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ACRONIMOS

ABS: Absorbancia

ACN: Acetonitrilo (acetronitrile)

AFB1.: aflatoxina B1 (aflatoxin B1)

AFB2: aflatoxina B2 (aflatoxin B2)

AFG1.: aflatoxina G1 (aflatoxin G1)

AFG2: aflatoxina G2 (aflatoxin G2)

AFML1.: aflatoxina M1 (aflatoxin M1)

Anova: Analysis of Variance

CARV: carvacrol

CECT: Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo

CFM: Concentracién Fungicida Minima
CFU/mL: Colony Forming Unit

CIN: aceite esencial de canela (cinnamon esential oil)
CINAM: cinamaldehido (cinnamaldehyde)

CIM: Concentracién Inhibitoria Minima

CLO: clavo (clove)

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CYA: Czapek Yeast Autolisiate Agar

CZP: Czapek Dox-Agar

DCM: diclorometano (Dichloromethane)

DON: Deoxinivalenol (Deoxynivalenol)

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control
EFSA: European Food Safety Authority

EOs: Essential Qils (aceites esenciales)

e-SEM: SEM ambiental (Environmental Scannining Electron Microscopy)




EUG: eugenol
FAO: Food and Agricultural Organization

FTIR: Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (Fourier Transform Infrared

Spectroscopy)

GC: Cromatografia de Gases (Gas Chromatography)
GR: Growth Rate (velocidad de crecimiento)

GRAS: Generally Recognised As Safe

H.l.: Halo de Inhibicion (inhibition area)

H.R.: Halo de Retardo (retard area)

LAE: Etil Lauroil Arginato (Ethyl Lauroyl Arginate)
LOD: Limite de Deteccidn (Detection Limit)

LOQ: Limite de Cuantificacion (Quantification Limit)
MEA: Malt Extract Agar

MEB: Malt Extract Broth

MeOH: metanol (metanol)

MIC: Minimal Inhibitory Concentration

MFC: Minimal Fungicidal Concentration

MS: Espectrometria de Masas (Mas Spectrometry)
NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
OR: oregano

OTA: Ocratoxina A (Ochratoxin A)

PDA: Potato Dextrose Agar

PDB: Potato Dextrose Broth

PET: Polietileno de Tereftalato (Polyethylene Terephthalate)
PP: Polipropileno (Polypropylene)

PPM: partes por millén (parts per million)

PPB: partes por billén (parts per billion)

RASFF: Rapid Alert System for Food and Feed

2



rmp: revoluciones por minuto (revolutions per minute)

SEM: Microscopia Electrénica de Barrido (Scanning Electron Microscopy)

SPME: Microextraccidn en Fase Solida (Solid Phase Micro-Extraction)

STY: estireno (styrene)

sp/mL: esporas por mL (spores per mL)

TEM: Microscopia Electrénica de Transmision (Transmission Electronic Microscopy)
UFC: Unidades Formadoras de Colonias

UHPLC: Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presiéon (Ultra High-Performance Liquid
Chromatography )

YEB: Yest Extract Broth
YES: Yeast Extract Agar

ZEA: Zearalenona (Zearalenone)
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PRESENTACION

La presente Tesis Doctoral nace con el reto principal de profundizar en el estudio del
mecanismo de acciéon de un envase activo antifiingico, lo cual permite mejorar su disefio y
convertirlo en un sistema fiable, seguro y eficaz frente a los mohos que puedan crecer en

cada uno de los alimentos a los cuales va orientado el envase.

A continuacién se exponen las cinco secciones en las cuales se ha dividido el trabajo
desarrollado. La primera de ellas estad constituida por una introduccién general donde se
tratan los aspectos fundamentales de los aceites esenciales, el nacimiento del envase activo
y por ultimo, nociones importantes sobre la morfologia y crecimiento de los mohos
alterantes de alimentos. A continuacion, en la seccién I, se exponen los objetivos
planteados, los cuales se van resolviendo a lo largo de la seccidn lIl. Esta ultima parte es la
mas amplia de la tesis, ya que contiene el desarrollo experimental llevado a cabo, el cual se
ha esquematizado a su vez en cinco capitulos autocontenidos (esto es, cada uno de ellos

engloba una pequenfa introduccion, materiales y métodos, resultados y conclusiones).

El primer capitulo constituyo la base de partida de la tesis, ya que permitio asegurar la
reproducibilidad a la hora de extraer y cuantificar el resto de indculos empleados en la tesis.
A continuacién, en el segundo capitulo se llevé a cabo un amplio barrido de la actividad
antifungica de diferentes aceites esenciales sobre varias cepas, por medio de diferentes
ensayos de micologia, tanto en contacto directo como en fase vapor. Tras esto, el capitulo 3
se centrd en el estudio del envase activo con canela, para lo cual todos los experimentos
con el material se realizaron en fase vapor, y sobre varias cepas de moho. Dichos estudios
se evaluaron a diferente pH y temperaturas, las cuales variaron segun la cepa en cuestién. El
capitulo 4 recoge los datos obtenidos del estudio de mecanismo de accién de los aceites
esenciales, llevado a cabo por diferentes técnicas como son las curvas de muerte, infrarrojo
de alta resolucidon (FTIR) y microscopia electrénica de barrido (SEM). Por ultimo, el capitulo
5 trata sobre el efecto de los compuestos volatiles del aceite esencial de canela, en la

produccién de una las micotoxinas mas importantes, la aflatoxina B1.

La memoria cierra con las secciones IV, V y VI, las cuales recogen las conclusiones
extraidas del trabajo, la bibliografia consultada a lo largo del proceso, y las publicaciones

derivadas de todo ello respectivamente.
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1. ESSENTIAL OILS

1.1. Definition, properties and history

Essential oils (EOs) are natural aromatic substances obtained from plant materials. Their
origin is very diverse as they proceed from flowers, buds, seeds, leaves, twigs, bark, herbs,
wood, fruits and roots (Burt S., 2004). They are liposolubles and therefore, with a low water
solubility and high solubility in alcohol and organic solvents such as ether or chloroform. They
are liquids at room temperature, and colorless or slightly yellowish after distillation. They can

be found in nature (wild type) or after plant breeding (domestication cultivation).

They have been used along History due to their recognized preservative properties, being
applied for embalming in ancient Egypt (Lang G., et al., 2012). However, it was not until the

IM

16" century that the term “essential oil” was introduced by the alchemist, doctor and
astrologer Paracelsus von Hohenheim, who referred as “Quinta essentia” to the active
component of the drugs he used (Edris A. E., 2007). Hence, plants have been used since
ancient times, with the aim of treating infectious illness even before any knowledge about
microorganisms (Lang G., et al., 2012). Their pharmacological effects were described since
the 13™ century, but they were not used in Europe until the 16" century. Later, pharmacies
from 17" century were able to stock about 15-20 different oils. However, despite the first
experimental work about the vapor phase antibacterial properties of EOs dates from 1881,

their medical use in the 19" and 20™ centuries were pushed into the background in relation

to their application as flavor and aroma (Burt S., 2004).

Nowadays, the properties of EOs, as bactericidal, fungicidal, insecticidals and virucidal are
well known (Bakkali F., et al., 2008). Besides, they can act as antioxidant, immunomodulant,
psychotropic, acaricide, expectorant, antiphlogistic, spasmolytic and antinociceptive agents.
Moreover, antidiabetic and cancer suppressive activities have been also reported (Lang G., et
al.,, 2012). The excellent previous review published by Lang G., et al. (2012) compiles the
results concerning the antimicrobial and antifungal activities between the years 2008-2010.
As the authors say, volatile oils constitute an interesting alternative due to the increasing
resistance of microorganisms against synthetic agents. Besides, currently their fragrance is

still highly appreciated, being part of most of the cosmetic and hygienic products in the trade.
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Spices can be also regarded as functional foods. Besides the mentioned antibacterial,
antiviral and antioxidant activities, they can also work as anti-inflammatory, anti-thrombosis,
anticarcinogenic, anti-ulcerous, digestive stimulants and anti-diabetic substances. The
presence of flavonoids inhibits the inflammation process and the platelet aggregation, and
they also seem to increase the prostaglandins, thus reducing the acid secretion and
preventing the ulcer formation. Several works have pointed out the anticarcinogenic action
of some aromatic herbs and spices, as rosemary and its principal components (ursolic acid,
carnosol), turmeric and its principal component curcumin and pepper (capsaicin as main
component). Basically, rosemary and carnosol have demonstrated to suppress the oxidative
stress and to prevent the DNA damage, meanwhile capsaicin seems to promote the
apoptosis of the carcinogenic cells. Among the anti-diabetic properties, cinnamon has been
by far the most evaluated spice, which its hypoglycemic action has been proved by different

authors (Viuda-Martos M., et al., 2011).

As we will discuss along this work, their antimicrobial activity degree depends mainly on
the essential oil composition, the methodology applied, the food ingredients or substrate

used, and the microorganism target.

1.2. Anatomy and chemotaxonomy

All plants are able to produce volatile compounds, sometimes only in traces. In the case
of delivering essential oil of commercial interest, then the plant is considered as “essential oil
plant”. Flowers of some plants as for example rose (Rosa spp.), jasmine (Jasminum sambac)
or tuberose (Polyanthes tuberosa) produce and emit immediately the volatiles by the
epidermal layers of their petals. In that case, besides distillation an “enflueurage” should be
applied in order to recover the fragrance compounds. Meanwhile, in other plans the
secretion and accumulation of volatiles take place in specialized anatomical structures such
as secretory idioblasts, cavities or ducts, or glandular trichomes (figure 0.1). Hence, the type
of secretory containers and the biosynthetically specific group of substances are important

aspects from the taxonomical and systematic point of view.
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Fig. 0.1 Anatomical structures of a fresh leaf of Mandevilla guanabarica

Left: transversal section showing the idioblasts (id) in dark blue, which contain fatty acids
(Cordeiro S. Z., et al., 2012). Right: transversal section of a leaf of Eucalyptus benthamii,
highlighting the secretory cavities (CS) (Doell-Boscardin P. M., et al., 2010)

The extensive number of plant families are scattered throughout all plant classes:
gymnosperms, within Cupressaceae and Pinaceae as the main families, and the angiosperms.
The large group of angiosperms includes families of dicots and monocots, where we can find
the most famous essential oils (table 0.1). Some genus, as for example sage and oregano

(both from Lamiaceae), contains a great number of worldwide different species, about 900

species in the case of sage and more than 60 for oregano (Baser H. C. K., et al., 2010c).

Table 0.1 Chemotaxonomy of some important families of EOs

Familiy Essential oil (EO)
Apiaceae Fennel, coriander, other aromatic seed/root oils
Asteraceae Chamomile
Geraniaceae Geranium oil
Illiaceae Star anise oil
Lamiaceae Mint, patchouli, lavender, oregano, sage, etc.
Dicots Lauraceae Cinnamon, litsea, camphor, sassafras oil, etc.
Myristicaceae Nutmeg, mace
Myrtaceae Mytle, cloves, allspice
Oleaceae Jasmine oil
Rosaceae Rose oil
Santalaceae Sandalwood oil
Acoraceae Calamus
Monocots . . .
(Liliopsida) Poaceae Vetiver and aromatic grass oils

Zingiberaceae

Ginger, cardamon
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However, essential oils can be also classified in relation to their consistency (essences,
balsams, and resins), origin (naturals, artificial and synthetics), and their chemical nature

(Arraiza Bermudez-Cafiete M. P.).

1.3. Extraction methods

Despite the process of steam distillation is the most frequent method for the production
of essential oils on a large scale (Bakkali F., et al., 2008; Baser H. C. K., et al. , 2010b), there
are others as water or hydrodistillation, expression or cold pressing and the supercritical fluid
extraction (SFE). Besides, the essential oils from some flowers are extracted by the
mentioned enfleurage, where the petals are placed over a fat film which retains the essential
oil, following the extraction by alcohol 70 °C. This is often used for flowers containing
appreciated essential oils but present at low concentrations as orange blossom, rose, jasmine
and violet. Also, when dealing with high molecular weight and low volatile compounds, it is
possible to extract them by organic solvents, being the solvent selection the hardest task
(Arraiza Bermudez-Cafiete M. P.). On the other hand, cold pressing is commonly used for
citrus fruits, where the oil glands within the peels are mechanically crushed to release their
content. In the hydrodistillation process the plant material is submerged and therefore in
direct contact with boiling water, meanwhile in the steam distillation the plant rests on the
bottom of the still, connected to a pipe which transports the steam produced in a separated
boiler. The distillate is separated in a Florentine task, including two layers (water and oil) that
can be separately withdrawn. Finally, despite the extracts obtained by solvent extraction (by
different organic solvents, by liquid carbon dioxide or by SFE) may not be regarded as true
essential oils, their quality is very high, due to the close aroma profiles to the raw material
(Baser H. C. K., et al., 2010b). More advantages about the SFE extraction are that it avoids
alterations of the essential oils components thanks to the lower temperature used in

comparison with the previous methods, and represents an eco-friendly technique.

