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EVALUACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO DE VAPORES DE ACEITES
ESENCIALES DE NARANJA, LIMON Y TORONJA PARA LA PRESERVACION
DE DOCUMENTOS

Lissete Estefania Sarasti Espejo’

RESUMEN

Se evalué la actividad antiftingica de tres aceites esenciales comerciales de naranja, limén y toronja a diferentes
concentraciones frente a los modelos bioldgicos de Penicillium spp., Aspergillus spp. y Cladosporium spp.
Hongos celuloliticos que se encuentran con mayor frecuencia en documentos resguardados en bibliotecas
y archivos.

Durante las pruebas in vitro se pudo verificar que los aceites esenciales de limén y toronja lograron una
inhibicién de hasta el 70% de crecimiento miceliar, a una concentracién del 3%. Mientras que el aceite esencial
de naranja, a esta misma concentracién, inhibié casi por completo el crecimiento de estos hongos, llegando
a més del 90% de efectividad, lo que dejé en evidencia un mayor potencial inhibitorio que los aceites antes
mencionados. En funcién de estos resultados se decidié aumentar la concentracién del aceite esencial de
naranja a 4%, alcanzando una inhibicién del 100% en las tres cepas de hongos.

Se utilizé la norma ASTM D2020-92 Standard Test Methods for Mildew (Fungus) Resistance of Paper and
Paperboard, modificindola para la evaluacién de las propiedades antifiingicas del aceite sobre el papel.
El ensayo se realizé vaporizando el aceite esencial de naranja en papel de fibra de madera y papel de fibra
algodén, para posteriormente colocarlos en un medio inoculado con el hongo correspondiente. Los resultados
mostraron que este método de aplicacién no funcioné para impedir el crecimiento de los microorganismos
seleccionados en papel.

Palabras clave: aceites esenciales, citricos, actividad antifuingica, hongos celuloliticos, control de
microorganismos en papel.
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EVALUATION OF ANTIFUNGAL EFFECT OF ORANGE, LEMON AND
GRAPEFRUIT ESSENTIAL OIL VAPORS FOR DOCUMENT PRESERVATION

ABSTRACT

The antifungal activity of three commercial essential oils —orange, lemon and grapefruit— was evaluated, at
different concentrations, against biological agents Penicillium spp., Aspergillus spp. and Cladosporium spp.,
cellulolytic fungi frequently found in library and archival documents.

During the in vitro tests it was verified that the lemon and grapefruit essential oils achieved up to 70%
of inhibition of mycelial growth, at a concentration of 3%. While the orange essential oil, at the same
concentration, inhibited almost completely the growth of those fungi reaching more than 90% of effectiveness,
showing a bigger inhibitory potential compared to the other oils. According to these results it was decided
to increase the concentration of orange essential oil to 4%, resulting in a 100% of inhibition of the three
strains of fungi.

The Standard Test ASTM D2020-92, Methods for Mildew (Fungus) Resistance of Paper and Paperboard, was
modified to evaluate the antifungal properties of oil on paper. This test was carried out by spraying the orange
essential oil on wood fiber paper and cotton fiber paper, then placing them in an inoculated Petri with the
fungus. Results showed that this method of application does not work to prevent the growth of the selected
microorganisms in paper.

Keywords: essential oils, citrus, antifungal activity, cellulolytic fungi, control of microorganisms in paper.

AVALIACAO DO EFEITO ANTIFUNGICO DE VAPORES DE OLEOS ESSENCIAIS
DE LARANJA, LIMAO E TORANJA PARA A PRESERVACAO DE DOCUMENTOS

RESUMO

Foi avaliada a atividade antiftingica de trés 6leos essenciais comerciais de laranja, lim3o e toranja em diferentes
concentragdes, contra modelos biolégicos de Penicillium spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp., fungos
celuloliticos frequentemente encontrados em documentos guardados em bibliotecas e arquivos.

