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RESUMEN

Las plantas aromadticas han sido utilizadas en la medicina popular por poseer
compuestos con cualidades terapéuticas como lo son los aceites esenciales, éstos son
compuestos activos contra microorganismos patégenos como los hongos. Las
infecciones por hongos han sido un problema creciente en las ultimas décadas y la
mayor incidencia se da en personas que estan inmunocomprometidas. En el presente
trabajo se determind el efecto antimicético de 5 aceites esenciales, eucalipto
(Eucalyptus globulus), nuez, romero (Rosmarinus officinalis), tomillo (Thymus vulgaris) y
orégano (Lippia graveolens) a concentraciones de 100, 50 y 25% diluido con aceite
mineral afladiendo 0.1 ml de cada aceite en micro pozos hechos en agar PDA en placas
Petri inoculadas con solucion de esporas de tres hongos diferentes, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus y Curvularia lunata, dejandola incubar para posteriormente
determinar la actividad antimicética observando el didmetro del halo de inhibicién.
Como resultado se obtuvo una potente accidn antimicética en aceites de tomillo y
orégano al 100% en A. niger, flavus y C. lunata mientras que el de romero fue menor su
accion. Se descartaron el aceite de nuez y eucalipto ya que no presentaron accion
antimicotica. En el estudio de concentracion al 50%, el aceite de orégano fue el que
mayor halo de inhibicion mostré en A. niger y C. lunata pero en A. Flavus fue mayor el
halo de inhibicidon que presentd el tomillo y al aceite de romero los hongos presentaron
resistencia. En resultados de la concentracion al 25% A. niger y A. flavus, el aceite de
tomillo fue el que mayor halo de inhibicién presentd, mientras que en C. lunata, fue el
aceite de orégano. En base a los resultados obtenidos se puede concluir que el efecto
antimicético de cada aceite va de acuerdo con la composicion quimica que posee cada
uno.

Palabras clave: Aceite esencial, Actividad antimicética, Eucalyptus globulus,
Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris, Lippia graveolens.
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1. INTRODUCCION

Los hongos se han reconocido cada vez mas como agentes patégenos importantes en
pacientes criticamente enfermos. Durante la Ultima década, las infecciones por hongos,
principalmente las causadas por microorganismos oportunistas, han sido un problema
de creciente importancia clinica (de Lira Mota et al., 2012). La mayor incidencia de
infecciones fungicas entre personas inmunocomprometidas y el desarrollo de
resistencia antimicética con tratamiento prolongado han generado un interés
sustancial en la busqueda de nuevos agentes antifungicos terapéuticos (Giordani et al.,
2004). La situacioén con respecto a los farmacos antifungicos actualmente disponibles y
el tratamiento de las infecciones por hongos esta lejos de ser ideal (Vale-Silva et al.,
2010). Por lo tanto, el aumento de la resistencia a los agentes antifungicos
convencionales, la toxicidad y los costos involucrados justificaron la busqueda de
nuevos enfoques terapéuticos mas eficaces, respetuosos con el medio ambiente y
menos toxicos como alternativa para el tratamiento de las infecciones por hongos
(Asdadi et al., 2015). Las plantas aromaticas han sido ampliamente utilizadas en la
medicina popular (Pinto et al., 2006). Los compuestos derivados de las plantas son
siempre una fuente de nuevos productos terapéuticos. Se sabe que las plantas
producen una enorme variedad de moléculas pequefias conocidas como fitoalexinas
tales como terpenoides, glucoesteroides, flavonoides y polifenoles. La mayoria de estas
pequefias moléculas tienen una actividad antimicrobiana débil, varios érdenes de
magnitud menor que la de los antibidticos comunes producidos por bacterias y hongos.
A pesar del hecho de que los antibacterianos derivados de las plantas son menos
potentes, las plantas combaten las infecciones con éxito. Las plantas aromaticas vy
medicinales también producen una amplia variedad de hidrocarburos volatiles
alifaticos vy ciclicos, derivados isoprenoides oxigenados correspondientes y analogos
qgue forman mezclas complejas llamadas aceites esenciales (Scazzocchio et al., 2016)
Estos compuestos antimicrobianos producidos por las plantas son activos contra
microorganismos patégenos vegetales y humanos (Rojas et al., 2003). Las propiedades

antibacterianas de los aceites esenciales de las plantas se conocen desde hace muchos



siglos. Incluso antes del descubrimiento de microorganismos, se descubrié que las
plantas eran eficaces contra enfermedades infecciosas (Zouhir et al., 2016). De acuerdo
con los resultados preliminares de Pinto et al. (2006), algunos aceites esenciales
muestran una importante actividad antifungica contra levaduras, hongos dermatofitos
y cepas de Aspergillus, que podrian predecir beneficios terapéuticos, principalmente

para enfermedades con afectacidon mucosa, cutdnea y del tracto respiratorio.