1.4. Factors that have an influence on the essential oil composition

There is no doubt that the environmental conditions affect in a strong manner to the
production of the essential oil by plants. Among them we can point out the day length,
irradiance, temperature and the mentioned water supply (Baser H. C. K., et al., 2010c).

However, there are more aspects that should be taken into account. Thus, in a recent work,
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samples of Mandevilla guanabarica collected in the same month from three different areas
in Brazil with similar annual temperature and precipitation, provided different qualitative and

guantitative chemical profiles (Cordeiro S. Z., et al., 2012).

Due to the fact that plant material is the product of a predominantly biological process,
there are some aspects that clearly influence their composition and therefore their
properties. Besides the environmental conditions mentioned, we could highlight the
intraindividual variation between the plant parts and their stage of development and the

human influence by cultivation measures as fertilizing, water supply and pest management.

As we have already discussed, the part of the plant clearly affects the essential oil
concentration, and numerous examples are found. In the case of cinnamon essential oil
(Cinnamomum zeylanicum), only the stem bark contains up to 70 % cinnamaldehyde,
meanwhile the root bark consists mainly of camphor and linalool, and the leaves have
eugenol as main compound (Baser H. C. K., et al., 2010c). However, this is frequent in many
other plants. The leaves of parsley contained in general a higher essential oil concentration as
the root, finding the same chemical composition in the two kinds of samples but with

variable proportions of compounds (Kurowska A., et al. , 2006).

Moreover, the stage of development of the plant and its organs also influence directly on
the essential oil composition, since its formation is phase dependent. In general, the
concentration increases during the vegetative development of the plant. Remarkable
changes on the oil composition can be observed in the generative phase between flower bud
formation and full flowering, or until fruit or seed setting (Baser H. C. K., et al., 2010c).
Furthermore, there is a notable difference between the tropical species, which follow in their
vegetative cycle the dry and rainy season and those species from temperate zones as

peppermint, more limited by the day length.

Besides, the ontogenesis and seasonal variation clearly play an important role on the
essential oil composition. Hence, both influences of the season and the plant development
stage on the volatile content of Origanum vulgare essential oil is shown in figure 0.2. We can
appreciate the difference on the composition in relation to the younger leaves (indicated in
the figure as “upper”) and older (“lower”), and also, the influence of the season when the

plant is collected (Johnson C. B., et al., 2004).
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Fig. 0.2 Influence of the season and the part plant on the EO concentration
Average percentages of p-cymene (solid bars), y-terpinene (shaded bars) and
carvacrol (open bars) in upper, middle and lower leaves, sampled in March and in
May (Johnson C. B,, et al., 2004)

In conclusion, as we have seen, the resulting product can vary in quality, quantity and in
composition depending on the climate, soil composition, part of the plant, age and
vegetative state among others. Because of that, those conditions should be maintained
invariables in order to obtain essential oils of constant composition. In order to ensure their
quality, most of the commercialized essential oils are chemotyped by gas chromatography

and mass spectrometry analysis (GC-MS) (Bakkali F., et al., 2008).

1.5. Composition

The compounds present in the essential oils are mainly derived from three biosynthetic
pathways: the mevalonate pathway (leading to sesquiterpenes), the methyl-erithrytol
pathway (mono and diterpenes) and the shikimic acid pathway (phenylpropenes) (Baser H. C.
K., et al. , 2010a). However, the number of single substances is almost uncountable and, as
explained before, there is a huge variation in the composition of essential oils. One essential
oil can contain more than 60 different compounds, some of them at higher concentrations

and the rest at traces (Burt S., 2004).

Basically, the components of the essential oils can be gathered in two main groups:
terpenes and the non-terpenes. Within the non-terpenes compounds we can distinguish
three types of molecules: 1) lipids, as the (E)-4 decenal from the orange essential oil, 2)
polyketides, that can be produced by bacteria, fungi, animals and plants, as the ethyl
everninate presented in the lichen Evernia prunastri and 3) derivatives from the shikimic acid,
an essential precursor of flavonoids and lignin, as well as cinnamic acid and therefore

cinnamaldehyde (Becerril R., 2011).
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Fig. 0.3 Examples of three different non-terpenes
Lipids (left), polyketides (middle), and shikimic acid derivates (right)

Terpenes

They are the biggest group of the essential oils components. They are constituted by
different numbers of a 5-carbon (Cs)-base unit called isoprene (figure 0.4). The biosynthesis
of the terpens consists of synthesis of the isopentenyl diphosphate (IPP) precursor, repetitive
addition of IPPs to form the prenyldiphosphate precursor of various classes of terpenes,
modification of the allylic prenyldiphosphate by terpene specific synthetases to form the
terpene skeleton and finally, secondary enzymatic modification of the skeleton to attribute

functional properties (Bakkali F., et al., 2008).

Terpenes are classified in relation to their number of isoprene molecules, and due to the
isoprene structure, they are multiples of 5 carbons. Monoterpenes, also called terpenoids,
contain 10 carbons (Cyo) and they are derived from the GPP (Geranyl pyrophosphate) also
known as geranyl diphosphate (GDP). They are the most representative group, constituting
sometimes the 90 % of the essential oil. Due to the lower molecular weight, they posses
lower boiling points and are more volatiles than the sesquiterpenes, which contain 15

carbons (Cy5) and are derived from farnesol (Becerril R., 2011).

HyC H

H
' et Wﬁp’c“ 4
H, HyC & om H, H H,

o

Fig. 0.4 Isoprene (left), and the precursors GDP (middle) and Farnesol (right)
The structures are collected from “chemspider”

Regarding their functional group (figure 0.5), monoterpenes can be divided as: carbures,
alcohols, aldehydes, ketones, esters, ethers, peroxides and phenols. Similarly, sesquiterpenes

are constituted by carbures, alcohols, ketones and epoxides (Bakkali F., et al., 2008).
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Monoterpenes
Geranial (aldehyde) Menthol (alcohol) Carvacrol (phenol)
H, HyC_CH: H,C H,
CH, H :
\ CHs HO
CH. H.
Sesquiterpenes
B-caryophyllene (carbure)  Cedrol (alcohol) Humulene epoxide (epoxide)

“CH,

Fig. 0.5 Some monoterpenes and sesquiterpenes in relation to their functional groups
The structures are collected from “chemspider”

Despite essential oils have been studied since decades, there is still a lack of knowledge
about their specific mechanism of action. The main reason is based on the complexity of their
chemical composition. Most of the theories concerning their antibacterial and antifungal
activities point to a multi-target action against the cell. Moreover, the mechanisms proceed

from the different components which could interact with them (Burt S., 2004).

Due to the large amount of different studies in relation to this subject, the antifungal
activity achieved by the essential oils will be discussed in chapter 2 of the present work,

meanwhile their mechanism of action will be included in chapter 4.

1.6. Regulation

In general, natural substances are better accepted by the consumers as the synthetic
ones. Probably this is due to the association between natural products and their beneficial
effects. Nevertheless, sometimes we forget that many poisons are also natural substances,
derived from plants or animals, with a great potential to produce a serious harm and even
death. Therefore, according to a recent review there are about 1000 plants that can produce

750 known of poisonous substances (Ndhlala A. R., et al., 2013).
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However, this is not the case of the essential oils. As we have already discussed, they are
able to produce a great number of beneficial effects. As we will see along this work, they
have demonstrated to be a reliable alternative against food contamination. Besides, their
volatile behavior permits to include them into the food packaging instead of adding them
into the food product. Hence, the extensive use of the essential oils in the food field has

promoted new regulations in the last decade.

Together with food additives and food enzymes, food flavouring shares a common
authorization Regulation (EC) n? 1331/2008 . However, it is the specific Regulation (CE) n®
1334/2008 which classifies essential oils and chemical compounds into two different
categories. Hence, essential oils are “flavouring preparations” which do not need to undergo
an evaluation, unless the cases where it exists any doubt about their safety (1334/2008).
Besides, essential oils are considered as GRAS (Generally Recognised As Safe) by FDA (Food
and Drug Administration). On the other hand, the chemical compounds are considered as
“flavouring substances”, which have been evaluated since the Regulation (EC) n ¢ 2232/96 .
As a result, Commission implementing requlation (EU) n® 872/2012 introduces the new list of
flavouring substances provided by Regulation (EC) n® 2232/96 , into the Annex | from the
Regulation (EC) n® 1334/2008 . After the date of application of this Regulation (EU) n¢
872/2012 , the EU food industry will only be able to use flavouring substances that are on the
EU list.

Thus, it is important to highlight that among many other authorized flavouring
substances, we can find in the list the major components of the essential oils used in this
work. That is, cinnamaldehyde (in the case of cinnamon essential oil), carvacrol and thymol

(oregano essential oil) and eugenol (clove essential oil).

Among the natural compounds, only the extract of rosemary is listed as food additive
with the claim of antioxidant by EFSA (European Food Safety Authority) and in the EU list of
Food Additives. In the next years, some modifications are expected concerning food
additives. For instance, those permitted before 20 January 2009 must go through a new risk
assessment. In particular, the dead-line for re-evaluation of preservatives and antioxidants
should be 2015-2016. However, the complete re-evaluation of food additives will not be

completed until 2020 (EFSA information).
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2. ACTIVE PACKAGING

2.1. Packaging and the origin of active packaging

The packaging material has been firstly designed to protect the food products from the
external agents as the hit, torsion, fall, or environmental factors as dust, solar radiation,
oxygen and also microorganisms. Therefore, we could define a food packaging as a container
used to package food products from the production step until distribution and sell for the

public. Besides, the packaging serves as an information portal system (Rodriguez A., 2009).

Moreover, the globalization trade has exercised a direct effect on the food consumption.
Nowadays we demand products that are produced from around the world, which explains
the need of improving the package in order to protect the product along this process.
Besides, since the implantation of the internet in developing countries, the society awareness
of the quality and safety food products have been clearly raised. Therefore, more and more
costumers demand products with longer shelf-life period, which in many cases is directly
influenced by the microbiological contamination. Despite the food industry faces every year a
great waste of money due to food contamination, the hardest situation is to avoid the food-
borne infections. We have still fresh in the memory, the outbreak reported by German
authorities in May 2011, caused by sprouted seeds coming from Egypt (fenugreek seeds)
contaminated by a Shiga-toxin producing Escherichia coli serotype 0104:H4 (STEC 0104:H4).
Among the 46 deaths caused in EU (most of them in Germany), 29 were associated to HUS
(Haemolytic Uraemic Syndrome (HUS) (EFSA, 2011). However, at the beginning Germany
pointed the Spanish cucumbers coming from Andalucia, as the responsible focus for the
contamination, which caused important economic losses in the agricultural field, and in
particular in Spain. Recently, more food concern alerts have been published in local news
papers, among them we could mention: oysters contaminated by Norovirus (in “Norma
Restaurant” in Copenhague) affecting 67 people (February 2013); the decision of IKEA to
remove from the market the chocolate and caramel cakes due to a possible contamination by
coliform (March 2013); the decision of supermarket chain “Dia” to remove from the market

meat hamburgers contaminated by E. coli (October 2013).

Microbiological food contamination may produce an important health risk that must be

seriously controlled. Besides, whenever there is a food alert, consumer mistrust increases,
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generating fear and reluctance to the consumption of the type of product affected. As
happened in the outbreak of Germany in 2011, the food industry may take time to recover,
leading to devastating economic losses. Hence, active packaging is regarded as an interesting
option to protect the product during the different phases of the food industry, avoiding the

microbiological proliferation.

2.2. Active packaging: classification and legislation

There are several possible ways to classify the packaging. One of them, considering the
direct contact with the product, distinguishes between primary, secondary and tertiary.
However, only the primary would be considered, being the secondary focus on boxes, and
tertiary on pallets (Institute of Food Science and Technology). Regarding the substrate used,
food packaging can also divided into: plastic, paper and board, metal and glass, being the

most common plastics, both flexible and rigid (Rodriguez A., 2009)

A more extensive classification can be found in the Regulation (EC) n® 1935/2004 . Hence,
within the Annex | the materials are classified as follows: 1) Active and intelligent materials
and articles, 2) Adhesives, 3) Ceramics, 4) Cork, 5) Rubbers, 6) Glass, 7) lon-exchange resins,
8) Metals and alloys, 9) Paper and board, 10) Plastics, 11) Printing inks, 12) Regenerated

cellulose, 13) Silicones, 14) Textiles, 15) Varnishes and coatings, 16) Waxes and 17) wood.

