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RESUMEN

Introduccion: Aspergillus es un grupo de microorganismos fitopatoldgicos y patologicos
gue se encuentran en todo el mundo.

Objetivo: Evaluar la actividad antifangica de los aceites esenciales de las hojas y tallos de
Schinus molle en cepas de Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus en
Rio Verde, Goiés, Brasil.

Meétodos: Las hojas y los tallos de Schinus molle fueron recolectados por la noche. Los
aceites esenciales se extrajeron por hidrodestilacion, y la evaluacién de hongos se realiz6 en
diferentes concentraciones de aceite esencial diluido.

Resultados: Ambos aceites esenciales mostraron actividad antifungica importante contra las
tres cepas de Aspergillus evaluadas.

Conclusiones: Los aceites esenciales de S. molle tienen una alta eficacia de inhibicion del

crecimiento para A. flavus, A. niger e intermedio para A. fumigatus en pruebas in vitro en

1

(CD) v-nc___| Esta obra esté bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES
https://orcid.org/0000-0003-3443-4205
https://orcid.org/0000-0002-0405-1089
https://orcid.org/0000-0001-9755-7128
https://orcid.org/0000-0002-9273-7266
mailto:astronomoamadorgoias@gmail.com

Revista Cubana de Farmacia. 2020;53(3):e399

diferentes concentraciones de aceite esencial de las hojas y tallos. De ahi que se deba trabajar
mas en la evaluacion de este comportamiento fungistatico en invernaderos, en el campo y en
modelos animales, ya que esta actividad antifingica podria constituir la génesis de nuevas
fuentes para la produccién de agentes antinfingicos para uso agricola y farmacéutico.

Palabras clave: actividad antifungica; género Aspergillus; género Schinus; aspergilosis.

ABSTRACT

Introduction: Aspergillus is a group of phytopathology and pathologic microorganisms that
are found all over the world.

Objective: To assess the antifungal activity of the essential oils from the leaves and stems
of Schinus molle in stumps of Aspergillus flavus, Aspergillus niger and Aspergillus
fumigatus in Rio Verde, Goiés, Brazil.

Methods: Leaves and stems of Schinus molle were collected in the night. The essential oils
were extracted by hydrodistillation and the assessment of fungi was made in different
concentrations of fluid essential oil.

Results: Both essential oils showed important antifungal activity against the three assessed
stumps of Aspergillus.

Conclusions: Essential oils of S. molle have a high efficiency in the inhibition of growing
in A. flavus, A. niger and medium efficiency in A. fumigatus in in vitro trials in different
concentrations of essential oil from the leaves and the stems. Therefore, there must be more
work in the assessment of this fungistatic behaviour in hothouses, in the fields and in animal
models, since this antifungal activity might represent the genesis of new sources for the
production of antifungal agents with agricultural and pharmaceutical uses.

Keywords: Antifungical activity; Aspergillus genre; Schinus genre; aspergillosis.
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Introduccion

Los hongos constituyen una gran clase de microorganismos beneficiosos y patdgenos en el
medio ambiente. Entre esta gran clase se encuentra el género Aspergillus que fue clasificado

por primera vez por Micheli en 1729 quien lo nombrd sobre una base morfoestructural.?)
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Este género de hongos tiene conidios en comun, como estructura reproductiva. Actualmente
se conocen unas 200 especies, es uno de los géneros de gran interés cientifico y para la salud
plblica, principalmente en la produccion de biomasa, raciones y alimentos.?® En la
economia agricola y de salud global, los Aspergillus presentan serios problemas para la
produccién y almacenamiento de granos, en las infecciones fungicas en humanos y animales,
y también puede causar la muerte en muchos de los casos diagnosticados tarde. Entre este
grupo se encuentran los Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Aspergillus fumigatus.®34
La especie saprofita A. flavus fue descrita por Link en 1809. Es un hongo asexual que
produce solo esporas, conidios y cuerpos fructiferos asexuales. En el medio ambiente, este
microorganismo aparece en el suelo, practicamente todo el mundo, causando enfermedades
en cultivos agricolas como el mani y el maiz, y contaminando las semillas de algodén que
aun se encuentran en la siembra, asi como en la poscosecha. Ademas de los problemas
fitopatoldgicos en el desarrollo de los vegetales, el A. flavus también produce toxinas como
aflotoxina a partir del metabolismo secundario y puede causar serios problemas de salud en
animales y humanos, que se alimentan de granos contaminados, desencadenando algunos
tipos de canceres como del higado, la aflatoxicosis y la aspergilosis.?*5 Esta especie
predomina principalmente en los continentes asiatico y africano, los que presentan un clima
ideal para su desarrollo.®