Con el presente estudio se determinara la actividad antimicética in vitro que poseen los
aceites en cuestion y se podra dar a conocer si realmente pueden o no ser utilizados

como una alternativa en contra de las infecciones micéticas.
1.1. OBIJETIVO

El objetivo del presente trabajo es determinar la actividad antifungica in vitro de los
aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus globulus), nuez, romero (Rosmarinus
officinalis), tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Lippia graveolens) contra hongos y su

accion a concentraciones de 100, 50 y 25%.
1.2. HIPOTESIS

Los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus globulus), nuez, romero (Rosmarinus
officinalis), tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Lippia graveolens) presentan accion

antifungica in vitro contra Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Curvularia lunata.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas complejas naturales de compuestos volatiles de
origen terpenoide o no terpenoide. Monoterpenos, sesquiterpenos e incluso
diterpenos son los principales constituyentes de muchos aceites esenciales. Ademas,
los fenilpropanoides, acidos grasos y sus ésteres también se encuentran como
componentes volatiles. Estos metabolitos secundarios son liposolubles, hidréfobos y
caracterizados por un fuerte olor (Vale-Silva et al., 2010) En la naturaleza, estos aceites

desempefian un papel importante en la proteccién de las plantas, ademds de funcionar



como insecticidas y disuasivos al consumo de plantas por los herbivoros (Yousefzadi et
al., 2014). La cantidad, la calidad y los perfiles quimicos de los aceites esenciales
derivados de una sola especie vegetal pueden variar considerablemente segun el
origen geografico, las condiciones climaticas, la composicion del suelo, la parte de la
planta utilizada y la edad y época de la recoleccidn del material. Ademas, el proceso de
secado y el tiempo de almacenamiento pueden alterar, cuantitativa y cualitativamente,

la composicion del aceite esencial (Radaelli et al., 2016).
2.1.1. Propiedades

Las propiedades naturales de los aceites esenciales justifican su amplio uso,
generalmente distribuido en la industria alimentaria, en su mayor parte, pero también
en perfumeria y cosmética, en la industria farmacéutica y como materiales de partida
para el aislamiento de productos bioquimicos (Vale-Silva et al., 2010). Se han
identificado varias propiedades para estos aceites esenciales, por ejemplo, antiséptico
para los pulmones (Bellete et al., 2012). Los aceites esenciales son una rica fuente de
compuestos biolégicamente activos; Se demostrd que poseen propiedades
antibacterianas, antifungicas, antivirales e insecticidas (Scazzocchio et al., 2016).
También algunos aceites producen efectos antioxidantes, antigenotdxicos y de
eliminacion de radicales libres, asi como para ejercer una citotoxicidad manifiesta e

inducir la apoptosis en células cancerosas (Yousefzadi et al., 2014).
2.1.2. Mecanismo de accién

Los aceites esenciales afectan etapas del desarrollo de los hongos como la germinacion
de esporas, formacion de estructuras de penetracién, desarrollo de micelio y
esporulacién. Por lo general, la germinacién de esporas y el desarrollo micelial son
utilizados en estudios in vitro para subsecuentes aplicaciones (Veldsquez et al., 2014).
Su modo de accion es probablemente debido a la ruptura de la membrana y la pared
celular de bacterias y hongos por sus compuestos fendlicos, lo que lleva a la liberacion
del contenido de las células. Ademas, el amplio espectro de aceites esenciales estd

relacionado con la diversidad y complejidad de su composicién quimica (Asdadi et al.,



2015). De igual manera, de Lira Mota et al. (2012) asegura que tales compuestos
pueden alterar la permeabilidad celular por su inserciéon entre las cadenas de acidos
grasos que componen las bicapas lipidicas de las membranas, interrumpiendo asi el
empaque de lipidos, provocando alteraciones en las propiedades y funciones de la
membrana celular aumentando su fluidez y permeabilidad. Ademads, debido a los
multiples sitios de accidn a través de los cuales puede actuar un aceite esencial, el

desarrollo de resistencia microbiana es muy bajo (Sampietro et al., 2016).