However, this classification does not include some kind of packaging as for example the
multilayer materials and the paraffined paper. Due to the advancing technologies in the last
decade, food packaging could also be divided into: packaging for high temperature (as the
ones used for some ready-made foods), biodegradables and biopolymers materials,

nanomaterials, modified atmosphere, active and intelligent packaging (Rodriguez A., 2009).

Active packaging was mentioned for the first time by the Regulation (EC) n® 1935/2004
showed above. Thus, according to this “active food contact materials and articles means
materials and articles that are intended to extend the shelf-life or to maintain or improve the
condition of packaged food. They are designed to deliberately incorporate components that
would release or absorb substances into or from the packaged food or the environment
surrounding the food”. However, it was not until 2009 that the first specific document

appeared. The Regulation (EC) n® 450/2009 includes the definitions of “component”,
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“functional barrier”, “releasing active materials and articles” and “released active

substances”.

Active packaging has been widely studied since many years, however, its development
and application in the market have been always behind countries as Japan and USA. Some
authors have blamed the legislative restrictions, the fear and lack of knowledge from

consumers, as the potential reasons for this slowdown (Vermeiren L., et al., 1999).

Among the several active packaging classifications available, we have chosen the
Appendini P., et al. (2002)regarding their functionality, and Suppakul P., et al. (2003)

considering their mechanism of action (table 0.2).

Table 0.2 Types of active packaging regarding their functionality and mechanism of action

Classification Types of active packaging

1) Sachets containing volatile antimicrobial substances.

2) Direct addition of the antimicrobial substances (volatile or non
volatile) directly into polymers.

3) Coating or adsorbing antimicrobials onto polymer surfaces.

4) Immobilization of antimicrobials to polymers (by ion or covalent
linkages).

5) Use of polymers that are inherently antimicrobial.

Functionality

1) Oxygen Scavenging Systems
Mechanism 2) Moisture-Absorbing and Controlling Systems
3) Carbon Dioxide Generating Systems
4) Ethanol Generating Systems
5) Antimicrobial Migrating and Non-migrating
6) Antioxidants Systems* (added to the Suppakul classification)

of action

We highlight the antimicrobial active packaging because it constitutes the goal of the
work presented here. Moreover, in particular the antifungal activity of an active packaging

has been evaluated along the work.

2.3. Active packaging: nowadays

As we have seen, the concept of food packaging has clearly changed in the last decade.
Hence, in order to extend the food shelf-life, packaging should protect the product against
physical aggressions, chemical contaminants, and microbiological proliferation. Herein lays

the origin of the concept of active packaging. In order to prevent the failure, the package
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should act as barrier against permeation of water vapor, oxygen, carbon dioxide and also
flavours and taints. Moreover, packaging must guarantee mechanical, optical and thermal

properties, as shown in figure 0.6 (Rhim J.-W., et al., 2013).

Antimicrobial
function

Gas barrier Mecllanical
(02 CO;) \ /propertles
Vapour Food
barrier packaging Optical
materials properties

barrier

\ Thermal
Aroma properties

Environmentally-friendly

Fig. 0.6 Desired properties for food packaging materials
(Rhim J.-W., et al., 2013)

There are four kinds of materials included into the basic group: paper and paperboard,
plastic, glass and metal. Among them, plastics derived from petroleum have been by far the
most used since the middle of the 20" century due to their technical advantages. Hence,
more than 40 % of the plastics are destined for packaging and within this percentage, almost
half of them are focus for food packaging, performed into films, sheets, bottles, cups, tubs,

trays, etc. (Rhim J.-W., et al., 2013).

However, the research on biomaterials has been clearly increased in order to find out
more sustainable materials. The excellent review from Gu J. D. (2003) explains in detail the
different aspects about the polymer biodegradation, highlighting the following important
considerations: a) Because of their chemical structure, biomaterials are in general considered
as readily biodegradable in natural environments, meanwhile the synthetic polymers are less
degradable or the degradation step occurs very slowly; b) Besides, molecular weight,
cristallinity and physical forms also influence on the polymer biodegradation; c)
Microorganisms are able to deteriorate and degrade both synthetic and natural polymers,
due to their extracellular and intracellular depolymerases. For that, the substrate needs to
cross the cellular membrane in order to be degraded by the enzymes, explaining why
monomers, dimers and oligomers of a polymer’s repeating unit are more suitable to
degradation than polymers of higher molecular weight. In general, the process may be

summed up into two steps: depolymerization, where the exoenzymes from microorganisms
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cause a breakdown of the polymer into shorter chains and the degradation or mineralization,
if the end product is constituted by inorganic species. However, among the environmental
conditions not only aerobic situations are possible, but also anaerobic. The main differences
between them concern the different microorganisms responsible for that and the products
formed after degradation, being frequent organic acids, CO,, CH; and H,0 in the case of
anaerobic conditions. Also, the author mentioned that the biodeterioration and degradation
rarely reach the 100 %, due to the inclusion of small portion of the polymer into microbial
biomass, humus and other natural products (Gu J. D., 2003). Apart from the materials
discussed here, it is important to note that there are also biopolymers produced by
renewable sources such as the B-PET (bio-based Polyethylene Terephthalate), which results

in a recyclable PET but it is not a biodegradable polymer.

In the last few years, part of the investigation of active packaging is focused on assessing
the properties of biomaterials, with the intent to implement them in the food industry as an
eco-friendly alternative to petrochemical polymers. Considering the different sustainability
levels, biodegradable and/or compostable packaging would be placed at the final step, with

the role of reducing the municipal waste problem.

Biomaterials could be classified as follows: i) Bioplastics, ii) Nanocomposites and iii) other
materials. Bioplastics are in turn subdivided into PLA (Polyactide), PHA
(Polyhydroxyalkanoates), starch and cellulose (Mahalik N. P., et al., 2010; Peelman N, et al.,
2013). As we can see in the next works, bioplastics have been widely studied (Hottle T. A., et
al. , 2013; Landis A. E., et al. , 2007; Mahalik N. P., et al., 2010; Peelman N., et al., 2013;
Scaffaro R., et al., 2011; Yates M. R,, et al., 2013).

Other materials

Besides the bioplastics above discussed, most of the studies carried out in the recent
moment are focused on evaluate other biodegradable materials as chitosan, starch, whey
protein, etc. Some of these works are summarized in table 0.3, together with one example of
nanomaterials (the rest have been not taken into account in this revision). As it is well
known, biodegradable materials have in general poor mechanical and barrier properties
when comparing to the petrochemical polymers. That is the reason why most of the studies
shown in table 0.3 were focused on the evaluation of these properties and the intention to

improve them in order to implement them as active packaging. Hence, the main conclusions
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about optical and mechanical properties as well as permeability are shown if they were

evaluated. Besides, as we can see, some of the active packaging have been applied in vivo.

Table 0.3 Summary of some biodegradable active packaging published in the last years

Reference Material Active Target Mechamc.all propfertles,
permeability, variables
SeydimA. C,, wheY protein | oregano, rgsemary, bacteria Not evaluated.
et al. (2006) films garlic
L .| Relative Humidity (RH)
i soy protein antimicrobi and temperature
Chalier P, et coazepd aper carvacrol al test not influenced the release of
al. (2009) pap performed
carvacrol.
Ojagh S. M., . .
et al. (20102) Chitosan ' rainbow Acpve packaglng reduced
. . cinnamon lipid peroxidation and
Ojagh coating trout . .
microbial growth.
(2010a)
Cinnamon acts as a cross-
. linked agent, reducing the
Ojaglh . M'l,o chitosan film cinnamon bacteria moisture content, water
etal. (2010b) solubility, WVP and
elongation at break.
Sorbitol was necessary to
Zinoviadou K overcome the brittleness
Gmowal ou®. whey protein sodium lactate (NaL) of WPl films. Better
Z.E)i:)a ' films and beef results with e-PL. Nal
( ) e-polylysine (e-PL) addition increased WVP
and did not produced
antibacterial action.
. RH increased carvacrol
Mascheroni wheat/gluten T i
. diffusivity, and high
E. etal. montmorillon .
’ . carvacrol bacteria | amount of MMT (= 5 wt%)
(2011) ite (MMT)
accentuated the RH
paper .
induced effect.
Balaguer M. whea_t gliadin | cinnamaldehyde No Cinnamaldehyde acts as a
P., et al. films evaluated | . oo jinker, improving
(2011) the mechanical properties
(increasing TS, elasticity
and decreasing elongation
at break).
The concentration limit of
Fernandez- oregano, clove, tea EO for the stability of the
Pan 1., et al. whey protein tree, coriander, bacteria | flms was 10 %. Active
(2012) edible films thyme, laurel, agent produced films with
rosemary, sage color intensified and less
transparent.
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Table 0.3 Continued

Souza A. C,, et
al. (2013)

cassava

cinnamon

fungi

Further resarch is needed
to improve their
mechanical and barrier
properties. Glycerol and
emulsifier applied
increased WVP, while
cinnamon decreased the
TS.

Higueras L., et
al. (2013)

chitosan

LAE

bacteria
(fresh
chicken)

All films were plasticized
with glycerol. Active films
were transparent and
uniform.

Ruiz-Navajas Y.,
et al. (2013)

chitosan

thymus

bacteria

Despite the good

antibacterial and
antioxidant activities,
further studies are
necessary to consider.

Balaguer M. P.,
et al. (2013b)

wheat
gliadin
films

cinnamaldehyde

No evaluated

An increase of
temperature and/or RH
caused a remarkable loss
of  barrier  properties.
However, cinnamaldehyde
as a cross-linker,
decreased WVP and O,
permeability.

Kanmani P., et
al. (2014)

Gelatin
films

Silver
nanocparticles
(AgNPs)

bacteria

After adding AgNPs, a
change from colourless to
yellowish-brown was
observed. AgNPs reduced
the TS and elasticity
meanwhile  WVP  was
slightly decreased. Further
studies about
nanomaterials  migration
are needed.

Chen G,, et al.
(2014)

Cellulose
sulfate
(CS) with
glycerol

banana
(physical
appearance)

CS films were transparent,
homogeneous, flexible,
water soluble and
resistant to oil. Decreasing
of WVP may be achieved
by glycerol and increased
CS  molecular weight;
however glycerol caused
diminution of TS. The
aspect of bananas was
improved by coating with
starch and CS.

30



SECTION I: General Introduction

2.4. Biodegradability and their environmental impact

The LCA (Life Cycle Assessment) may be used to evaluate the environmental impact of a
product through the different steps, including the life beginning from the extraction of raw
materials from the earth, until the waste of the products. For that, LCA evaluation requires
complete information on the inputs and outputs, such as emissions, waste and resources of
the process. After that, the environmental consequences must be translated, such as
contribution to climate change, smog formation, eutrophication, acidification and finally,

human and ecosystem toxicity.

Some authors have underlined that in some cases, the environmental benefits of
biodegradation remains questionable. Therefore, after an exhaustive review of data about
the LCAs on PLA, PHA and starch, they demonstrated that reductions in NREU (non
renewable energy use) and GWP (global warming potential) can be achieved. On the other
hand, higher impacts in other categories have been frequently reported. Due to that, it is
difficult to conclude which materials are less detrimental to the environment. Moreover, the
discrepancies found between different studies, as for example geographical differences,
climate, the product specific requirement, variability in agricultural practices, or
methodologies applied, clearly burdens the LCAs assessment. Moreover, they concluded that
despite the environmental profile of biopolymers is improving and it is expected to continue
in the future, at this time they may not be necessarily more eco-friendly than the

petrochemical polymers that they could replace (Yates M. R, et al., 2013).

Finally, a recent published work demonstrated the antifungal activity achieved by
extruding recycled PET (Junqueira-Gongalves M. P., et al. , 2013). Despite active films gave
poorer mechanical and optical properties than the controls, in that case the active agent
incorporated was potassium sorbate. Besides, the results concerning the specific migration
guaranteed the active packaging safety. Hence, it may be interesting to perform similar

studies with the incorporation of the essential oils.

31



SECTION I: General Introduction

3. FUNGI

3.1. Main principles

Basically, fungi present two forms: multicelular (or filamentous) and unicellular (yeast).

Yeasts are generally defined as unicellular fungi which (with few exceptions) reproduce by

budding and being part to the Ascomycetes or Basidiomycetes (Samson R. A,, et al., 2010).

Filamentous fungi are often called “moulds” or “molds” in UK and USA respectively.

Fungi are one of the least explored biodiversity resources of our planet. They possess

some characteristics regarding their lifestyle (Webster J., et al. , 2007) among them we

highlight the following:

10.
11.