Durante os testes in vitro, verificou-se que os dleos essenciais de limao e toranja atingiram uma inibicao
de até 70% do crescimento micelial, a uma concentragio de 3%. Enquanto o éleo essencial de laranja, na
mesma concentragao, inibiu quase por completo o crescimento destes fungos, atingindo mais de 90% de
eficicia, o que evidenciou um maior potencial inibitério que os 6leos supramencionados. De acordo com
estes resultados, decidiu-se aumentar a concentragao do 6leo essencial de laranja a 4%, atingindo uma
inibicdo de100% nas trés cepas de fungos.
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Foi adotada a norma ASTM D2020-92, Standard Test Methods for Mildew (Fungus) Resistance of Paper and
Paperboard, modificada para avaliar as propriedades antiftingicas do ¢éleo sobre o papel. Este teste foi
realizado pulverizando o 6leo essencial de laranja em papel de fibra de madeira e papel de fibra de algodao
e, em seguida, foram colocados num Petri inoculado com o fungo correspondente. Os resultados mostraram
que este método de aplicagdo n3o funcionou para impedir o crescimento dos microrganismos selecionados

em papel.

Palavras chaves: 6leos essenciais, citricos, atividade antifingica, fungos celuloliticos, controlo de crescimento

de microrganismos em papel.

INTRODUCCION

Las condiciones ambientales son factores que
influyen de modo directo en el ritmo de desarrollo
de los microorganismos que producen multiples
alteraciones en los documentos, modificando su
estructura (Copedé 2012).

El papel pierde fuerza, se torna laxo y poroso, a
menudo con dreas de pérdida o adelgazamiento
que son claramente visibles. Generan manchas
de diferentes colores, causadas por procesos
metabdlicos, sustancias quimicas, subproductos
excretados y pigmentos presentes en la estructura
misma del hongo (Lona 2009).

Estudios microbiolégicos realizados en archivos
y bibliotecas de Colombia, Cuba, Espafia e ltalia
identificaron los siguientes géneros de hongos:
Aspergillus spp., Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Penicillium spp., Rhizopus spp., Trichoderma spp.
(Valentin et al. 1996).

Moctezuma Zarate et al. (2015) aislaron de una
biblioteca universitaria un total de 787 colonias,
90,34% de hongos filamentosos y 9,66% de levaduras.
Los géneros aislados con mayor frecuencia fueron
Cladosporium spp. (52,99%) y Penicillium spp.
(13,34%).

Investigaciones realizadas en el archivo y biblioteca
del conjunto conventual San Francisco de Quito
(2015) identificaron a los géneros Penicillium spp.,
Aspergillus spp. y Cladosporium spp. en documentos
y libros. Estos datos concuerdan con el catdlogo del

American Institute for Conservation (Centro Nacional
de Conservacién de Papel [CNCP] 1998 [1994]) que
determina que entre los géneros mds comunes se
encuentra el Penicillium spp., el Cladosporium spp.
y el Aspergillus spp., como los hongos celuloliticos
principales en la degradacién del papel.

Por tales razones se ha venido utilizando durante
décadas productos de sintesis quimica, tales
como el éxido de etileno, timol, ortofenilfenol o el
pentaclorofenol, para detener el deterioro causado
por estos microorganismos (Baynes-Cope 1972).

Estos fungicidas con un poder de alcance suficiente
para lograr una mortalidad del 99% de los hongos, son
también téxicos para el hombre (Valentin [s.f.], CNCP
1998 [1994]). El Instituto Nacional para la Seguridad
y Salud Ocupacional (NIOSH) de Estados Unidos
los ha catalogado como cancerigenos, mutagénicos
y teratogénicos, causantes de alteraciones en
funciones metabdlicas y de reproduccién, por lo que
han sido prohibidos y restringidos en varios pafses.

El pentaclorofenol, por ejemplo, se encuentra
prohibido como plaguicida en todas sus formulaciones
y usos en algunos paises de Latinoamérica y de
Europa (Observatorio Latinoamericano de Conflictos
Ambientales [OLCA] 1998, Pesticides Action Network
UK [PAN] 2009).

El uso del éxido de etileno se encuentra restringido
en la Unién Europea, y en Ecuador y Peru se
prohibe su registro, importacién, formulacién local,
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distribucion y comercializacién, asi como de sus
derivados y compuestos que con ellos se pudieran
formular (PAN 2009).

Estudios realizados por Valentin et al. (2002)
y el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud
Ocupacional (NIOSH), han demostrado ademds
que estos productos ocasionan por lo general
alteraciones fisico-quimicas de los materiales en
los que son aplicados.