2.2. Aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus).

2.2.1. Origen

Eucalyptus globulus es un arbol de hoja perenne, alto, o arbusto, perteneciente a la
familia Myrtaceae (Tyagi et al., 2014). Es nativo de Australia. Es el mas cultivado en las
regiones subtropicales y mediterraneas (Elaissi et al., 2012; Esmaeili et al., 2012) El
género Eucalyptus contiene alrededor de 700 especies; entre ellos, mas de 300
contienen aceites volatiles en sus hojas. Los aceites esenciales de diversas especies de
eucalipto se utilizan en los productos farmacéuticos, articulos de tocador, cosméticos y

alimentos (Baptista et al., 2015; Tyagi et al., 2014).
2.2.2. Propiedades

Las plantas son consideradas como ricas fuentes de medicamentos de tratamiento
antibidtico y la hoja de eucalipto con sus propiedades antimicrobianas se han utilizado
en el tratamiento de enfermedades infecciosas anteriormente en la medicina antigua
(Panahi et al., 2011). Varios estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas
de los aceites esenciales de diversas especies de Eucalyptus contra una amplia gama de
microorganismos. Los aceites esenciales de Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus
globulus, Eucalyptus tereticornis, Eucalyptus citriodora y Eucalyptus odorata han
mostrado una actividad fuerte, moderada o débil contra bacterias y hongos, incluyendo
dermatofitos y Candida albicans (Baptista et al., 2015; Elaissi et al., 2012). El eucalipto
se cultiva principalmente por su madera, pulpa y aceites esenciales que presentan

propiedades medicinales y usos terapéuticos. Se considera una fuente importante de



aceites esenciales utilizados en la medicina tradicional. Este aceite se utiliza para aliviar
resfriados, reumatismo, dolores musculares y como expectorante en casos de
bronquitis (Ben Hassine et al., 2012; Cermelli et al., 2008) y la congestion de los senos
paranasales, incluso también como antipirético (Miyamoto et al., 2009). Estas amplias
aplicaciones se deben a las propiedades antisépticas, antihiperglucémicas,
antiinflamatorias, aromatizantes y antioxidantes de las moléculas presentes en el
aceite (Tyagi et al.,, 2014) El efecto de los aceites puede extenderse debido a su

hidrofobicidad y las vesiculas de aceite prolongan la integridad (Martins et al., 2013).
2.2.3. Composicién

Los estudios sobre la composicion quimica de los aceites esenciales de varias especies
de eucaliptos han encontrado que el 1,8-cineol es el compuesto dominante. Sin
embargo, estos estudios han mostrado grandes variaciones en la composicién quimica
de los aceites esenciales de diferentes especies e incluso de las mismas especies pero
de diferentes regiones, ya que estos aceites volatiles se ven afectados por factores no
genéticos como la edad de la hoja y las variaciones estacionales (Baptista et al., 2015).
Ademas, la actividad antimicrobiana de los aceites de eucalipto varia significativamente
dentro de las especies microbianas y dentro de las cepas microbianas. La actividad
antimicrobiana fuerte puede estar directamente asociada con sus compuestos
principales en el aceite (tal como 1,8-cineol y a-pineno) o con la sinergia entre los
constituyentes mayor y menor (Tyagi et al.,, 2014). Como ya se menciond, el
constituyente principal del aceite de E. globulus es el eucaliptol (1,8-cineol)
monoterpeno que induce la fragmentacion del ADN vy la inhibicidn de la sintesis de ADN
en células eucariotas (Miyamoto et al., 2009). De manera semejante en el estudio
realizado por Baptista et al. (2015), establecen que los monoterpenos, representados
esencialmente por a-pineno (hidrocarburo monociclico); P-cimeno (aromatico
monociclico); 1,8-cineol (éter); Y linalool, terpinen-4-ol y a-terpineol (alcoholes),

resultaron ser los principales compuestos de éste aceite.