Nutrition: Being heterotrophic, they feed mostly by absorption rather than ingestion.
Vegetative state: Despite motile reproductive states can be taken place, usually it
consists of non-motile mycelium, where hyphae show internal protoplasmic streaming or
movement.

Cell wall: Variable depending on the fungi. It is usually based on glucans and chitin, and
rarely on cellulose instead chitin (Oomycota).

Nuclear status: Unlike bacteria (Prokaryotic cells), fungi are Eukaryotic microorganisms,
being uni- or multi-nucleate.

Life cycle: Simple or more usually, complex.

Reproduction: As we will see later, usually the can be reproduced by sexual and/or
asexual form.

Propagules: Most of the genera produced a high number of spores

Sporocarp: They can be macroscopic or microscopic and from different structures
depending on the fungi. They are also called “fruit body” because it is where the spores
are formed.

Habitat: They are ubiquitous in terrestrial and freshwater habitats, but less in the marine
environment.

Ecology: They have important roles as saprotrophs, symbionts or parasites.

Distribution: Cosmopolitan.
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Fungi, in particular filamentous moulds, achieve the invasion of new substrates by spores
and the development of the hypha. Thus, the conquest of new often patchy resources is
facilitated by the small spores. However, in the case of a food product the invasion is
obtained more efficiently by growth of the hyphae, which are branching tubes that form the
mycelium (Webster J., et al.,, 2007). Hence, during the growth of filamentous fungi it can
usually be distinguished between a vegetative mycelium that roots into the substrate for the
nutrient uptake and an aerial mycelium, which produces the reproductive structures

containing the spores (figure 0.7).

Fig. 0.7 Aerial mycelium of Aspergillus flavus
rising from the culture medium. Image collected by
optical microscopy (NIKON EKLIPSE E 200) by Manso S.

3.2. Classification

Taxonomy is the science of classification, which has three main functions: to provide a
framework of recognizable features which facilitates the recognition of an organism under
study; to gather organism related; and to collect the information about the identified
organism, contributing to a list or catalogue (Webster J., et al., 2007). The total number of
existing species is unknown, but it is estimated to be about 1.5 million (Hawksworth D. L.,
1991). However, the total number of the most frequent species found in food and indoor
environments is situated around 175. Despite fungi possess a cell wall, after starting to study
the nuclei acids, fungi were determined to be more related to animals than to plants. As
Samson R. A., et al. (2010) propose, fungi are traditionally divided into six main divisions or
phyla, differentiated by reproduction mode and ultrastuctural an biochemical characters

into:

1) Myxomycetes (now considered protists)

2) Oomycetes (now in the Kingdom Straminipila)
3) Chytridis

4) Zygomycetes
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5) Ascomycetes

6) Basidiomycetes. Within this group we find the “homobasidiomycetes”
(mushrooms).

7) Deuteromycetes (pseudodivision), also named Fungi Imperfecti or anamorphic

fungi. This group includes asexually reproducing fungi, being most of them

related to the Ascomycetes or Basidiomycetes in a lower degree.

Besides their ability to contaminate animals, humans, plants, and also to spoilage food

producing in some cases mycotoxins, fungi are also widely employed by many
biotechnological applications. The best known examples are the production of bread and
spirits (by yeast), the penicillin and the cyclosporine produced by Tolypocladium inflatum, an
immunosuppressive drug employed in the organ transplants (Samson R. A,, et al., 2010).
Table 0.4 shows a summary provided by Samson R. A, et al. (2010) with the keys for the
main groups of fungi commonly present in food and/or indoor environments. Only a few

examples of some genera from each group have been added.

Table 0.4 Keys to the main groups found in food and/or indoor environments
(Samson R. A,, et al., 2010)

GROUP Morphological structures Genera Examples
Colonies consisting of loose budding cells, Sacchar'omyces
. . Yarrowia
YEASTS pseudomycelium sometimes present but
true vegetative mycelium usually absent 2ygosaccharomyces
& y ¥ Candida
. . . Rhizopus
ZYGOMYCETES Mycelium without or with a few septa, often Absidia
broad; asexual spores mostly formed
Mucor
Aspergillus
Penicillium
DEUTEROMYCETES Asexual'spores (conl.dl.a) produced from Geotr/Fhum
special cells (conidiogenous cells) Botrytis
Alternaria
Fusarium
Eurotium
Talaromyces
ASCOMYCETES Sexual pores formed in asci Emericella
Monascus
Chaetomium
BASIDIOMYCETES Sexual spores formed in basidia Ser;?ula
Schizophyllum
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In general hyphae are very similar between different groups of fungi. However, they can
be septated or aseptated. One characteristic of the Zygomycetes group (and Oomycetes) is
their aseptated hyphae, also called “coenocytic”, where the nuclei lie in a common mass of
cytoplasm. However, groups as Ascomycetes or Basidiomycetes (and also their asexual
associated states) generally present septated hyphae, where each segment contains one, two
or more nuclei. When the mycelium derived from a single uninucleate spore, the resulting
nuclei are genetically identical (being called homokaryotic mycelium). On the other hand, the
fusion of genetically different hyphae (anastomosis) form a mycelium with nuclei of different

genotype or heterokaryotic mycelium (Webster J., et al., 2007).

3.3. Fungi structure, with an emphasis on the cell wall

As an eukaryotic cell, besides the nucleus, fungi possess important organelles as
mitochondria, responsible for the cell respiration, endoplasmic reticulum, ribosome 80 S,

vacuoles, and Golgi apparatus.

The cell wall is a plasticity structure that protects the fungi towards different stress
situations, as the osmotic changes. It is responsible for the shape of the cell, and it controls
the cell permeability. Besides, because some proteins are adhesions and receptors, the cell
wall interacts with other cells, the fungal cell and its environment. Within its components,
some of them are highly immunogenic (Ponton J., 2008). As will be treated in chapter 4,
disruptions on the cell wall have a deep effect on the growth and viability of the fungal cell,
being able to cause the lysis and death. Hence, its vital role explains why fungal cell wall has

been considered as an important target of the anti-fungal therapy.

Cell walls from ascomycetous yeast have been studied in detail, which explains why they
have created an almost generally accepted model of the fungal cell wall (de Groot P. W. J., et
al., 2009; Ruiz-Herrera J., et al. , 2010). Figure 0.8 shows an image about the distribution of
the different components of the yeast cell wall. However, the model of the cell wall structure
of ascomycete yeasts should not be extended to the walls of the rest of the fungal taxa (Ruiz-

Herrera J,, et al., 2010).
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Fig. 0.8 Yeast cell wall of S. cerevisiae and C. albicans

The green structure embedded into the plasmatic
membrane makes reference to the B-1,3-D-glucan
synthetase (Ponton J., 2008)

As we have seen, fungal wall is essential for the

represents a considerable portion of the dry weight of fungal cells (Cantu D., et al. , 2009),

about 20 % of the cellular biomass in some cases (de G
we can see in table 0.5, despite they have a similar

differs between different genera and species, mainly

components. Furthermore, besides the variations between different species, its chemical

composition also depends on the morphological stage

D., et al., 2009).

s —

Mannans (black)
Rest of proteins (orange)

B-(1,3)-D glucan (green)
B-(1,6)-D glucan (blue) (only in yeasts)
Chitin (red)

smatic membrane with
proteins (in orange)

viability and phatogenicity of fungi. It
root P. W. J,, et al., 2009). However, as
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Table 0.5 Chemical composition of the cell wall of some fungi

Data as percentage of the dry weight of total cell wall

fraction (Webster J., et al., 2007)

Group Genera Chitin Glucans Protein Lipid Cellulose
Oomycota Phytophthora 0 65 4 2 25
Chytridiomycota Allomyces 58 16 10 ? 0
Zygomycota Mucor 9 44 6 8 0
Ascomycota Saccharomyces 1 60 13 8 0
Fusarium 39 29 7 6 0
Basidiomycota Schizophyllum 5 81 2 ? 0
Coprinus 33 50 10 ? 0
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Among all the components that can be found into the fungal cell wall, we will only

discuss the three major ones: chitin, glucans and glycoproteins.

Chitin

The synthesis of chitin is produced by chitosomes, specialized organelles, described as
vesicles about 40-70 nm in diameter containing the enzyme chitin synthetase in inactive
form, becoming active only when they are delivered to the apical plasma membrane and

therefore in contact with the lipid bilayer (Bartnicki-Garcia S., 2006).

Chitin is a long linear homopolymer of beta-1,4-linked N-acetylglucosamine, being 1-2 %
of the yeast cell wall meanwhile in filamentous fungi as Neurospora and Aspergillus are about
10-20 %. In both yeast and filamentous fungi, chains of chitin microfibrils are connected by
hydrogen bonding, forming a crystalline polymer of an enormous tensile strength which
contributes to the cell wall integrity (Bowman S. M., et al. , 2006). Despite three forms of
chitin exist depending on the orientation of the chains, B (parallel chains), a ( antiparallel
chains) and y (two parallel adjacent to one antiparallel chain), the a-chitin is the most
frequent in nature and present in the fungal cell walls (Ruiz-Herrera J., et al., 2010). In some
fungi as the zygomycetes, the chitins fibres are modified after their synthesis to produce
poly-B-(1,4)-glucosamine or chitosan (Webster J., et al., 2007). A characteristic of fungi is that

they possess more than one chitin synthetase (Ruiz-Herrera J., et al., 2010).

Glucans

Approximately 50-60 % of the cell wall corresponds to the glucan content. They are
formed by repeated units of glucose bounded by different chemical linkages. Despite the 65-
90 % of the glucans are B-1,3-glucan, there are also others in the cell wall as: B-1,6-glucan, a-
1,3 and a-1,4, however, B-1,6 does not appear in many filamentous fungi as showed the
works with N. crassa (Borkovich K. A,, et al. , 2004), and A. fumigatus (Fontaine T., et al. ,
2000). The other components of the cell wall are covalently bonded to the B-1,3-glucan,

which acts as the main structural constituent (Bowman S. M., et al., 2006).
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Glycoproteins

Proteins are the third important chemical constituent of the fungal cell wall. Besides the
enzymes are responsible for the synthesis or lysis of the wall, or the extracellular digestion,
there are also structural proteins (Webster J., et al., 2007). In yeasts as S. cerevisiae and C.
albicans 30-50 % of the dry weight correspond to proteins, meanwhile in filamentous fungi
they represent the 20- 30 % (Bowman S. M., et al., 2006). Most cell wall proteins are
glycosilated, where there are two main types of glycosilation in eukaryotic cells: O-
glycosilation, with a short chain of sugars attached to serine or threonine residues, and N-

glycosilation, where they are bonded to asparagine (Ruiz-Herrera J., et al., 2010).

The degree of glycosilation also varies. In the case of S. cerevisiae the 90 % of the
molecular weight of an extracellular protein is due to its glycosilation chains (Webster J., et
al., 2007). Due to the fact that in yeasts the cell wall proteins are glycosilated with chains of
mannoproteins, they are generally called “mannans”. However, in filamentous fungi such as
Neurospora crassa and Aspergillus fumigatus they present galactomannan structures,
consisting of both mannose and galactose residues. Besides, in all fungal phyla GPI proteins
exist, which are glycoproteins that contain a GPI anchor, that is, a structure containing lipid
and oligosaccharide, bounded to select proteins that possess a C-terminal signal sequence
(Bowman S. M., et al., 2006). The GPI anchor is attached to the cell membrane, being its

polypeptide bond addressed into the periplasmic space (Ruiz-Herrera J., et al., 2010).
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Extracellular space: assembly, crosslinking and
remodeling of the cell wall
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Fig. 0.9 Biosynthesis (left) and drawing of the fungal cell wall (right)

Chitin (pale blue), glycoproteins (dark blue with orange N- and O-oligosaccharides), -1,3-glucan
(green) and GPI anchor in the cell membrane (red) are shown. Both images come from the work of
Bowman S. M., et al. (2006)

As can be seen in figure 0.9, the glucan and chitin are synthesized on the plasma
membrane and released into the cell wall space. On the other hand, the N-contranslation
glycosylation starts in the ER (Endoplasmic Reticulum), where also GPI anchors are bounded
to GPl-anchored proteins. After that, in the Golgi apparatus the O-glycosilation takes place as
well as the elongation of N-linked oligosaccharides. Then, the secretory vesicles transport the
glycoproteins towards the cell wall space and they are integrated into the cell wall structure.
Hence, GPl anchor not only localize the protein to the plasma membrane and/or the cell wall,

but it is also needed for protein stability and function (Bowman S. M., et al., 2006).