En la dltima década las investigaciones han puesto
en evidencia el poder antimicrobiano de los aceites
esenciales, en especial los extraidos de frutas
citricas (Schelz et al. 2006, Dao et al. 2008, Burt
2004). Aunque el mecanismo por el cual acttian no
estd totalmente determinado, se puede relacionar
con la elevada cantidad de terpenos que poseen (
Soto 2010) (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes volatiles principales de los aceites esenciales (modificada de Reyes Jurado et al.

2012: 31).

Main volatile components of essential oils (Adapted from Reyes Jurado et al. 2012: 31).
Componentes voldteis principais dos éleos essenciais (Adaptada de Reyes Jurado et al. 2012: 31).

Grupo Quimico Funcional Componentes Grupo Quimico Funcional Componentes
Carvacrol Alcanfor
Fenoles Eugenol Cetonas Carvona
Timol Alfa-tujona
Citral Acetato de linalilo
Citronela Salicilato de metilo
Aldehidos Benzaldehido Esteres Etil acetato
Perilaldehido Anetol
Cinamaldehido
Terpenos Careno
Borneol Beta-cariofileno
Alcoholes Mentol Hidrocarburos Alfa-pineno
Geraniol Limoneno
Linalol
Famecol Metil timol
Alcoholes Eteres y oxidos
sesquiterpenos
Cedrol Anetol, cineol

62



Estos compuestos tienen la capacidad de alterar
y penetrar en los lipidos de la estructura de la
pared celular, modificando la estructura quimica
de los polisacdridos, acidos grasos y fosfolipidos y
permeabilizando las membranas (Hernédndez 2011).

Viuda et al. (2008) concluyeron que los aceites
esenciales de limén, mandarina, toronja y naranja
estudiados son capaces de reducir o inhibir el
crecimiento de mohos como: Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum y Penicillium
verrucosum. Por su parte, Coronel (2004) demostrd
que los vapores de aceites de limén y naranja son
idéneos para controlar el crecimiento de mohos
como Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus, Penicillium digitatum 'y Penicillium italicum.

Lépez et al. (2005) y Kloucek et al. (2012) sefialaron
que los mohos son més susceptibles al efecto
antimicrobiano de los aceites esenciales en fase de
vapor, siendo eficientes en concentraciones altas y
tiempos cortos (Dao et al. 2008).

En virtud de lo anterior se propone un método
preventivo para controlar la infeccién por hongos
en bienes culturales con soporte de papel, realizando
nebulizaciones con aceites esenciales citricos, con la
ventaja de que el producto permanezca mds tiempo
en el ambiente y penetre en todo el espacio del
soporte (Bringas [s.f.], Ramirez 2011).

MATERIALES Y METODOLOGIA

Se utilizaron aceites esenciales (en lo sucesivo AE),
elaborados comercialmente en Ambato, Ecuador,
marca Isabrubotanik S.A., de naranja, limén y toronja
contra cepas de Penicillium spp., Aspergillus spp. y
Cladosporium spp., las que fueron seleccionadas
por ser los géneros que mayor incidencia tienen en
la degradacion celulolitica del papel.

Las muestras de estas cepas fueron tomadas
durante el trabajo de investigacién “ldentificacién
microbioldgica bésica de los hongos presentes en el
ambiente y en los bienes documentales del archivo
y biblioteca del conjunto conventual de la orden
franciscana, Quito” (Aguayo 2016).
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Se analizé el tratamiento en dos tipos de papel que
por lo general se encuentran en bibliotecas antiguas
y archivos conventuales y contempordneos: a) Papel
artesanal de trapos y tejidos: se usé en este caso
papel secante de algodén; y b) Papel industrial de
pulpa de madera, correspondiente a una hoja de
archivo elaborada hacia fines del siglo XIX.

Se utilizé agua destilada y suero fisioldgico en los
ensayos, ademds de agar papa dextrosa como medio
de cultivo.

Determinaciéon de la concentracion
inhibitoria

Se aplicé el método de difusion en agar descrito
por Reyes Jurado et al. (2014), el cual sirve por lo
general para determinar si el AE es letal contra un
microorganismo.