Otro hongo de gran importancia es el A. niger donde hay estudios agricolas sobre su accion
fitopatoldgica en frutas y verduras causando un "moho negro™. Sin embargo, es una especie
todavia poco estudiada por posibles problemas patoldgicos. Es una especie con amplia
distribucion en la naturaleza. En algunos estudios con pacientes inmunodeprimidos con VIH
o trasplantados se ha detectado una alta tasa de infeccidén con este hongo. Es una especie
muy utilizada en la industria biotecnolégica en bioprocesos y en la fermentacion.“)

El A. niger se considera una especie segura, ya que es uno de los pocos microorganismos
que ha recibido el estado GRAS (Generally Regarded As Safe) conferido por la Food and
Drug Administration (FDA) debido a su baja toxicidad. En algunos casos raros, en nifios o
ancianos cuando se exponen al polvo que contiene esporas de A. niger pueden desarrollar
hipersensibilidad.*58 En estudios con animales se observo el desarrollo de micosis, donde
no hay ningun caso cientifico probado que puedan producir aflatoxinas o tricotecenos.*"
Esta especie de Aspergillus produce una sustancia llamada ocratoxina A que es una

micotoxina que ha sido estudiada por su capacidad patogénica en humanos y animales.®
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Otra especie de Aspergillus de importancia real para la industria y la medicina es el A.
fumigatus. Los estudios han demostrado que este microorganismo es un hongo patégeno
oportunista responsable por algunas enfermedades del tracto respiratorio en huéspedes
normales y también puede desarrollar infecciones invasivas en pacientes neutropénicos,
donde la infeccion ocurre al inhalar conidios viables.®919

En el medio ambiente, hay innumerables especies de vegetales que presentan aceites
esenciales (AEs) como uno de los compuestos del metabolismo secundario. Los AEs tienen
una compleja composicion de monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides.® Varios
AEs han demonstrado en estudios, una importante actividad antifingica, donde la
sensibilidad que presentan en varias cepas y en diferentes géneros fungicos, pueden ser
comparables a los fungicidas comerciales utilizados en la agricultura, en el tratamiento de
enfermedades fungicas en humanos y animales y, en la industria de alimentos en el control
microbioldgico.%V) La especie vegetal Schinus molle pertenece a la familia Anacardiaceae,
conocida popularmente como ‘aroeira-salsa’. En sus érganos vegetales, los tallos y las hojas
tienen fuertes aromas debido a la presencia de AEs. Esta especie ha estado mostrado buenos
resultados en la actividad antifangica, y presenta importante sensibilidad en innumerables
cepas flngicas.11213)

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad antifingica de los aceites
esenciales de las hojas y tallos de Schinus molle en cepas de Aspergillus flavus, Aspergillus

niger y Aspergillus fumigatus en Rio Verde, Goias, Brasil.

Métodos

Recoleccion e identificacion del material vegetal
Las hojas y tallos de S. molle se recolectaron en el area de cultivo bovino del Instituto Federal
Goiano, Campus Rio Verde, Goias, Brasil, en el mes de enero de 2020, durante la noche,
entre las 19 h'y 20 h, periodo més fresco, con la siguiente ubicacion geografica 17°48°46.8°’°S
50°53°55.1°’W que se determind con la ayuda de un GPS (Garmin, Mod. GPSMap
64x/Glosnass). Una exsiccata fue herborizada y depositada en el herbario de IF Goiano,

Campus Rio Verde con el siguiente registro de Voucher HRV 1347.
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Extraccion del aceite esencial
El material se peso en alicuotas de 100 g. Luego, se procesaron en un procesador domestico
(Philips, Mod. Walita Viva Collection) con 500 mL de agua destilada. La extraccion del AE
se realiz6 en un sistema tipo Clevenger (Hermon Lab) con reflujo durante 4 horas. El
hidrolato se recogid y se transfirié a un embudo de separacion de 500 mL (Laborglas) donde
se lavd 3 veces con diclorometano (Neon, P.A - ACS, pureza de 99,8 %). La fase organica
se recogio y se seco con sulfato de sodio anhidro (Fmaia, P.A - ACS, pureza 98,8 %), y luego
se filtro a través de papel de filtro (Unifil, C42) y la solucion se transfirié a un vaso de
precipitados de 100 mL (Laborglas) envuelto en papel de aluminio (Bompack). El matraz se
mantuvo en un lugar oscuro con una temperatura de 25 °C hasta la evaporacion completa del
disolvente. Poco después, la masa de AE se determind en una balanza analitica digital

(Marte, Mod. WB 220), de acuerdo con la ecuacion 1.