Similarly to the cell wall of ascomycetous yeasts, the hyphal wall of Aspergillus nidulans
revealed a bilayered structure with a thick electron-transparent inner layer (composed by
chitin and glucan) and an electron-dense outer smooth layer consisting of glycoproteins
(Cantu D., et al., 2009; de Groot P. W. J., et al., 2009; Jeong H. Y., et al. , 2004). To sum up, on
one hand the inner layer would serve as the scaffold structure, consisting of a cross-linking

between the chitin microfibrils and the glucans, which confers rigidity but also plasticity to
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the wall. On the other hand, the wall matrix will be formed by the glycoproteins in the outer
layer, which determines the pore size (permeability) of the wall matrix. Also, surface proteins
conferring adhesion and recognition to the cell are placed at the cell wall surface (Webster J.,

et al., 2007).

Finally, ergosterol is a characteristic sterol present not into the cell wall, but in the
plasma membrane of fungal cells, and as will be discussed in chapter 4, together with the

wall components, it constitutes a target for the antifungal therapy.

3.4. Reproduction and mould growth

Reproduction

Obviously, reproduction is part of the fungal growth. Due to the extensive number of
works dealing with this subject, we will try to resume the main points to draw a general view

of the fungal mechanisms.

Mould reproduction is not an easy task. Since many years, biologists have studied both
forms, sexual and asexual reproduction of fungi (Fiddy C., et al. , 1976; Momany M., et al. ,
2000; Osherov N., et al., 2001; Riquelme M., et al., 2003), dealing also with the molecular
mechanisms involved in the fungal development (Krijgsheld P., et al. , 2013) and also the
phenomenon of reproductive competence (Noble L. M., et al. , 2013). As we have already
seen, we can mainly distinguish two forms: sexual or asexual reproduction. The sexual state
is called “teleomorph” (also called meiotic or perfect state) and the asexual “anamorph”
(mitotic or imperfect state). Most of the fungi found in food and indoor environments belong
to the Ascomycetes (within the pseudodivision of the Deuteromycetes) and are asexually
reproduced. However, ascomycetous or basidiomycetous teleomorphs (sexual, meiotic or
perfect states) have been associated and therefore connected with several of these
anamorphic species. One example would be the case of Botrytis cinerea and its associated
teleomorph specie Botryotinia fuckeliana. However, there are still many species where only
the anamorph state is known (Samson R. A,, et al., 2010). Conidia makes reference to the
asexual spores of Zygomycota, Ascomycota and Basidiomycota, meanwhile their sexual

spores are named zygospores, ascospores and basidiospores respectively.
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Due to the fact that all the species evaluated in this work belong to the Deuteromycetes

group, we will pay more attention to the asexual reproduction.

Conidia cell wall and germination

As mentioned, conidia are the asexual spores or anamorphic propagules, which
germinate under favourable nutritional conditions to colonise new environments. Many
changes in cell wall composition have been observed during the fungi growth, but also when
comparing hypha and fungal spores (Cantu D., et al., 2009). The germination of conidia
produces new hypha, but this is not a simple process, therefore it could be divided into four
steps: 1) the breaking of the dormancy (or vegetative rest period), 2) the isotropic swelling,
3) the establishment of cell polarity and 4) the formation of the germ tube (Dague E., et al.,
2008). Figure 0.10 shows a draw of the general path followed during the asexual mould

reproduction. Besides, the spore germination and elongation can be observed in figure 0.11.

Branched Foot cell
multinucleate

mycelium

vesicle
—-—-_).

Germling Fig. 0.10 Asexual cycle of A. nidulans
(Osherov N., et al., 2001)
Germinated

Conidiophore
\;unid ium %

° ..(—o-é""'"'—

Conidium

The conidial cell wall is also composed of two layers, but they differ from the hypha wall.
Therefore, the conidia hydrophobic external layer is composed of melanin and proteinaceous
microfibrills (called rodlets) meanwhile the electro-transparent internal contains
polysaccharides (as o~ and B-glucans), chitin/chitosan, and galactomannan. Hence, for the
swelling of conidia during germination, the cell wall needs to be remodeled (Fontaine T., et
al., 2010). The septum formation takes place at the end of mitosis in order to achieve the cell

separation.
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b O,

Fig. 0.11 Growth of Aspergillus flavus, showing different phases of growth
Above: spore in interphase (left), germination started (b) and hyphal
elongation (c). Below: further elongation of the hyphae to form the mycelium
(d) and detail of the septum formed (e, red arrows). Image collected by
optical microscopy (NIKON EKLIPSE E 200) by Manso S.

In summary, the rodlet hydrophobic layer is lost by disruption and by changing into a
layer of amorphous material that unmasks the polysaccharides of the inner spore wall (Dague

E., etal., 2008).

The polarized growth

Fungal cytoskeleton plays a wide range of functions as: control of cell movements,
intracellular transport of vesicles and organelles, cellular division, maintenance of cell shape,
organization and support of cytoplasmic components among others. It is mainly composed of
two protein filaments, the microtubules and the actin microfilaments. However, it is well
known that it is a dynamic structure (Riqguelme M., et al. , 2011). Since over a century, it is
known that the vegetative fungal hypha possess two fundamental properties, polarity of
both growth and secretion of degradative enzymes (Webster J., et al., 2007). Not only the
biosynthesis of the cell wall has been studied for a long time (Farkas V., 1979), but also the
morphogenesis and elongation of the hypha. Hence, we can find excellent works dealing with
the growth kinetic (Trinci A. P. J., 1969), even achieving to model the growth and branching
(Prosser J. 1., et al. , 1979). However, the introduction of microscopic techniques played an
important role, permitting to visualize the hypha growth and measuring their elongation at
the same time (Trinci A. P. J., 1978). Despite some difference on the morphogenesis of the

hyphal apex have been found between different genera, the mechanism for hyphal growth is
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basically similar (Diéguez-Uribeondo J., et al., 2004). All the studies performed with different
species have concluded that the key of the hyphal growth lies in the apex. Hence, the
ultrastuctural examinations (as Scanning Electron Microscopy and Transmission Electron
Microscopy) have demonstrated that the hyphae contain different regions within the
organelles (Riquelme M., et al., 2003; Riquelme M., et al., 2011; Verdin J., et al. , 2009;
Webster J., et al.,, 2007). In the extreme apex the cytoplasm contains almost exclusively
secretory vesicles and microvesicles. The entire formation of the apical body is called
“Spitzenkorper” in the higher fungi (Ascomycota and Basidiomycota), meanwhile in lower
Eumycota as Zygomycota vesicles are more loosely distributed (Webster J., et al., 2007).
Some results carried out in the fungi Neurospora crassa have allowed to visualize the
localization of some important structures thanks to fluorescent tagging (fig. 0.12 a-d). Hence,
in (a) we can see the major components of the apical apex as the macrovesicles (yellow
arrows), some of them fused with the cell surface (white arrows), and the mitochondria (red
arrows). The cytoskeleton microtubules are presented along the hypha (b), and finally, the
GS-1 localization (a protein required for the glucan synthase activity in N. crassa) has been

also found in the apical apex (c,d).

i e [T
Fig. 0.12 Distribution of different structures in the apical apex of the hypha

TEM (Transmission Electron Microscopy) (a) and confocal fluorescence tagged microscopy (b-
d). The images have been resized to follow the same proportion between them. Figure A and
B-D have been taken from (Riquelme M., et al., 2011) and (Verdin J., et al., 2009) respectively

Regarding the reproduction state and the hyphal growth, a work carried out with
Aspergillus nidulans demonstrated that both apical growth and mitosis are independent
processes, being the nuclei closest to the apex which ended the mitosis first, and observing a
wave of mitosis moved quickly along the hypha (Riquelme M., et al., 2003). Similarly, the
polar growth of Aspergillus fumigatus was found to start before the mitosis (Momany M., et
al., 2000). As told before, the septum formation takes place after the mitosis, in order to

achieve the cell separation (Duran A., et al. , 2004). The complete growth is reached after
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several days (depending on the strain, nutrients and the variable conditions), a slow process

compared to bacteria where the normal cycle consists of 24 hours.

Through the quick overview presented in this section, the complexity of fungi has been
demonstrated. Therefore, due to the great variability among them, the next sections of this
introduction will be focused on the filamentous moulds evaluated in the present work, and
the way to prevent their growth in the food products. Moreover, in parallel with the previous
discussion regarding the structure and growth of fungi, we will also add some images about

the reproductive structures of the main species of filamentous moulds treated.

4. FOODBORNE MOULDS

4.1. Mould spoilage

As we have seen, fungi are microorganisms clearly more complex than bacteria. Putting
aside the clinical importance, where they can produce important mycosis (Prescott L. M., et

al., 2002), we will address the attention towards food contamination.

Despite fungal growth only occurs under favorable conditions, moulds have the capacity
to contaminate all kind of foods, as meat, milk, fruit, vegetables, nuts, fats and derivatives.
However, it is known that each kind of food is in general associated to a specific and limited
range of moulds, which makes reference to the term “mycobiota” (Filtenborg O., et al.,
1996). This might be explained due to the species characteristics and the properties of the
product. Also, in some cases this occurs because of a high contamination from ecological
niches where the mould has been previously developed. As one example, the rotten matter
in orchards cause the infection of the apples by Penicillium expansum (Samson R. A,, et al. ,

2004).

Among the several classifications of the most common genera and species in relation to
the food product, we have selected a recent publication that collects the data of spoilage
fungi in the period 1999-2012 (Dagnas S., et al. , 2013) (table 0.6). However, a more

exhaustive list is available in the book from Samson R. A, et al. (2010).
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Table 0.6 Examples of mould spoilage in different food products

Product Mould Product Mould
Aspergillus flavus
Endomyces fibuliger A candidus
P. commune .
. A. niger
P. corylophilum -
. C. cladosporioides
P. palitans . .
. Eurotium herbariorum
P. polonicum . .
. Mucor circinelloides
P. roqueforti . e
. Paecilomyces variotii
P. solitum
Bread . Pastry P. chrysogenum
Fusarium sp. L
P. digitatum
P. chrysogenum .
’ Rhizopus oryzae
P. solitum
. P. chrysogenum
P. roqueforti
A. flavus
P. commune -
. C. cladosporioides
P. polonicum .
. Alternaria alternata
A. niger
A. flavus
E. chevalieri P. commune
Pudding E' repens Cheese P. discolor
- rep P. roqueforti
E. amstelodami M. circinelloides
E. chevalieri A. niger
Not specified E. herbariorum P. spinulosum
E. repens P. chrysogenum
P. brevicompactum P. expansum
P. commune
Dairy caramel Wallemia sebi Yogurt P. corylophilum
Wi P. expansum P. purpurogenum
ine grapes Botrytis cinerea A. flavus
F. oxysporum
Jam W. sebi Rhizopus ory'zqe
C. cladosporioides
Z' 57 ecles Satsumas ﬁ i’aglllzl;zm
Wheat flour flavus ]
A. terreus
P. citrinum Cocoa P. chrysogenum
- Chocolate A. flavus; M. racemosus
Grain P. verrucosum
A. flavus Apples P. expansum
A. parasiticus X :
Corn £ verticilliodes Strawberries B. cinerea
F. proliferatum Flavored water P. glabrum
Peanuts A. parasiticus Coffee, cereal A. ochraceus

Moreover, besides the visual growth they can also contribute to other negative factors as

the production of flavours, toxins, change of colour, rotting and formation of pathogenic or

allergenic propagules (Filtenborg O., et al., 1996). Hence, during the mould growth a

“primary” metabolic process take place, mainly as the result of the breakdown of
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carbohydrates. Some of these derivative compounds are ethanol and organic acids as citric
acid, fumaric acid, oxalic acid, gluconic acid and polyols as mannitol and arabitol. All these
compounds, together with others as glycogen and lipids, can be accumulate into large
concentrations under certain conditions (Samson R. A., et al., 2004). However, other
metabolites are produced also during but especially at the end of the growth that are not
essential for the mould development and for the energy supply required. These compounds
are known as “secondary” metabolites and they can be classified as sterorids, carotenoids,
alkaloids, cyclopeptides and coumarins. Despite they differ significantly from their
biosynthesis route and their chemical structure, most of them begins with the condensation
of acetyl and malonyl groups into polyketides or terpenes. The most important are the
steroids (being ergosterol up 25 % of the cell weight) and carotenoids, responsible for the
colony colour of many fungi. Due to their health risk potential, various alkaloids, cyclic

peptides and coumarins belong to the mycotoxin group (Samson R. A., et al., 2004).

Also, we must take into account that fungi are able to produce exoenzymes (as lipases,
proteases, carbohydrases (Bigelis R., 1992) that can act inside the food, even after removing
the mycelium and therefore producing undesirable aroma or taste (Filtenborg O., et al.,
1996). Fungal spoilage can contaminate the food product by the mycelium, spores and
sclerotia. In general, mycelium contamination is a sign of an infection. On the other hand,
germination of spores and sclerotia depend among other factors, on water and on the

presence of nutrients (Doyle M. P., et al., 2007).