2.3. Aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris)

2.3.1. Origen

En los dltimos afios, se ha investigado un gran ndimero de aceites esenciales,
especialmente aquellos de algunas especies de Thymus y sus componentes fendlicos,
por sus propiedades antimicrobianas contra ciertas bacterias, protozoos y hongos (de
Lira Mota et al., 2012). El tomillo (Thymus vulgaris L.), miembro de la familia Labiatae,
es una planta aromatica y medicinal de creciente importancia en horticultura (Esmaeili

etal., 2012).
2.3.2. Propiedades

El aceite esencial de tomillo ha sido ampliamente investigado debido a su popularidad y
propiedades medicinales. Los informes indican que este aceite y sus especies
relacionadas se encuentran entre los principales aceites esenciales utilizados en la
industria alimentaria, ademas de los utilizados en cosméticos como conservantes vy
antioxidantes (Perina et al., 2015). T. vulgaris, también conocido como tomillo comdn,
se ha utilizado durante mucho tiempo como fuente del aceite esencial (aceite de
tomillo) y otros compuestos (por ejemplo, timol, flavanoide, acido cafeico y acido
labiatico) derivados de las diferentes partes de la planta (Esmaeili et al., 2012). Es
conocido como antiséptico, antiviral, y agente antimicrobiano (Sokovic et al., 2009).
Con concentraciones muy bajas son antifungicos eficaces, el uso de este aceite esencial
para el tratamiento de pacientes con dermatofitosis necesita ser explorado. Tiene el
potencial de ser una buena alternativa a los farmacos antifungicos convencionales que
suelen ser caros y también con alta toxicidad, especialmente porque se requiere un
tratamiento prolongado (Bellete et al., 2012). Segun los estudios realizados por Perina
et al. (2015) Thymus vulgaris y Thymus spp han demostrado regularmente que
funcionan bien, presentando ocasionalmente niveles de control comparables con los

obtenidos con fungicidas comerciales.



2.3.3. Composicién

En el aceite esencial de tomillo, se identificaron g-cimeno (19,8%), linalol (13,6%) y
timol (12,1%) como componentes principales; También estaban presentes otros
compuestos, tales como carvacrol, b-pineno, cariofileno, isoborneol, borneol y
camfeno. Estos resultados concuerdan con informes previos que identifican
composiciones similares (Reyes-Jurado et al., 2016). T. vulgaris, con altas cantidades de
fenoles, muestran un amplio espectro de actividad contra una variedad de levaduras
patogenas y hongos filamentosos, incluyendo hongos con susceptibilidad disminuida al

fluconazol (Nasir et al., 2015).

2.4. Aceite esencial de orégano (Lippia graveolens)

2.4.1. Origen

Lippia graveolens son arbustos distribuidos en las Américas, originaria del sur de
América del Norte, México, Guatemala, Nicaragua y Honduras. Varias especies del
género Lippia se utilizan en la medicina popular en afecciones gastrointestinales,
dermatoldgicas y respiratorias (Hernandez et al., 2008; Salgueiro et al., 2003). Orégano
ha sido ampliamente utilizado; es una de las especias culinarias mas importantes del
mundo. Se utiliza en diferentes tipos de alimentos, tales como productos de panaderia,
carne y productos carnicos curados, verduras procesadas y aperitivos, entre otros
(Gomez-Sanchez et al., 2011). El orégano estd entre las especias mas comunes con
actividad antimicrobiana reportada, y comprende muchas especias diferentes de
interés econdmico, aunque pertenecen a diferentes familias y géneros botanicos. Se
distinguen cuatro grupos principales cominmente utilizados con fines culinarios, es
decir, orégano griego (Origanum vulgare L. ssp.), orégano espafol (Coridothymus
capitaus), orégano turco (Origanum onites) y el orégano mexicano (Lippia graveolens o

Lippia berlandieri) (Portillo-Ruiz et al., 2012).
2.4.2. Propiedades

La actividad antifungica del aceite esencial de orégano se atribuye principalmente a los

monoterpenos aromaticos carvacrol, timol y p-cimeno, ademas en el estudio realizado



por Rodriguez-Garcia et al. (2015), menciona que sus hipotéticos mecanismos
antifungicos sugieren que su actividad estd relacionada con su anillo aromatico y los
grupos hidroxilo, que pueden formar enlaces de hidrogeno con enzimas vitales del

hongo.
2.4.3. Composicion

Como ya se menciond anteriormente, los principales compuestos de L. graveolens son
O-cimeno, y-terpineno, timol y carvacrol, Otros compuestos en proporciones inferiores
incluyen a-pineno, cariofileno, camfeno, b-pineno, a-terpineol, y linalol. (Lara et al.,
2016; Reyes-Jurado et al., 2016). La actividad antifingica de estos compuestos se
atribuye a su estructura y caracteristicas lipofilicas. Su presencia en las membranas
celulares causa una expansion, una mayor fluidez y permeabilidad, una alteracion en
las proteinas incrustadas, inhibe la respiracién y altera el transporte iénico. También
estos compuestos actian como eliminadores de radicales libres a través de la donacion
de atomos de hidrégeno o electrones, ralentizando la oxidacién de lipidos. Ademas,
pueden interferir en la biosintesis de fosfolipidos y esteroles de hongos (Rodriguez-

Garcia et al., 2015).

