dicho extracto, dentro de estos resultados se
observaron halos de inhibicion promedio de 24,77 mm para Penicillium sp., 18,33 mm
para Fusarium moniliforme, 16,20 mm para A. oryzae, 14,90 mm para Mucor sp., 12,77
mm para A. flavus y 8,87 mm para A. niger, respectivamente. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) fue de 11,13 mg/ml para las especies Penicillium sp., y Fusarium
moniliforme, 44,50 mg/ml para A. oryzae, Mucor sp., y A. flavus y 89,00 mg/ml para A.
niger. En conclusidn, se pudo evidenciar que el extracto etandlico de la flor de Syzygium
aromaticum demostrd tener propiedades antifingicas contra los hongos filamentosos
analizados.
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