En placas de Petri se agregd 20 ml de agar papa
dextrosa (PDA), a las que se adiciond el aceite
esencial de la siguiente manera: 0% (control), 1%,
2% y 3%, seglin concentraciones utilizadas en el
trabajo de investigacién de Alzate et al. (2009). Se
mezclé el aceite en el agar hasta que formé una
mezcla homogénea. Después de su solidificacion los
medios de cultivo se inocularon con los tres hongos
seleccionados (una sola cepa de cada hongo).
Se realizaron dos réplicas por cada tratamiento,
obteniéndose un total de 54 ensayos (3 hongos x 3
AE x 3 concentraciones = 27 x 2 réplicas), a los que se
suman los ensayos control para cada AE en funcién
de las cepas en estudio (9 ensayos).

Las placas de Petri inoculadas se incubaron durante
siete dias a 25 °C, condiciones en las que usualmente
se desarrollan estos microorganismos.

Cdlculo del porcentaje de inhibicién

Luego de observar el crecimiento de los modelos
biolégicos sometidos a las condiciones establecidas,
se obtuvieron los didmetros de crecimiento después
de siete dias de desarrollo y se realizé el célculo de
porcentaje de inhibicién de todos los tratamientos,
usando la férmula de Pandey et al. (1982).
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[didmetro control (cm) — didmetro con AE (cm)]

%inhibiciéon =

(1]

Diametro control (cm) x 100

Se consideré como variable dependiente del estudio
el porcentaje de hongos inhibidos y como variables
independientes el tipo de papel, el aceite esencial y
la concentracién.

Se llevé a cabo un anélisis de varianza ANAVA, usando
el programa Infostat, y se realizé la comparacién
entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey
al 0,05 de significacién.

Evaluacion del efecto antifingico
del vapor del aceite esencial en el

papel

Ninguna de las normas internacionales de
estandarizacion, establecen métodos para analizar el
grado de resistencia del papel a los microorganismos,
mediante el uso de fungicidas.

Es por esto que se utilizé la norma ASTM D2020-92
Standard Test Methods for Mildew (Fungus) Resistance
of Paper and Paperboard (Czichos et al. 2006), la que
se modificé adicionando el método de aplicacién
por vaporizacién del aceite esencial Citrus en el
papel, para determinar si los géneros de hongos
seleccionados crecen sobre él.

Para el ensayo en papel se aplicé la concentracién
de AE que resulté mds competente, a partir de su
determinacién inhibitoria.

Vaporizacién del papel

En un recipiente de vidrio se colocé el AE y en la
tapa se colocaron los papeles recortados en forma
de tiras de aproximadamente 6 x 8 mm, tamafio
basado en las cintas MIC Test Strip? usadas para

2 Tiras de plastico impregnadas con un gradiente de
concentracién predefinido de un antibidtico.
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cuantificar la concentracién minima inhibitoria en
microorganismos.

Se cerr6 y se cubrié la union entre la tapa y el
recipiente con Parafilm™ para reducir la pérdida de
compuestos (vapor) del AE, creando un microclima.
Se coloc este recipiente por 30 min a 100 °C. Durante
este tiempo el aceite esencial se evaporé casi en su
totalidad, dejando en la base una pelicula delgada de
compuestos no voldtiles. Se mantuvo el papel dentro
del contenedor de vidrio, con los vapores del aceite
esencial, durante 36 horas mas.

Para determinar si este método afectaba las
caracteristicas fisicas del papel, a nivel macroscépico,
se evalud el papel sin AE y con AE mediante un
examen organoléptico.

Inoculacién del medio de cultivo y del
papel

Para inocular el medio se extrajo primero una
muestra de cada una de las tres cepas de hongo y
se colocd en una solucién estéril de suero fisiolégico
en un tubo de ensayo para cada hongo. A partir de
esta dilucién se tomé 0,1 ml, y se inoculé toda la
superficie del agar.

Luego se colocé una tira de cada tipo de papel, con
el AE, en cajas de Petri de manera tal que estos
tengan el suficiente espacio para ver la cinética de
crecimiento de los microorganismos. Se realizé tres
réplicas por cada tratamiento.

Se evalué de la misma manera los papeles que no
fueron expuestos al AE para tener una referencia del
crecimiento sin el tratamiento, efectuando en cada
caso tres réplicas (Tabla 2)

Andlisis de la efectividad de los AE en
el papel

Este andlisis se basa en el didmetro del halo de
inhibicién formado alrededor de las tiras de papel,
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Tabla 2. Disefio experimental para la evaluacion del efecto antifiingico del vapor de aceite esencial en

papel.