2.5. Aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis)

2.5.1. Origen

Rosmarinus officinalis L., "romero" es un miembro de la familia Lamiaceae, un arbusto
de hoja perenne con hojas aromdticas como agujas. Es nativo del Mediterrdneo y Asia,
pero ahora se cultiva en lugares templados alrededor del mundo como una planta de
jardin decorativo y hierba culinaria. Las hojas de romero se han utilizado para dar sabor
a los alimentos como el cordero, cerdo, pollo, pescado y rellenos, y para preparar
aceites de hierbas, mantequillas y vinagres (Akbari et al., 2015; Sadeh et al., 2017;
Satyal et al., 2017). Esta planta ha sido utilizada en medicinas populares en Asia (India,
China) en el Mediterrdneo y otras regiones, asi como en productos medicinales

(Zheljazkov et al., 2015).



2.5.2. Propiedades

El romero (Rosmarinus officinalis L.) se utiliza ampliamente en la industria alimentaria
como saborizante y conservante, debido a la presencia de diterpenos fendlicos, que
tienen propiedades antioxidantes (da Silva Bomfim et al., 2015). El aceite de hojas de
Rosmarinus officinalis posee acciones antitumorales y antiinflamatorias, actividad
antimicrobiana (Mekonnen et al., 2016), potenciadores de la cognicion y circulacion
sanguinea local (Sadeh et al., 2017) y propiedades antifungicas (Sienkiewicz et al.,
2013). En la regién mediterrdnea, una infusion de las partes aéreas se toma
internamente para tratar los resfriados y la tos como un antiespasmddico,
antihipertensivo y antiepiléptico, para tratar la diabetes, y los parasitos intestinales.
Una maceracién de R. officinalis en alcohol o aceite de oliva se utiliza externamente
para tratar contusiones, reumatismo y dolores musculares y articulares (Satyal et al.,

2017).
2.5.3. Composicion

En estudios realizados por diferentes autores (Akbari et al., 2015; Cobellis et al., 2016;
da Silva Bomfim et al., 2015; Radaelli et al., 2016; Satyal et al., 2017; Sienkiewicz et al.,
2013; Wang et al., 2012), demostraron que R. officinalis es rico en monoterpenoides.
Los componentes principales del aceite esencial fueron 1,8-cineol (15,96%), a-pineno
(13,38%), alcanfor (7,87%), acetato de bornilo (6,54%), verbenona (5,82%), borneol
(5,23%), canfeno (4,96%) y (E) -carofilato (3,8%), aunque cada autor maneja

porcentajes diferentes de cada compuesto, no son muy variables.
2.6. Aceite esencial de nuez
No se encontraron resultados sobre actividad antimicotica de este aceite.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. LOCALIZACION Y AREA DE ESTUDIO

El presente trabajo se realizé en el periodo que comprende del mes de octubre del

2016 hasta febrero del 2017 en el Laboratorio de Microbiologia en la Unidad de
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Diagnostico ubicado en la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, Unidad
Laguna que se encuentra en Periférico Raul Lépez Sanchez, Valle Verde, 27054 Torreén,

Coahuila, México con coordenadas 25°33'21.8"N 103°22'25.4"W.

3.1.1. Hongos

e Aspergillus niger
o Aspergillus flavus

e Curvularia lunata

3.1.2. Aceites esenciales

e Eucalipto

e Nuez

e Romero
e Tomillo
e QOrégano

3.1.3. Materiales de Laboratorio

e Caja Petri estériles desechables de 90 x 15 mm
e Pipeta Pasteur

e Balanza analitica

e Espatula

e Incubadora

e Micropipeta eppendorf

e Puntillas para micropipeta
e Frascos de dilucién

e Pipetas estériles de 1 ml

e Aspirador de pipetas

e Encendedor para mecheros
e Probeta

e Viales
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e Cinta adhesiva

e Marcador de cera
e Portaobjetos

e Asa bacterioldgica
e Microscopio

e Matraces

3.1.4. Medios de cultivo

e Papa Dextrosa Agar (PDA) BD Bioxon

e [nfusion Cerebro Corazon BD Bioxon

3.1.5. Reactivos

e Lactofenol azul de anilina

e Aceite mineral estéril

3.2. IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LOS HONGOS

Los hongos se obtuvieron del material de investigacion que se encuentra en el
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad. Para el aislamiento, se tomd un asa de
punta recta y se esterilizé6 al mechero, se enfrio en la caja con medio PDA estéril,
después se tomaron esporas de un hongo que se encontraban en una caja Petri
contaminada y se sembro en el centro de la caja Petri con medio PDA estéril y se volvid
a esterilizar el asa. Este procedimiento se utilizé para cada una de las muestras de
hongo. Posteriormente se dejé incubar por 5-10 dias a temperatura ambiente y se