%Rend = (Masaaceite/Masain natura) x 100. (l)

Donde: %Rend = porcentaje de rendimiento, Masa aceite = peso del aceite esencial extraido

y Masa in natura = peso del material fresco.

Actividad antifangica

La actividad antiflngica se determind utilizando cepas identificadas de A. flavus AW12, A.
niger AW15 y A. fumigatus AW13 mantenidos en medio agar, patata y dextrosa (Kasvi —
APD). Las cepas pertenecian al laboratorio de Quimica Tecnoldgica de IF Goiano, campus
Rio Verde, Goias, Brasil. La determinacion de la actividad antifingica de los AEs de S. molle
se evaluo a través de diferentes concentraciones, a partir de 100 (aceite puro); 50 uL mL;
25 uL mL?t: 12,5 pL mL?: 6,25 uL mL?: 3,13 ulL mL*? y 1,56 pL mL™? diluido en
dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec, P.A - ACS, pureza 100 %). Como control negativo, se
utilizo el testigo ausencia de aceite esencial y DMSO. Como control positivo fue utilizado
fungicida Frowncide 500 SC® (lhara, Fluazinam, Conc. 500 g L), con el respectivo Registro
en el Ministerio de Agricultura brasilefia, n° 7695, a una concentraciéon predeterminada de
15 uL mL™.

Las concentraciones de aceites esenciales se agregaron al medio de cultivo APD después de

la esterilizacion y enfriamiento, asi como para los tratamientos con fungicida comercial y
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DMSO. Después de la solidificacion del medio, en una camara de flujo laminar
bacterioldgico (Marconi, Mod. MA 1550) se deposito 1 disco de micelio para cada cepa por
separado de A. flavus, A. niger y A. fumigatus, de 7 mm de didmetro, en el centro de la placa
de Petri con 10 cm de didmetro. Luego se incubaron a una temperatura de 25 °C en una
incubadora bacterioldgica (SolidSteel, Mod. 11L), respectivamente. 1415

La evaluacion consistio en mediciones diarias del didmetro de las colonias, para lo que se
utiliz6 un calibrador digital Digimess, Mod. 100.174 BL, con resolucién 0,001 mm. La
evaluacion comenzé 24 horas después iniciada la incubacion, y finalizé cuando las colonias
de hongos del tratamiento de control alcanzaron completamente el area interna de la placa.
La determinacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) se realizé segun lo
propuesto por Garcia y otros (Ecuacion 2).(1®

%PIC = (DTT — DTQ)/DTT x 100. )

Donde: PIC = porcentual de inhibicion del crecimiento, DTT = didmetro del tratamiento

testigo, DTQ = didmetro del tratamiento quimico.

Analisis estadistico
La determinacion del rendimiento de extraccion de los AEs se hizo triplicada, y la actividad
antifangica se realiz6 por cuadruplicado seguida de + error estandar de la media. Los datos
se sometieron a analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) y los promedios de
todos los tratamientos con AEs se compararon con el fungicida comercial mediante la prueba
de Scott-Knott, con un nivel de significancia del 5 %. El programa estadistico utilizado fue
el PAST 3 (version gratuita, 3.22, 2019).

Resultados

El rendimiento de los AEs fue de 0,97 % y de 0,61 % para las hojas y tallos, respectivamente,
recolectados por la noche. En la figura 1 se muestran los porcentajes de inhibicion del
crecimiento micelial (P1C) sobre las cepas de A. flavus, A. niger y A. fumigatus por el AE de
las hojas de S. molle.
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El AE de las hojas de S. molle mostré actividad antifungica para las cepas evaluadas de A.
flavus y A. niger con una accion de sensibilidad més efectiva (Fig. 1), donde en las
concentraciones entre 25 a 100 uL mL™, presenté una PIC comparable al observada por el
fungicida de referencia Frowncide® 500 SC con 100 % de inhibicion del crecimiento
micelial. Las cepas de A. flavus y A. niger demostraron en el estudio que son muy sensibles
al AE de las hojas de S. molle, por lo que se puede considerar un potente agente promotor
en el control de ambas especies de Aspergillus. Para ambos hongos se pueden usar
concentraciones superiores a 6,25 uL mL* que demuestran una alta eficiencia para inhibir
las cepas de A. flavus y A. niger, segun la prueba de Scott-Knott 5 %.