Experimental design for the evaluation of the antifungal effect of essential oil vapor on paper.
Desenho experimental para avaliagio do efeito antifiingico do vapor de éleo essencial sobre papel.

Ensayo Nomenclatura Concentracion (%) Papel Patégeno
1 T1-R1P Artesanal / Industrial Penicillium spp.
2 T2-R2P Artesanal / Industrial Penicillium spp.
3 T3-R3P Artesanal / Industrial Penicillium spp.
4 T4-R1A Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
5 T5-R2A Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
6 T6-R3A Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
7 T7-R1C 1 Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
8 T8-R2C 2 Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
9 T9-R3C 3 Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
10 T10- R1P Control Artesanal / Industrial Penicillium spp.
1 T11-R2P Control Artesanal / Industrial Penicillium spp.
12 T12-R3P Control Artesanal / Industrial Penicillium spp.
13 T13- R1A Control Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
14 T14-R2A Control Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
15 T15-R3A Control Artesanal / Industrial Aspergillus spp.
16 T16- R1C Control Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
17 T17-R2C Control Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
18 T18-R3C Control Artesanal / Industrial Cladosporium spp.
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es decir, este crecimiento estd en relacién con el
grado de sensibilidad del microorganismo. Asi, halos
pequefios sugieren que los microorganismos son
resistentes al papel con los vapores del AE y halos
grandes denotan sensibilidad ante el papel tratado.

RESULTADOS

Concentracidn inhibitoria

Como se puede apreciar en la Tabla 3, los
microorganismos mds sensibles frente al AE de
naranja fueron los géneros Penicillium y Clados-
porium inhibiéndose alrededor del 93% a la minima
concentracién evaluada (1%), mientras que a
concentraciones del 2%y 3% llegan a mas del 96%
de inhibicién, actuando casi de la misma manera
a las dos concentraciones. El género Aspergillus
responde mejor a partir del 2%.

La evaluacién de la actividad fungicida del aceite
esencial delimén sobre los hongos antes mencionados
fue menor si se la compara con la mostrada por
el AE de naranja. Las tres cepas de hongos se
inhiben alrededor del 70% a la concentracién més
alta evaluada (3%), como se aprecia en la Tabla 4.
El género Cladosporium y Penicillium son menos
sensibles al 1% de concentracién, mientras que el
Aspergillus si llega a inhibirse a més del 60%.

En tanto el AE de toronja resulté ser menos eficaz
que el aceite de naranja y limén. Si tomamos como
referencia al AE de naranja, con una concentracién
del 1%, podemos ver que no permite un crecimiento
mayor del 8% mientras que con el de toronja los
microorganismos crecen mdas del 50%. Por lo
tanto no actué de manera significativa en bajas
concentraciones. En la Tabla 5 se muestran los
porcentajes de inhibicién del AE de toronja en
funcién de cada hongo estudiado.

El anédlisis de varianza, apreciado en la Tabla 6,
demuestra que existen diferencias entre las
propiedades fungistéticas de los aceites esenciales
evaluados. La relacién entre el tratamiento y
el porcentaje de inhibicién indica que el mejor
procedimiento para los tres géneros de hongos es
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el AE de naranja a partir del 2% de concentracién
(Grupo K).

Se puede observar ademds que el segundo grupo (J),
posee una efectividad entre el 93-92% de inhibicién,
por lo que también puede ser considerado para
detener de manera positiva el crecimiento de las cepas
evaluadas. El tratamiento menos eficaz de todos fue el
AE de limén al 1% sobre Cladosporium spp.

Estos resultados estadisticos, diferenciales en la
actividad fungistatica de los aceites esenciales,
indican que existe una relacién entre la composicién
del aceite empleado y la actividad biolégica de
los microorganismos, ya que el porcentaje de
compuestos voldtiles puede variar afectando el grado
de inhibicion.

Dado el rendimiento del aceite de naranja al 2%
y 3%, se decidié evaluar su efectividad al 4% bajo
las mismas condiciones de los ensayos anteriores,
dando como resultado una inhibicién del 100% de
microorganismos. No hubo crecimiento después de
los sietes dias de incubacion.