Fungal growth is responsible for severe economic losses due to the consumer rejection of
the food product spoilage. Besides, some filamentous moulds can produce mycotoxins,
important secondary metabolites, some of them with a potential risk for human health.
Despite the presence of a mycotoxigenic specie does not mean the obligatory presence of
the mycotoxin, the incubation factors can trigger the production. This subject will be detailed

further in chapter 5.

In general, due to the size of the colony, fungal growth is visible to the naked eye on the
surface of the food product. In many cases, mold spoilage is the result of spores that are able
to germinate once contaminating the product, forming a visible mycelium before the end of
the shelf life (ESL). Germination of a single spore consists of two different processes, that is,
latency before germination and germination rate (Dagnas S., et al., 2013). The period without

growth is also known as “quiescence”, that can result in a symptomless infection or in visible
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growth but non-expanding symptoms as in the case of the ghost spot of tomato caused by
Botrytis cinerea. The quiescent period can take place during the attachment of the fruit to
the plant. For example, the initial infection of strawberry or grape is caused by gray mold
contamination at blooming, which remains dormant until fruit formation or during
postharvest storage (Doyle M. P., et al., 2007). On the other hand, proliferation is described
by the hyphal elongation that starts without any delay after the spore germination. Thus,
both spore germination and the posterior elongation are two successive and continuous

processes (Dagnas S., et al., 2013).

4.2. Factors affecting the growth of filamentous fungi

The first limitation of the mould growth is the source of nutrients. Due to the fact that
fungi are not able to synthesize carbohydrates, the substrate should contain them. However,
in their absence they can use the amino acids as carbon source, which is why fungi grow well
in products rich in proteins but not in carbohydrates as cheese. Nitrogen is the other
important requirement. All fungi can assimilate organic nitrogen compounds, but inorganic
compounds by only few species. Some vitamins should also be present in the substrate, and
others are synthesized by the fungus itself (Samson R. A., et al., 2004). As we can see, almost
all food products fulfill the minimum nutrient requirements for the growth of filamentous

fungi, this is why they have the ability to contaminate almost any of them.

Usually, when the pH of a food product remains in the optimum (about 4.5-8), bacteria
compete with moulds. In table 0.7 we can see the information from Dagnas S., et al. (2013)
concerning pH values, as well as water, protein and sugar concentration of different fruits
and vegetables. However, it is known that filamentous moulds are able to grow at more acid
pH than bacteria, showing a higher acidic tolerance. This explains why the citric
microbiological contamination is mainly due to moulds and yeasts and not to bacteria (Doyle
M. P., et al.,, 2007). In general, pH of most food products permits both germination and

mould proliferation (Dagnas S., et al., 2013).
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Table 0.7 pH, water, protein and sugar contents of some fruits and vegetables

. Protein Sugars
vlt:a'-gt::atzle PH (g‘yla(:g I-g) (e/100¢g, (2/1008,
fresh wt) fresh wt)
Asparagus 5.0-6.1 93.2 2.2 1.9
Beans (lima) 5.4-6.5 70.2 6.8 1.5
Broccoli 6.5 89.3 2.8 1.7
Carrot 4.9-6.3 88.3 0.93 4.5
Cauliflower 6.0-6.7 91.9 2.0 2.4
Corn (sweet) 5.9-7.3 76.0 3.2 3.2
Lettuce 6.0-6.4 95.6 0.9 1.7
Onion 5.0-5.8 88.5 0.9 4.3
Pepper (red) 5.3-5.8 92.0 1.0 4.2
Potato tuber 5.6-6.2 81.6 1.7 1.2
Spinach 5.1-6.8 91.4 2.9 0.4
Squash 5.0-5.4 94.6 1.2 2.2
Tomato (ripe) 3.4-4.7 94.5 0.88 2.6
Apple 2.9-3.3 85.6 0.26 10.4
Banana 4.5-5.2 74.9 1.1 2.4
Grape 3.4-4.5 80.5 0.72 15.0
Lime 1.8-2.0 88.3 0.70 1.7
Melon (cantaloupe) 6.2-6.5 90.2 0.84 7.8
orange 3.6-4.3 86.8 0.94 9.4

Another important limiting factor is the temperature. Some tolerable species are capable
to grow at moderate and even at high temperatures. For example, Aspergillus flavus and
Aspergillus niger present both a wide range of possible temperature, being the optimum
close to 30 °C depending on the strain. They can be found in shelf-stable food, especially hot
water (Dagnas S., et al., 2013). Other species are able to grow at fridge temperature due to a
psychrophilic behavior. Others, such as for example some species of Penicillium (P.
expansum, P. roqueforti), Fusarium (F. oxysporum) and Rhizopus (R. stolonifer), have the
capacity to develop at 6°C, despite their growth rate is clearly retarded (Samson R. A., et al.,
2010). Most Penicillia have a lower minimal temperature range than the Aspergilli, being in
general the optimal for the first genera between 25 °C- 30 °C and 30 °C-40 °C for the second
one. Also, the maximal temperature for the Penicillia is 28 °C-35 °C, and 37 °C-45 °C for most

Aspergilli (Samson R. A., et al., 2004).

Besides, we have to take into account that there are moulds that are able to survive to

heat treatments (75 °C for 30 minutes). Most of the resistant propagules are ascospores, but

also other morphological structures such as sclerotia (figure 0.13),/chlamydiospores and thick

48



SECTION [: General Introduction

walled hyphae can resist high temperatures. Some of these moulds that we can find
frequently are species of Talaromyces, Eupenicillium and Eurotium among others. The
identification of a possible heat resistant mould proceeding from a food sample should be
carried out by avoiding any aerial contamination that could lead to false positive results

(Samson R. A,, et al., 2010).

Fig. 0.13 Example of black sclerotia in Aspergillus flavus CECT 2687
Left: macroscopic observation of sclerotia, showed as black points in PDA media (red
arrow). Right: detail of one of the sclerotia spot, surrounded by water droplets. Images
collected by confocal microscopy (ZEISS Stemi 2000-C) by Manso S.

Fig. 0.14 Mycelium of Fusarium poae CECT 20165
This specie does not produce chlamydiospores, but
contains swollen hyphae (central part of the figure).
Image collected by optical microscopy (NIKON
EKLIPSE E 200) by Manso S.

Finally, mould growth is clearly influenced by water activity (a,,) that could be defined as
a measure of the unbound water present in the product that is available for fungal growth.
As shown in figure 0.15, in general bacteria need higher a,, than fungi for their growth. This
explains why some dry products are almost exclusively contaminated by fungi (Samson R. A,,
et al.,, 2010). Hence, regarding a, tolerance, fungi can be classified into xerophilic or
xerotolerant, which are able to grow below 0.85, and non-xerophilic, with a range of 0.85-1.
However, other authors consider fungi growing below 0.95 as xerophilic. As occurs with
temperature and pH, a,, decrease causes a slowdown of both germination and proliferation.
Some examples of xerophilic are Eurotium, Wallemia and Chrysosporium (Dagnas S., et al.,

2013).
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Fig. 0.15 Growth comparison between bacteria and fungi, regarding a,,
(Samson R. A, et al., 2010)

Hence, decreasing a,, of the product could be a way to avoid fungal spoilage, however, an
inconstant temperature could trigger the a, (Samson R. A,, et al.,, 2010). Besides, fungal
growth can be influenced by the three individual factors above discussed (pH, temperature

and a,, and also by a combination of the three of them (Gock M. A,, et al., 2003).

Considering the oxygen requirement, most fungi needs oxygen for their growth,
however, some species are able to grow under anaerobic conditions, with the subsequent

formation of ethanol and organic acids.

The control of temperature, relative humidity and composition of the gaseous
atmosphere is commonly used to control fungal spoilage. Although fungi are able to grow out
of their optimal conditions in some cases, the rate of development is reduced. In general, a
reduction of 0O, and/CO, retards or inhibits microbial growth, depending on the
microorganism and on the gas combination. However, the main handicap of modified
atmosphere is the possible change of the food product quality. In some products (Doyle M.
P., et al., 2007) such as potato tubers, carrot and other root crops, modified atmosphere can

increase the extent of diseases.
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4.3. Isolation and enumeration of mould spoilage from food

products

Despite fungi can be isolated from air and building materials, here we will focus on food

samples.

There are several manners to isolate fungi from food samples, being the choice
dependent on the food matrix. For example, in products such as grains and nuts, it is
recommendable to apply a previous surface disinfection in order to be able to enumerate
fungi invading the food. In other cases as wheat grains, both surface disinfection and non-

disinfection should be carried out (Samson R. A., et al., 2010).

Most of the times, a mould growing on the surface of the product is the responsible for
the food spoilage (for example bread, fruits and vegetables). In this case, the first step should
be the fungal isolation. For that, there are mainly two methods, the direct plating and the
dilution plating. Within the direct plating, fungi can be sampled with the aid of a cello tape or
the inoculate needle. After that, the mould must be streak inoculated onto an appropriate
medium. Despite there are general media such as Malt Extract Agar (MEA), V8 juice agar (V8)
and Dichloran 18 % Glycerol agar (DG18), in suspicion of xerophilic or proteinophilic fungi,
other media are also highly recommended. All of them are usually of neutral pH and contain
antibiotics such as chloramphenicol. Regardless of the sampling method, the isolation must
be done by streak inoculation on the media (usually in 2 or 3 points). This is due to the high
contamination (aerial or cross contamination) that can easily contribute to a false result

(Samson R. A, et al., 2010).

In general, fungal quantitation from a food sample is carried out by dilution plating. In
brief, an initial amount of sample (usually 5 g and 40 g for homogeneous and non-
homogeneous food materials respectively) is diluted (1:10) in water with 0.1 % peptone,
homogenized with the aid of a stomacher and further diluted (1:10) (usually between 2-4
dilution steps). Finally, 0.1 mL from the appropriate inocula is spread on the media by
employing a steril Drigalsky spatula. After the incubation period, plates with up to 30-50
colonies are counted and the result is expressed as Colony Forming Unit (CFU) per gram of
sample. Additionally, samples can be harvested and quantified by swab sampling, where
surface is rubbed by a sterile swab, being the result in this case calculated as CFU/m?(Samson

R. A, etal., 2010).
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Despite the first dilution plating methodology is widely applied, it should be taken into
account that unlike bacteria, fungal biomass consists of hyphae, spores and other
propagules, and there are also some species that sporulate in a higher degree than others.
For these reasons, fungal quantitation it is not easy and it provides usually a less accurate

result that in bacteria (Samson R. A,, et al.,, 2010).

4.4. Macroscopic and microscopic observation

When working with filamentous moulds, we must take into account that their
morphology differs in a considerable manner when using different culture media in the in
vitro evaluation. As we will see later, despite this can be a handicap in some cases, it serves
as an advantage when identifying a genera or specie, due to the specific growth

characteristics experimented in each media.

In both direct plating and dilution plating, the final step is to try to identify the specie,
which can be carried out mainly by morphological, molecular and/or chemical identification
(Samson R. A,, et al., 2010). The first one is carried out by microscopic observation, where the
slide preparation is an essential step. The fungal sample is placed on a microscope slide,
usually containing lactophenol blue, and the fungal tissue must be teased out to be able to
identify the reproductive and characteristic structures with the aid of flame-sterile needles.
After that, the slide is covered with a cover lid. In the case of species producing many dry
conidia (as Aspergillus and Penicillium), a drop of alcohol can be added before the cover lid to
wash away the hydrophobic conidia (Samson R. A., et al., 2010). DNA sequencing is the most
used technique within the molecular methods, and TLC or HPLC permit the separation of
secondary metabolites within the chemical taxonomy, which can be identified with the

appropriate standards or specific detectors.

Despite morphological identification seems to be an easy method, a complete
identification is often very difficult to achieve due to the complexity of fungal morphology.
Hence, there are many microscopic details between different species that are often the key
for identifying a certain species, that cannot be distinguished by a non-trained eye (for
example a rough walled spore), needing because of this a well trained staff. However, in
many cases it is possible to reach the genera with the aid of three main features: 1) culturing
the mould on different media, 2) microscopic observation and 3) a basic knowledge of the

main associated mycobiota for the particular food product.
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As we can see in figure 0.16 and figure 0.17, the growth of a filamentous mould clearly
differs between the different media. Therefore, the main aspects that should be appreciated
in the macroscopic observation are, among others, color, texture, size and growth rate of the
colony (or colonies). Usually, a dark incubation period of 7 days at 25 °C is required, varying
the conditions in relation to the specie. All the strains showed in figures 0.16 and 0. 17 were

incubated for 7 days at 25 °C.