Sin embargo, no se observé lo mismo para A. fumigatus, que presentd una tasa baja de PIC
sobre la accién del AE de las hojas de S. molle en todas las concentraciones, incluso en
presencia de aceite sin dilucion en la concentracion de 100 uL mL™2, con solo un 44 % de
inhibicidn del crecimiento. A. fumigatus demostrd en este estudio que es mas resistente al
AE de las hojas de S. molle, que las cepas de A. flavus y A. niger. En relacion con el fungicida
de referencia, también mostr6 una inhibicién del 100 % en las pruebas antimicoticas (Fig. 1)

segun lo evaluado por la prueba Scott-Knott 5 %.

Porcentaje de inhibicidn del crecimiento PIC
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Nota: letras iguales para cada concentracion y cepa flngica, significa que no difiere en la prueba de Scott-Knott con un nivel de

significancia del 5 %.

Fig. 1 - Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial contra las cepas de A. flavus, A. niger y

A. fumigatus, por el aceite esencial de las hojas de S. molle.
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En la figura 2 se presentan los resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento para
las cepas de A. flavus, A. niger y A. fumigatus sobre la accién de inhibicion promovida por
el aceite esencial de los tallos de S. molle. Se puede observar la alta eficacia de inhibicién
para A. flavus en todas las concentraciones evaluadas para el AE de los tallos de S. molle,
con un PIC méximo del 91 %. También se observd una buena eficiencia para la cepa de A.
niger, que mostro ser relativamente sensible al AE solo en concentraciones mas altas entre
12,5 uL mL* a 100 uL mL* con un PIC méximo del 70 %. Sin embargo, no hay diferencia
estadistica entre las concentraciones, formando el grupo (b). A concentraciones mas bajas

de 1,56 uL mL? y 3,13 uL mL™%, no se observo inhibicion del crecimiento (Fig. 2).

Porcentaje de inhibicidn del crecimiento PIC
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significancia del 5 %.

Fig. 2 - Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial contra las cepas de A. flavus, A. niger y

A. fumigatus, por el aceite esencial de los tallos de S. molle.

Nuevamente, ambas cepas de A. flavus y A. niger mostraron ser mas sensibles en presencia
del AE de los tallos de S. molle en diferentes concentraciones. En comparacion con la accion
fungistatica promovida por el fungicida de referencia, las concentraciones de 50 L mL?y
100 pL mL™ demostraron una accion antifungica de A. flavus igual al fungicida Frowncide®,

con una concentracion establecida de 15 uL mL™. Para A. niger, las mejores concentraciones
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tienen una baja tasa de inhibicion del crecimiento entre 12,5 uL mL™ a 100 uL mL™%, por lo
que sigue siendo una buena opcidn para controlar este hongo.

Para el ensayo antimicético para la cepa de A. fumigatus hubo una ligera sensibilidad al AE,
solo en las tres concentraciones mas altas entre 25 pL mL™ y 100 uL mL™?, con una tasa mas
alta del 37 %. Sin embargo, no hubo diferencias significativas para estas concentraciones.
En las concentraciones mas bajas entre 1,56 uL mL?* a 12,5 pL mL™? no demostraron
actividad PIC.

Discusion

Varios trabajos reportan diferencias en los contenidos de rendimiento del AE para S. molle,
como es el caso de los estudios de Menezes Filho y otros.*”) Estos autores encontraron
valores de rendimiento del AE de ramas y hojas de S. molle de un 0,21 % y un 0,37 %
respectivamente, que fueron recolectadas durante el dia en el mes de agosto de 2019, en Rio
Verde, Goias, Brasil, lo que se considera un periodo de sequia para el area de recoleccion de
este estudio. En los estudios de Prado y otros,*® los investigadores encontraron un
rendimiento del 1,2 % para las hojas de S. molle recolectadas en Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.
El-Sayed y otros®® reportaron un rendimiento en su estudio de 1,87 mL para hojas en la
region de Taif, Arabia Saudita.