Inhibicién del crecimiento fungico
en el papel con AE de naranja al 4%

El andlisis de estos resultados se realiz6 de manera
cualitativa y no cuantitativa como estaba previsto,
ya que no se formaron los halos de inhibicién que
arrojaran un dato cuantificable.

Se observd, después de siete dias de incubacién,
que los papeles tratados y no tratados con el AE de
naranja presentaron crecimiento fungico.

Se analizé el papel con AE por el anverso y reverso
de la caja Petri. La cara del papel que estuvo en
contacto con el medio (reverso) no evidencié la
presencia de hongos, o bien, presenté cierto grado
de resistencia al desarrollo de los microorganismos.
Por el contrario, la cara del papel del anverso registré
mayor crecimiento. El papel control, sin AE, mostré
el desarrollo de microorganismos en ambas caras
del papel.

Estos resultados indican que hay una leve resistencia
al ataque fungico, pero el método de vaporizacién



Tabla 3. Porcentaje inhibitorio del aceite esencial de Naranja frente a las cepas evaluadas.

Inhibitory percentage of the Orange essential oil against the evaluated strains.
Percentagem inibitéria do dleo essencial de Laranja contra as cepas avaliadas.
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Ensayo Concentracién (%) Hongo Inhibicién (%)
nP-1rl 1 Penicillium spp. 92,00
nP-1r2 1 Penicillium spp. 93,00
nP-2rl 2 Penicillium spp. 97,84
nP-2 r2 2 Penicillium spp. 96,22
nP-3r1 3 Penicillium spp. 97,97
nP-3 r2 3 Penicillium spp. 97,30
nA-1rl 1 Aspergillus spp. 86,18
nA-1r2 1 Aspergillus spp. 87,35
nA-2rl 2 Aspergillus spp. 91,54
nA-2 rl 2 Aspergillus spp. 97,94
nA-3 rl 3 Aspergillus spp. 94,15
nA-3r2 3 Aspergillus spp. 92,89
nC-1rl 1 Cladosporium spp. 95,04
nC-1r2 1 Cladosporium spp. 92,56
nC-2 rl 2 Cladosporium spp. 94,79
nC-2 r2 2 Cladosporium spp. 95,78
nC-3 rl 3 Cladosporium spp. 95,53
nC-3 r2 3 Cladosporium spp. 94,79
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Tabla 4. Porcentaje inhibitorio del aceite esencial de Limén frente a las cepas evaluadas.

Inhibitory percentage of the Lemon essential oil against the evaluated strains.
Percentagem inibitéria do éleo essencial de Limdo contra as cepas avaliadas.

Ensayo Concentracién (%) Hongo Inhibicién (%)
IP-111 1 Penicillium spp. 41,00
IP-1r2 1 Penicillium spp. 41,22
IP-2 11 2 Penicillium spp. 55,45
IP-2 r2 2 Penicillium spp. 61,08
IP-3 11 3 Penicillium spp. 70,27
IP-3r2 3 Penicillium spp. 69,46
IA-Tr1 1 Aspergillus spp. 70,83
IA-1r2 1 Aspergillus spp. 68,47
IA-2 11 2 Aspergillus spp. 71,54
IA-2r2 2 Aspergillus spp. 63,64
IA-3 11 3 Aspergillus spp. 75,22
IA-3 r2 3 Aspergillus spp. 78,58
IC-1 11 1 Cladosporium spp. 13,15
IC-1r2 1 Cladosporium spp. 13,15
IC-2 11 2 Cladosporium spp. 43,30
IC-2r2 2 Cladosporium spp. 52,85
IC-2 11 3 Cladosporium spp. 72,70
IC-2r2 3 Cladosporium spp. 66,50
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Tabla 5. Porcentaje inhibitorio del aceite esencial de Toronja frente a las cepas evaluadas.