Botryotinia fuckeliana CECT 2100. Colonies on 7 media. Reverse (lef) and front side (right)
Upper line: Czapek (CZP) / DG18 / CREA / MEA ; Lower line: PCA / PDA / Oatmeal (OA)

P. expansum CECT 2278, front side. P. roqueforti CECT 2905, front side.
Upper line YES / DG18 / CZP Upper line YES / DG18 / CZP
Lower line: MEA / OA / CREA Lower line: MEA / OA / CREA

A. clavatus CECT 2674, front side. A. flavus CECT 2687, front side.
Upper line YES / DG18 / CZP Upper line YES / DG18 / CZP
Lower line: MEA / OA / CREA Lower line: MEA / OA / CREA

Fig. 0.16 Macroscopic growth of different species on different culture media
Images collected by Manso S.
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A. niger CECT 2088, front side.
From left to right: YES / CYA / PDA / CZP

R. stolonifer CECT 2344, front side.
From left to right: YES / CYA / PDA / CZP
Fig. 0.17 The choice of the culture media influences on the sporulation rate
Macroscopic growth of the moulds A. niger and R. stolonifer on different media. Images
collected by Manso S.

Firstly, macroscopic observation must be done on both sides (reverse and front side) of
the Petri dish (see the example of Botryotinia fuckeliana). As can be observed, colonies from
the same strain, grown on different media, appeared in some cases totally different. Besides,
the sporulation rate obtained for each media also differs between different species. Hence,
A. niger produces the highest sporulation on YES, meanwhile in the case of R. stolonifer the

most appropriate media is PDA.

After the macroscopic growth, the microscopic observation has to be carefully
performed, by the identification of the main keys such as: diameter and length of hyphae and
spores; morphology of the fruiting bodies; presence or not of septum; ramifications;
presence or not of resistant forms as chlamydiospores, sclerotia; spore size, coloration, etc.

Some examples are illustrated in figures 0.18 and 0.19.

Hence, if we want to design an experimental plan by employing a fungal inoculum, it is
important to know some few things before starting. Therefore, the knowledge about its
growth on different culture is useful in order to perform the experiment in optimal
conditions. Also, the identification of the main keys in both macroscopic and microscopic
observation ensures the correct growth of the specie used and provides important data to

take into account about the morphology and taxonomy of the specie under evaluation.
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Finally, as will be discussed in the first chapter, the fungal suspension should be sampled
from inocula with sufficient spore production, in order to achieve an homogeneous inoculum

and therefore, to gain reproducibility among the different experiments performed.

Eurotium chevalrerl the telemorph specie of
Aspergillus chevalieri.Conidiophore with
subglobose vesicle, cylindrical phialides and
conidia (left). Ascoma containing the sexual
spores ascospores (rigrj;)..

Aspergillus clavatus CECT 2674.
Typical clavate conidiophore
(left) and ellipsoide spores
(right)

Aspergillus flavus CECT 2687 Radlate 'Asperglllus nig;er CECT 2088. Radiate
conidiophores (left) and detail of vesicle, conidiophores (left) and detail of a globose
metula and phialide from a conidiophore vesicle, metula and phialide from a conidiophore

(right). (middle).

Detail of black and rough-walled

globose conidia (right).

Fig. 0.18 Microscopic growth of E. chevalieri, A. clavatus, A. flavus and A. niger
Images collected by confocal microscopy (ZEISS Stemi 2000-C) by Manso S.
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Penicillium expansum CECT 2278 quater
2905 quaterverticillate conidiophore with detail of globose and large spores (middle) ;
P. digitatum CECT 2954 conidiophore with cylindrical and short neck phialides and ellipsoide
conidia (right).

¥

\"‘ _ b g.,
Fusarium poae CECT 20165 conidiophore with  Botryotinia fuckeliana CECT 2100, related
short mono-phialides and one-celled to the anamorph Botrytis cinerea (left);
microconidia (left). F. proliferatum CECT 20569 Alternaria alternata CECT 2662
macroconida and microconidia (right). conidiophores and conidia with transversal

and longitudinal septa (right).
. '\ lf!p".»_

» . . }\-.\
Rhizopus stolonifer CECT 2344 (a-d). Big and dark blackish brown
pigmented sporangium containing many spores (a); detail of a
globose columellae with noticeable apophysis (b); detail of
sporangiospores (c); typical rhizoids (d).

Fig. 0.19 Microscopic growth of P. expansum, P. roqueforti, P. digitatum, F. poae, F.
proliferatum, B. fuckeliana, A. alternata and R. stolonifer
Images collected by confocal microscopy (ZEISS Stemi 2000-C) by Manso S.
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5. ANTIFUNGAL ACTIVE PACKAGING

Mould spoilage is responsible for the alteration of many products, resulting in huge
economic losses for the food industry. Besides, most of the species are able to produce
mycotoxins with a recognizable health risk. For these reasons, the efforts to prevent fungal

contamination have increased in the last decades.

Among the different options, we have seen that essential oils are natural substances with
well-known antibacterial and antifungal activities, making them suitable for being
incorporated into a food packaging. Moreover, most of them are active both in direct contact
and in vapor phase. Therefore, the active packaging can be applied without needing a direct
contact, and hence, reducing the aroma or taste that could be transferred into the food
product. Besides the examples shown in table 0.3, other applications that could be
mentioned are active packaging containing cinnamon essential oil to avoid fungal growth in
bread (Gutiérrez L., et al., 2009b), tomatoes cherry (Rodriguez-Lafuente A., et al., 2010), and
bread and cheese (Balaguer M. P., et al. , 2013c). Also, other works have been published
using other substances as potassium sorbate in berries (Junqueira-Gongalves M. P., et al.,
2013) and nisin and natamycin in cheese (Hanusova K., et al. , 2010). In the case of
antibacterial active packaging, among the latest publications we can find LAE to avoid
contamination in fresh chicken (Higueras L., et al., 2013) and carvacrol in salmon (Cerisuelo J.

P., etal., 2013).

As we will further discuss along this work, cinnamon essential oil has been chosen as the
best antifungal agent among the substances tested. Previous results made in our laboratory
concluded that cinnamon is compatible with most of the aromas used in the food industry,
which opens the possibility for their application (Gutiérrez L., 2010; Gutiérrez L., et al. ,
2009a).

To sum up, the success of an antifungal packaging will mainly depend on: 1) the choice of

the essential oil, 2) the material, 3) the fungal specie and 4) the composition of the substrate.

Firstly, the composition of the essential oil will determine its activity, while certain
variables (such as pH, temperature, a,, incubation time, food composition, etc) may also
influence, as will be discussed more in detail in chapter 2. Once included into the material,

the nature of the substrate will play also an important role, mainly due to the essential oil
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retention into the matrix and controlled release to the package atmosphere. This point will
be also discussed in chapter 3, and again, variables as pH, a,, and temperature will influence
the performance. Finally, the antimycotoxigenic action of the essential oils will be treated in

chapter 5
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OBJETIVOS

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el estudio de un envase activo antifiingico
basado en la incorporacion de aceites esenciales en el material de envase. Para ello, el

desarollo experimental se ha llevado a cabo para abarcar los siguientes objetivos generales:

1. Evaluacion de la actividad antifungica de los aceites esenciales de canela, oregano y
clavo y sus compuestos mayoritarios (cinamaldehido, carvacrol y eugenol), tanto en
contacto directo como en fase vapor, frente a diversas cepas de moho capaces de

contaminar una amplia gama de productos alimenticios.

2. Actividad de un envase activo antiflingico con canela en fase vapor, estudiando su

eficacia frente a variables externas como pH y temperatura.

3. Estudio del mecanismo de accién antifungica de los aceites esenciales y sus

compuestos mayoritarios, para poder optimizar el diseifio del envase activo.

4. Comparacion de la difusion en fase vapor de cinamaldehido, carvacrol y eugenol,
aportando datos necesarios para el desarrollo del envase activo y para profundizar

en el mecanismo de acciéon antifungica de los mismos.

5. Evaluacion de la actividad antimicotoxigénica, analizando la disminucién de
aflatoxina B1 por parte de un envase activo antifungico con aceite esencial de

canela en fase vapor.

Asi mismo, en la parte experimental de esta Tesis Doctoral (seccién Ill), se detallan los

objetivos especificos planteados en cada caso.
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1. INTRODUCCION

Como ya se ha explicado en la seccion primera, los mohos son microorganismos
eucariotas de gran complejidad. La primera etapa de crecimiento la constituye el desarrollo
del micelio vegetativo, el cual enraiza en el sustrato en busca de nutrientes. Conforme el
moho prosigue se empieza a visualizar el moho aéreo, el cual contiene las estructuras
reproductoras donde se encuentran las esporas. Por tanto, a diferencia de seres
unicelulares como las bacterias, hay que tener en cuenta que cuando se recoge el indculo

de un moho, no sdlo se arrastran esporas sino que se lleva consigo fragmentos de micelio.

Ademads de esto, como se abordard mds extensamente en el capitulo 2, la compleja
morfologia de los mohos dificulta la estandarizacion de métodos, lo que lleva a cada
investigador a utilizar las técnicas que considera mas aptas o asequibles. Este problema se
encuentra a todos los niveles, es decir, no sélo en cuanto a ensayos antifiingicos especificos
u otras pruebas experimentales, sino también en el punto inicial de determinar la

concentracion de un indculo.
1.1. Maneras de cuantificar el indculo inicial de un moho

De esta manera, la primera pregunta antes de empezar cualquier trabajo con un moho,
deberia ser icédmo cuantifico el indculo inicial que voy a utilizar? Cuando se parte de un
inéculo extraido en una disolucidon acuosa, las maneras mas comunes de representarlo o
calcularlo es mediante el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL &
“CFU/mL” en inglés) (Inouye S., et al. , 2001; Matan N., et al. , 2008; Navarro D., et al. ,
2011) y el nimero de esporas por mL (sp/mL) (Gémez-Ramirez C., et al., 2013; Juglal S., et
al., 2002; Kocic-Tanackov S., et al., 2012a; Li W.-R., et al., 2013; Velazquez-Nufiez M. J., et
al. , 2013; Xing Y., et al. , 2012). Sin embargo, en algunos trabajos no parten desde una
disolucién, sino que utilizan otras maneras de inocular el moho, ya sea por ejemplo
mediante un “plug” o trozo de agar de un didmetro concreto (por ejemplo de 6 mm) desde
un cultivo sélido de moho crecido (Wu F., et al. , 2011; Znini M., et al. , 2013) o utilizando
agregados de micelio previamente liofilizados (Inouye S., et al. , 2000). A pesar de que si
utilizamos cualquiera de las formas mencionadas conseguiremos el crecimiento del moho,

esto no quiere decir que no haya unos métodos mas apropiados que otros para cuantificar

el indculo con el que vamos a trabajar. Si bien es cierto que la determinaciéon de CFU/mL
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muchas veces implica la presencia tanto de micelio como de estructuras reproductoras
(Doyle M. P., et al., 2007), una recogida éptima de indculo, favorecera la reproducibilidad a

la hora de utilizar dicha disolucidn de partida.

Sin embargo, en el caso de los dos ultimos métodos bibliograficos mencionados si que
existe claramente una limitacién, ya que por ejemplo al depositar un “plug” de moho, se
desconoce siquiera el margen de concentracidn empleado, de manera que hace muy dificil
la reproducibilidad de ese estudio. Ademas, en ese caso en el crecimiento de dicho “plug”
interferiran las condiciones de la placa del precultivo de donde se ha extraido, ya que éstas
habrdn afectado entre otras cosas, a la esporulaciéon de dicho “plug”. Debido a esto,
consideramos mas apropiado la recogida del indculo en una suspension acuosa, ya que esto

permite cuantificarlo de manera mas precisa.

A la hora de elegir entre CFU/mL o sp/mL, habra que considerar también la cepa con la
que se trabaja. De esta manera en algunos mohos, como el conocido género Rhizopus, seria
mas apropiado calcular la concentracion de indculo mediante el nUmero de esporas. Esto se
explica debido a su extenso crecimiento, el cual no forma colonias individualizadas en la
placa, sino un crecimiento en manta. Ademds en este caso concreto, ocurre con gran
rapidez, ocupando antes de las 72 horas no sdélo la superficie completa de la placa sino
también el espacio de cabeza de la placa Petri debido a un micelio extremadamente aéreo.
A pesar de ello, hay autores que realizan el recuento mediante CFU/mL, pero siempre a las

24 horas desde la siembra en vez de 72 horas (Espinelingroff A., et al., 1991).