Seguin Da Silva y otros®? y De Sousa y otros,?Y) esta diferencia en el rendimiento de AE se
explica debido a factores intrinsecos y extrinsecos como la lluvia, la altitud en relacion con
el nivel del mar, el tipo de suelo, el contenido mineral del suelo, irradiacion solar, genética
vegetal con sus quimiotipos, entre otros. A la vez, que diversos estudios presentaron
procesos de estrés en vegetales donde el contenido de AE es sustancialmente mayor en
comparacion con el vegetal en su estado natural. Por lo que se puede plantear que numerosos
AEs han demostrado en investigaciones ser altamente eficientes como agente antifungico y
fungistatico. Lo que demuestra que esta clase de metabolitos secundarios de las
innumerables familias de vegetales, pueden ser utilizados como una alternativa preferible
ante el uso de fungicidas sintéticos que a menudo causan un desequilibrio ecoldgico.???%)
En el presente estudio es posible observar una importante actividad antifingica para las tres
cepas evaluadas, en diferentes concentraciones de AE para hojas y tallos de S. molle, siendo
superior a otros estudios que evaluaron la capacidad antifungica para las cepas de

Aspergillus. Otras investigaciones que valoraron los AEs de S. molle en diferentes partes del
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vegetal también encontraron una importante actividad antifingica. Menezes Filho y otros,*"
hallaron una accion fungistéatica eficiente para el hongo Sclerotinia sclerotiorum que causa
el “moho blanco” en varios cultivos agricolas. Estos investigadores obtuvieron inhibicion de
hongo entre el 1,13 % al 86,41 % para el AE de las ramas y entre un 5,82 % a un 81,34 %
para el AE de las hojas.

Tomazoni y otros®¥ demostraron en un estudio con el AE de las hojas de S. molle, una
actividad antifungica del 59,46 %, 60,42 % y un 66,13 % para los hongos Alternaria solani,
Septoria lycopersici y Stemphylium solani, respectivamente. Luque-Alcaraz y otros,?®
evaluaron el AE de las hojas de S. molle recolectadas en México, donde determinaron un
buen potencial antifingico para Aspergillus parasiticus. Otros trabajos previos, como en los
estudios de Dikshit y otros,®? informaron una inhibicion del 53,5 % para A. flavus en una
concentracion de 500 pg mLt. En comparacion con otros estudios que evaluaron los AEs en
especies de Aspergillus, como en los estudios de Deus y otros®® donde los investigadores
encontraron actividad antifungica eficiente para A. flavus y A. niger usando aceite de resina
y AE de Copaifera multijuga.

Correa-Royero y otros,?”) observaron actividad antifingica en A. fumigatus en cuatro AES
de Chenopodium ambrosioides, Bursera graveolens, Tagetes lucida y Cymbopogon citratus.
Por su parte Thanaboripat y otros,?® hallaron una buena eficacia de inhibicion para A. flavus
usando AE de Melaleuca cajeputi, Cinnamomum cassia y Lavandula officinalis. Segin
Jardim y otros,®® la clase de compuestos terpénicos en AES tienen una importante actividad
antifangica, siendo una fuente compleja y rica de sustancias para el desarrollo de nuevos
productos antifangicos en la linea ecoldgica.

Varios compuestos que se encuentran en los AEs son responsables de presentar tasas
diferentes y positivas de inhibicion del crecimiento micelial en varios grupos de hongos.
Para S. molle, se han informado como compuestos principales el copaeno, cariofileno, 6-
cadieno, viridifloral, o-pineno, germacreno D, germacreno B,*") Epi-a-cadinol, mirceno,
sabineno,® biciclogermacreno, espatulenol y a-cadinol.G%

Se concluye que los AEs de S. molle tienen una alta eficacia de inhibicion del crecimiento
para A. flavus, A. niger e intermedio para A. fumigatus en pruebas in vitro en diferentes
concentraciones de AE de las hojas y tallos. De ahi que se deba trabajar mas en la evaluacién
de este comportamiento fungistatico en invernaderos, en el campo y en modelos animales,
ya que esta actividad antifungica podria constituir la génesis de nuevas fuentes para la

produccién de agentes antinflingicos para uso agricola y farmacéutico.
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