observaron las caracteristicas de las colonias.
3.3. IDENTIFICACION MICROSCOPICA DE LOS HONGOS
Se utilizd la técnica de la cinta adhesiva.

Se prepard un portaobjetos, se identificd y se le agregaron 3 gotas de Lactofenol azul

de anilina, luego se tomd un trozo de cinta adhesiva y se tomd una porcion de la
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colonia del hongo de la caja Petri con la parte adhesiva de la cinta y se colocé en un
portaobjetos para su coloracidon. Posteriormente se colocdé en el microscopio y se

observaron las caracteristicas microscépicas del hongo (Figura 1).

Figura 1. Técnica de tincion de hongos.

3.4. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Para evaluar la actividad antifungica de cada aceite esencial contra los hongos, se
utiliza el método de difusidon descrito por Alcala-Marcos et al. (2011) en agar al que se
le realizaron algunas modificaciones las cuales consisten en incluir la solucién de

esporas directamente en el matraz con el medio a 40 — 45°C.
3.4.1. METODO DE DIFUSION EN AGAR.

Se utiliza para evaluar la actividad antifungica de una sustancia activa en un medio

soOlido mediante la formacion de un halo inhibitorio.
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3.4.1.1. Preparacién de la solucién de esporas.

Para elaborar ésta solucion se prepard Infusion Cerebro Corazén pesando con una
balanza analitica 7.4 gramos de la infusién que fueron agregados a un matraz con 200
ml de agua destilada, se tapd y se agitd para eliminar los grumos y se disolvié
calentando al mechero hasta que rompiera a hervir agitando suavemente. Luego se
tomo una probeta la cual se llend hasta 50 ml de la infusidn y se vacié en cada frasco de
dilucidn, se taparon los frascos y posterior a esto se introdujo a esterilizar en autoclave
a 15 libras de presién por 15 minutos. Transcurrido ese tiempo se sacd, se dejo enfriar
y se sembrd el hongo tomando parte de la colonia con un asa de punta recta
previamente esterilizada al mechero y se introdujeron al frasco con la infusién. Se le
coloco la tapa a al frasco, se agitd muy bien para que se homogeneizara la mezcla, se

identifico la muestra con el hongo contenido y se dejé incubar durante 20 dias a

temperatura ambiente.

Figura 2. Preparacion de infusion cerebro y corazon.
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Figura 3. Elaboracion de la suspension de esporas.

3.4.1.2.  Preparacidn de las placas para concentracion al 100%

Se pesaron 11.7 gramos de PDA (Papa Dextrosa Agar) y se agregaron en 300 ml de agua
destilada, se dejo hidratar y se agitd vigorosamente para eliminar los grumos, posterior
a esto se calentd en un mechero agitando suavemente hasta que llegara al punto de
hervor y se dejé hervir durante un minuto. Se esterilizd en autoclave por un periodo de
15 minutos a 15 libras de presion. Luego de ese tiempo, se sacdy se dejé enfriar a 45°C.
De los frascos con la solucién de esporas, Se tomd 1 ml con una pipeta estéril y se
colocé en una caja Petri estéril vacia de 90 mm x 15 mm previamente identificada,
inmediatamente se vaciaron aproximadamente 30 ml del medio PDA a la misma caja y
se agitd suavemente y se dejé solidificar. Esto se realiz6 por cada hongo en 3
repeticiones, en condiciones asépticas. Luego se tomd una pipeta Pasteur, se esterilizd

la base en el mechero, se dejé enfriar y se le hicieron 5 pozos de 8 mm en el agar.
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Figura 4. A, muestra adicion de 1ml de suspension de esporas a la caja Petri. B, realizacion de
micropozos. Cy D colocacion del aceite esencial al 100%.