Inhibitory percentage of the Grapefruit essential oil against the evaluated strains.
Percentagem inibitdria do dleo essencial de Toranja contra as cepas avaliadas.
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Ensayo Concentracién (%) Hongo Inhibicién (%)
tP-1r1 1 Penicillium spp. 25,68
tP-1r2 1 Penicillium spp. 27,03
tP-2r1 2 Penicillium spp. 81,35
tP-2 r2 2 Penicillium spp. 80,92
tP-3r1 3 Penicillium spp. 82,16
tP-3r2 3 Penicillium spp. 80,54
tA-1 11 1 Aspergillus spp. 60,47
tA-1r2 1 Aspergillus spp. 62,61
tA-2 r1 2 Aspergillus spp. 71,54
tA-2 r2 2 Aspergillus spp. 65,22
tA-3 11 3 Aspergillus spp. 78,50
tA-3 r2 3 Aspergillus spp. 77,70
tC-1r1 1 Cladosporium spp. 31,89
tC-1r2 1 Cladosporium spp. 32,08
tC-2rl 2 Cladosporium spp. 71,96
tC-2 r2 2 Cladosporium spp. 67,99
tC-3r1 3 Cladosporium spp. 58,81
tC-3 r2 3 Cladosporium spp. 57,39
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Tabla 6. Analisis de la varianza y prueba de Tukey al 0,05 de significacion.
Analysis of variance and Tukey's test at 0,05 significance.

Andlise de varidncia e teste de Tukey com 0,05 de significdncia.

Andlisis de la varianza

Variable RAj cv
% de inhibicién 0,99 0,99 3,49
Cuadro de andlisis de la varianza (SC tipo I11)
F.V sC Gl CcM™m F p-valor
Modelo 27010,31 26 1038,86 168,51 <0,0001
Tratamiento 27010,31 26 1038,86 168,51 <0,0001
Error 166,45 27 6,16
Total 27176,76 53
Test de Tukey: alfa = 0,05 / DMS = 10,18222
Ensayo Medias n E.E Grupos
CL116 13,15 2 1,76 A
PT119 26,36 2 1,76 B
CT125 32,99 2 1,76 B
PL110 41,11 2 1,76 C
CCL217 53,08 2 1,76 D
CT327 58,10 2 1,76 D E
PL211 58,27 2 1,76 D E F
AT122 61,54 2 1,76 D E F G
AL214 67,59 2 1,76 E F G H
AT223 68,38 2 1,76 F G H
CL318 69,60 2 1,76 G H
AL113 69,65 2 1,76 G H
PL312 69,87 2 1,76 G H
CT226 69,98 2 1,76 G H
AL315 76,90 2 1,76 H
AT324 77,69 2 1,76 H
PT220 81,14 2 1,76
PT321 81,35 2 1,76
AN14 83,68 2 1,76 )
PN11 92,50 2 1,76 J K
AN36 93,52 2 1,76 ] K
CN17 93,80 2 1,76 )] K
AN25 94,74 2 1,76 K
CN39 95,16 2 1,76 K
CN28 95,29 2 1,76 K
PN22 97,03 2 1,76 K
PN33 97,64 2 1,76 K

Medias con una letra comtn no son significativamente diferentes (p>0,5).
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del aceite esencial no actua de manera eficaz para
preservar el papel del ataque de hongos.

Se pudo observar ademds, mediante un anélisis
organoléptico, que el uso del AE en fase de vapor no
deja manchas en el papel ni lo vuelve quebradizo. El
Unico cambio que se registré fue el olor a naranja,
que quedd impregnado en el soporte.

CONCLUSIONES

Se ha confirmado mediante este estudio que
los aceites esenciales que se extraen de plantas
del género Citrus tienen componentes activos
antifungicos. Los hongos presentaron diferente nivel
de susceptibilidad, mostrando un efecto dependiente
del tipo de aceite esencial y su concentracién.

Las concentraciones de ensayo del 19 al 3% con los
aceites de limén y toronja a las que se sometieron los
microorganismos dieron una respuesta de inhibicién
menor del 70%.

En tanto el AE de naranja fue el compuesto méds
efectivo en relacién con los demds aceites, teniendo
un amplio espectro de actividad fungicida. Este llegé
ainhibir hasta el 97% del crecimiento de los hongos
filamentosos, evaluados en los modelos de ensayo
mediante el método de difusién en agar. Y en una
concentracion al 4%, el aceite esencial de naranja
demostré una capacidad de inhibicién del 100%.

Se puede sefalar que los aceites citricos actuian
de manera distinta a las mismas concentraciones,
cuando son evaluados sobre otras cepas de hongos
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