3.4.1.3. Preparacién de las placas para concentraciones del 50 y 25%

Se utilizaron 3 matraces con 100 ml de agua destilada y se le agregd 3.9 gramos de PDA
a cada uno. Se dejé hidratar y se agité para deshacer los grumos, se calentaron al
mechero y se dejo hervir por un minuto agitando suavemente. Se esterilizé en
autoclave a 15 libras de presion durante 15 minutos, se retird y se dejé enfriar a 40 -
459C. Luego se tomod una pipeta estéril y se le ainadié 1 ml de la solucién de esporas al
matraz correspondiente de cada hongo y se agitd. Cada matraz se vacié en 3 cajas Petri
estériles de 90 mm x 15 mm, se dejé solidificar y posteriormente se realizaron los pozos

de la misma manera que en la concentracién de 100%.
3.4.2. Inoculacion del aceite a los pozos

Se tomé 0.1 ml de cada aceite esencial al 100% y se colocd en el pozo correspondiente

de cada caja Petri con la ayuda de una micropipeta eppendorf. Esto se realizé en
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condiciones asépticas. Se llevaron a incubacién a temperatura ambiente por un periodo

de 5 a 10 dias dependiendo del crecimiento del hongo.

Para las concentraciones de 50 y 25% se utilizd aceite mineral estéril para bajar la
concentracion del aceite esencial y se mezclaron en viales estériles. Posteriormente se

inocularon de la misma manera antes descrita en cada placa.
* Se realizaron 3 repeticiones de cada muestra.

Pasado el tiempo de incubacion, se procedido a realizar lectura de acuerdo a la

observaciéon de las zonas claras de inhibicion del crecimiento, mediante el registro de

los didmetros usando como unidad de medida los milimetros de estas zonas.

4. RESULTADOS

4.1. Resultados de los hongos por su andlisis morfolégico.

En la siguiente figura se observa el aspecto macroscépico y microscépico de los hongos

que se utilizaron para el experimento.
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Hongo Macroscopico Microscdpico

Aspergillus
niger

Aspergillus
flavus

Curvularia
lunata

Figura 5. Morfologia de hongos

4.2. Determinacion de la actividad antimicética de acuerdo a la concentracion.

Los resultados de cada aceite en concentracidn de 100% se utilizaron como indicativos

para los aceites que tienen actividad antimicoética. Los aceites que no contaron con esa
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actividad fueron descartados del experimento. Los resultados al 50 y 25% fueron
reportados de acuerdo al didmetro del halo de inhibicién en milimetros.

4.2.1. Resultados al 100%

Cuadro 1. Actividad antimicética de los aceites. (R) Resistente, (M) Moderadamente sensible, (S)

Sensible.
Hongo Eucalipto (E) Nuez (N) Romero (R) Tomillo (T) Orégano (O)
Aspergillus niger R R M S S
Aspergillus R R M S S
flavus
Curvularia R R M S S
lunata

Figura 6. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 100% para
Aspergillus niger. (E) eucalipto, (N) nuez, (R) romero, (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A, B,
C corresponden a las repeticiones.
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Figura 7. Resultados de la actividad antimicotica de los aceites a concentracion de 100% para
Aspergillus flavus. (E) eucalipto, (N) nuez, (R) romero, (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A,
B, C corresponden a las repeticiones.

Figura 8. Resultados de la actividad antimicotica de los aceites a concentracion de 100% para

Curvularia lunata. (E) eucalipto, (N) nuez, (R) romero, (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A,
B, C corresponden a las repeticiones.
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*Los aceites de nuez y eucalipto fueron descartados a partir de esta parte debido a su

negativa actividad como antimicético en este experimento.

4.2.2. Resultados al 50%

Cuadro 2. Medida de halo inhibitorio de aceites en A. niger.

Muestra Aceite Didmetro (mm)
Orégano 36
A Tomillo 26
Romero R
Orégano 32
B Tomillo 28
Romero R
Orégano 35
C Tomillo 29
Romero R

Figura 9. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 50% para

Aspergillus niger. (T) tomillo, (O) orégano, (R) romero. Las letras A, B, C corresponden a las
repeticiones.



Cuadro 3. Medida del halo inhibitorio
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de los aceites en A. flavus.

Muestra Aceite Diametro (mm)
A Orégano 11
Tomillo 18
Romero R
B Orégano 21
Tomillo 19
Romero R
C Orégano 22
Tomillo 25
Romero R

Figura 10. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 50% para
Aspergillus flavus. (E) eucalipto, (N) nuez, (R) romero, (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A,
B, C corresponden a las repeticiones.
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Cuadro 4. Medida del halo inhibitorio en aceites en C. lunata.

Muestra Aceite Diametro (mm)
A Orégano 39
Tomillo 29
Romero R
B Orégano 45
Tomillo 39
Romero R
C Orégano 38
Tomillo 34
Romero R

Figura 11. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 50% para
Curvularia lunata. (T) tomillo, (O) orégano, (R) romero. Las letras A, B, C corresponden a las
repeticiones.

El aceite de romero fue descartado a partir de aqui debido a que no mostro actividad

antimicdtica en la concentracion del 50%.
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4.2.3. Resultados al 25%

Cuadro 5. Medida del halo de inhibicién de los aceites en A. niger.

Muestra Aceite Diametro (mm)
A Orégano 19
tomillo 24
B Orégano 18
Tomillo 24
C Orégano 16
Tomillo 21

Figura 12. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 25% para
Aspergillus niger. (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A, B, C corresponden a las repeticiones.
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Cuadro 6. Medida del halo de inhibicion de los aceites en A. flavus.

Muestra Aceite Didmetro (mm)
A Orégano 11
tomillo 22
B Orégano 12
Tomillo 24
C Orégano 14
Tomillo 21

Figura 13. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracion de 25% para
Aspergillus flavus. (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A, B, C corresponden a las repeticiones.

Cuadro 7. Medida del halo de inhibicién de los aceites en C. lunata.

Muestra Aceite Diametro (mm)
A Orégano 32
tomillo 17
B Orégano 31
Tomillo 19
C Orégano 29

Tomillo 18
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Figura 14. Resultados de la actividad antimicética de los aceites a concentracidn de 25% para
Curvularia lunata. (T) tomillo, (O) orégano. Las letras A, B, C corresponden a las repeticiones.

5. DISCUSION

Existen numerosas investigaciones acerca de las propiedades principalmente como
antimicrobianos de algunos aceites esenciales contra microorganismos considerados

como patogenos que afectan humanos, animales, plantas e incluso algunos que tengan

relacidn con la contaminacion de alimentos.

En el presente estudio, fue Unicamente de interés el efecto antimicético de los aceites.
Quedd demostrado que los efectos antimicéticos de los aceites de tomillo y orégano
son los mas potentes, estos pueden ser que se deba a que los mayores componentes

sean timol y carvacol.

De acuerdo con lo que demuestra Mekonnen et al. (2016) en su investigacion, el efecto
del aceite de romero es muy leve, ya que como se muestra en el experimento, solo fue
efectivo a concentraciones del 100% siendo aun asi muy débil. Mientras que el aceite
de eucalipto, contrario a lo que dice Miyamoto et al. (2009) no presentd actividad

antimicética ni en concentraciéon de 100% para ningun hongo.
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El aceite de nuez, al igual del eucalipto, presentd un efecto nulo de accidn antimicética,
incluso como se muestra en la Figura 6 la colonia bien desarrollada y de manera
precoz, podria ser un indicativo de que el aceite de nuez puede potencializar el

crecimiento y desarrollo del hongo.

Estos resultados probablemente son debido a la existencia de diferentes componentes

y concentraciones de los activos compuestos presentes en los aceites esenciales de

diferentes especies.
6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

e Algunos aceites esenciales si pueden ser utilizados como una alternativa natural
como antimicéticos.

e Los aceites esenciales que mayor efecto tuvieron a distintas concentraciones
fueron tomillo y orégano.

e El aceite de romero solo posee efecto antimicético para los tres hongos
utilizados a concentracion de 100%.

e El aceite de nuez y de eucalipto que se probaron en este trabajo, no tienen
ningun efecto antimicético contra Aspergillus niger, Aspergillus flavus ni
Curvularia lunata.

e En las concentraciones de los aceites de orégano, tomillo y romero al 50% en
Aspergillus niger, el aceite de orégano es el que mas potente tiene su accion
antimicética, mientras que el romero no tiene accidon. En Aspergillus flavus el
promedio del halo de inhibiciéon comprueba que el aceite mas potente es el de
tomillo, el de romero tampoco tuvo actividad en este hongo. En Curvularia
lunata, el aceite de orégano es el que tuvo mayor efecto, mientas que el de
romero se mostrd sin efecto.

e Los resultados de las concentraciones de 25% en los aceites, indican que en
Aspergillus niger y Aspergillus flavus, el mas potente fue el de tomillo mientras

qgue en Curvularia lunata, fue el de orégano el que tuvo mayor actividad.
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