Debido a las razones expuestas, todos los indculos de la presente tesis se extrajeron en
disolucién acuosa, para poder calcular asi la concentracion de los mismos y asegurar
ademas la reproducibilidad de los experimentos. Sin embargo, resulta evidente que la
primera condicidon necesaria para poder obtener precisién en dicha medida o recuento,
pasa por obtener una disolucion lo mas homogénea posible, lo cual implica una recogida de

inéculo apropiada.
1.2. Recogida de esporas
A pesar de que el micelio también tiene capacidad reproductora, ya que un fragmento

del mismo vuelve a iniciar de nuevo el ciclo reproductivo del moho, la extraccién del mismo

crea un cumulo de fragmentos de diferente tamafio. Por este motivo las esporas, siendo
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células individualizadas de un tamafio homogéneo dentro de la misma especie, resulta la
mejor opcion de recogida de un indculo para preparar una disolucién homogénea facil de

cuantificar.

En primer lugar, lo mas conveniente es partir desde un cultivo que facilite el desarrollo
del moho y su esporulacién. El medio de cultivo de eleccién varia segun la especie, mientras
gue el tiempo de incubacién suele ser alrededor de siete dias para la mayoria de cepas, lo
cual asegura una tasa suficiente de esporas. La recogida mas idonea se lleva a cabo por
medio de un hisopo estéril, el cual se pasa por la superficie del cultivo, girando a la vez el
hisopo para que las esporas se vayan adhiriendo al mismo. Tras haber depositado las
esporas de la primera recogida en un tubo de ensayo conteniendo una solucidn salina, se
repite la operacion dependiendo de lo concentrada que interese obtener la muestra. Para
ello se utiliza el mismo hisopo, el cual ademas, al estar humedecido facilitara la adhesién de
las siguientes esporas. La metodologia se explicara con mas detalle en la parte

correspondiente del capitulo.

1.3. Cuantificacion de 1la concentracion del inéculo por

espectrofotometria

Una vez que tenemos la suspension del indculo recogido, el siguiente paso seria la
cuantificacion del mismo. La turbidometria es una técnica sensible que se basa en el
principio de dispersidn del haz de luz que atraviesa una disolucién microbiana. Cuando la
concentracién de inéculo aumenta, la turbidez de la muestra es mayor, por lo que la
cantidad de luz transmitida a través del medio es menor. La cuantificacion se lleva a cabo
utilizando el espectrofotémetro, el cual mide la luz absorbida por la muestra, que como se

sabe, serd inversamente proporcional a la luz transmitida (figura 1.1).
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Fig. 1.1 Turbidometria de una disolucién microbiana mediante espectrofotémetro.

Arriba se indica la medicidn en porcentaje de transmitancia y abajo en porcentaje
de absorbancia. Imagen tomada de Prescott L. M., et al. (2002).

La turbidometria se emplea tradicionalmente en bacteriologia, gracias a la cual se
desarrolld la escala de McFarland, que permite relacionar la turbidez del indculo con su
concentracion. De esta manera, un inéculo medido a 625 nm y con una densidad dptica
entre 0.08-0.1, equivaldra a 0.5 en la escala de McFarland y se correspondera con una
concentracién entre 1-2 x 10% CFU/mL (NCCLS, 2003). De manera similar, también la NCCLS (
“National Committee for Clinical Laboratory Standards” o “CLSI” en inglés) dispone desde
hace unos afios de un método similar para levaduras y otro para mohos filamentosos,
aunque la aplicacidn de estos se enfoca hacia cepas clinicas y la determinacion de los
antifungicos clinicos sobre las mismas, y ademas sélo esta disponible para algunas cepas
(NCCLS, 2012). La razén por la cual estas normas estan mas presentes en el dmbito clinico
gue en el alimentario, puede deberse a la menor variabilidad en las condiciones de cultivo
en el primer caso, siendo raro por tanto adaptar dicha metodologia en microbiologia
alimentaria, porque generalmente, los medios de cultivo se adeclan segun las necesidades

de la cepa e incluso del trabajo de investigacion en si.

El inconveniente que puede presentar la medicion de la turbidez de una muestra para
su cuantificacidn, reside en el hecho de que la medida implicara tanto células vivas, como
las dafladas o muertas. Este mismo problema ocurre en el contaje de las esporas por medio
de cdmara de Neubauer, método del que hablaremos durante el desarrollo experimental.
Sin embargo en nuestro caso esto no supondria problema alguno, ya que hay que tener en
cuenta que los inéculos recogidos provinieron siempre de cultivos incubados en las

condiciones apropiadas, es decir, vivos y por tanto, con capacidad plena de reproduccién. Es
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evidente matizar por tanto, que no sera lo mismo cuantificar los microorganismos presentes
en una muestra dada (por ejemplo, un alimento), donde ahi si que influird la presencia de
vivos y muertos, que el desarrollar un experimento en el cual se parte de un cultivo idéneo.
El método mas sencillo para estudiar la viabilidad celular, seria el recuento de nimero de

colonias (CFU/mL) en placa.

Como hemos visto, la ventaja de la medicién de absorbancia radica fundamentalmente
en la sencillez y rapidez del método. El contaje de esporas, debido a que se realiza por
camara de Neubauer en el microscopio dptico, supone mas tiempo y ademas, es un método
manual en el que sdlo intervienen los ojos del propio observador, pudiendo conllevar a
errores considerables en el caso de falta de experiencia. La turbidometria se presenta por
tanto, como una medida robusta y exenta de la necesidad de habilidad por parte del
técnico. Por otra parte, el contaje de colonias (CFU/mL) se obtiene tras varios dias de
incubacién del moho. Este es un dato muy Util para confirmar la concentracién de indculo
que se ha empleado, y también asegurar la comentada viabilidad del cultivo, pero no nos

permite ajustar la concentracidn inicial a la deseada.

Por todo ello, se ha querido aprovechar las ventajas que supone la turbidometria para
cuantificar los indculos de moho de los trabajos desarrollados en la presente tesis, por
medio en este caso, de una manera mas simplificada que la propuesta por la NCCLS. De esta
manera, este primer capitulo ha constituido la base para el desarrollo de la tesis, ya que no
sélo ha facilitado el trabajo con las cepas evaluadas, sino que ha ayudado a asegurar la

repetitibilidad y reproducibilidad de los diferentes ensayos llevados a cabo.

Por ultimo, hay que tener en cuenta que para asegurar la reproducibilidad en dichas
determinaciones, conviene trabajar siempre en las mismas condiciones de cultivo. Es decir,
en la presente tesis los indculos se pre-cultivaron siempre en los medios que resultaron mds
aptos para la esporulacion de cada especie, teniendo especial cuidado en emplear las
mismas condiciones (temperatura, pH, tiempo de incubacidn, etc) en los experimentos

repetidos.
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2. OBJETIVOS Y ESQUEMA DE TRABAJO

A la hora de comenzar la tesis, la primera problematica que se presento fue la manera
de cuantificar una suspensién de indculo con la mayor rapidez y precisién posible. Este
punto era esencial a la hora de continuar con el resto de trabajos, debido a que no sélo se
iba a ganar en tiempo, sino que se conseguiria garantizar una minima reproducibilidad en

todos los experimentos llevados a cabo.

Debido a esto, el objetivo principal de este primer capitulo fue establecer una relacion
entre la turbidez de un indculo en suspensién acuosa con el recuento del mismo, ya sea
mediante el nimero de colonias (CFU/mL) o de esporas (sp/mL) por mililitro de disolucidn.
Esta etapa constituyé la primera parte del capitulo, gracias a la cual se consideré un rango

de densidad éptica dptimo en el cual se extrajo la mayoria de inéculos de la tesis.

Por tanto, en la segunda parte del capitulo se evaluaron los recuentos de inéculos de
varias cepas (mediante CFU/mL) extraidos en el rango de turbidez determinado
previamente, para asi evaluar la posible aplicacidn del método en diferentes cepas. La figura

1.2 muestra un esquema del trabajo realizado en este capitulo.

CAPITULO 1

Relacion entre: Contaje de Unidades Formadoras de Colonias

® Turbidez (CFU/mL), dentro del mismo rango de absorbancia
= CFU/mL
" sp/mL oo
: ' v Método3.4. |
T : ! v Resultados4.2.
' v Método 3.3. ! b '
| v Resultados 4.1. |
Lo ! = Aspergillus flavus

= Aspergillus
= Penicillium
= Fysarium / Geotrichum

Fig. 1.2 Disefio experimental del capitulo 1.
Como puede observarse, cada experimento realizado se explica en su apartado de
“métodos” y “resultados” correspondientes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Instrumentos y otros materiales

A continuacion se muestra el listado de instrumentos bdasicos utilizados a lo largo de la

tesis:

Espectrofotometro DU 730 (Beckman Coulter).

Cabina de seguridad microbioldgica MSC advance 12 (Thermo Scientific).
Cabina de flujo laminar Helios C48, ME-2754 C (HeraScientific).

Incubador “Peltier-Technology Model”, IPP 500, desde 5° C a 70° C (Memmert).
Autoclave presoclave Il (Selecta).

Congelador -80 °C, MDF-U53V (Sanyo).

Camara de Neubauer mejorada (Assistent).

Vortex (OVAN).

Placa calefactora (Selecta).

Agitador magnético, Modelo 680/6 (Nahita).

Balanza analitica ABS/ABJ versién 1.3 (Kern).

Granatario PL 1501 (Mettler Toledo).

Dosificador de liquidos: Seripettor Dispensette (Brand).

Microscopio 6ptico ECLIPSE E 200, con cdmara ProgRes CT1 Jenoptik (NIKON).
Placas de Petri 90 mm (Scharlab).

Hisopos estériles: Collection Swab (Deltalab).

Asas de Drigalsky estériles (Scharlab).

S N N N N N N N N N N N N N N NN

Cubetas de plastico para espectofotometria de 1.5mL (Scharlab).

3.2. Cepas de mohos y medios de cultivo

Todas las cepas empleadas pertenecen a la Coleccion Espaiola de Cultivos Tipo (CECT)
de la Universidad de Valencia (Espafa), por lo que las condiciones de cultivo se llevaron a
cabo segun ésta. En la tabla 1.1 se muestra el listado de las cepas utilizadas en este primer
capitulo experimental, asi como los medios de cultivo empleados para cada una de ellas y

los dias de incubacion. La temperatura de incubacién fue en todos los casos de 25 °C.
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Tabla 1.1 Cepas utilizadas a lo largo de este capitulo 1.

Todos los cddigos corresponden a la CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo). Los
dias de incubacién hacen referencia a la incubacion previa para la utilizacion de dicha
cepa, de manera que el tiempo de cada experimento vario segun el objetivo.

Cepa (coédigos CECT) Abreviatura d:/lci?tii?/o Inc(l:jt?:sc)ién
Aspergillus flavus 2949 A. flavus 2949 MEA (*PDA) 7
Aspergillus flavus 2687 A. flavus 2687 MEA 7
Aspergillus niger 2088 A. niger PDA 7
Penicillium roqueforti 2905 P. roqueforti PDA 7
Penicillium expansum 2278 P. expansum PDA 7
Fusarium oxysporum 20201 F. oxysporum PDA 14
Galactomyces geotrichum 1102  G. geotrichum PDA 7

* Los indculos de esta cepa se extrajeron desde medio de cultivo PDA, ya que era mas
favorable para la recogida de esporas. Sin embargo, las posteriores siembras de los
experimentos en medio sélido, se hicieron sobre MEA.

Ambos medios de cultivo empleados, PDA (Potato Dextrose Agar) y MEA (Malt Extract
Agar n? 1) provenian de Scharlau (Scharlab). Ademas, para la suspension de esporas y la

dilucién de las mismas, se utilizdo NaCl al 0.9 % (Panreac).

Todos los caldos y medios de cultivo fueron preparados segun las indicaciones de cada
uno de ellos y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, excepto en el caso de

MEA, donde se recomienda su esterilizacion a 115 °C durante 15 minutos.

3.3. Relacion entre turbidez de la suspension de in6culo, CFU/mL y

sp/mL

Como se ha comentado en la introduccidn de este primer capitulo, la extraccidon de un
indculo en una suspensién acuosa resulta la manera mas éptima para su cuantificacion. A
partir de ésta, se determind la relacién existente entre la absorbancia de dicha disolucién de
moho, el nimero de esporas por mL (sp/mL) y el nimero de Unidades Formadoras de
Colonias por mL (CFU/mL). Sin embargo, para ello es necesario extraer previamente un

indculo de la manera mas homogénea posible.
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3.3.1. Extraccion del inéculo

Este experimento se llevo a cabo con la cepa de Penicillium roqueforti CECT 2905 (P.
roqueforti). Previamente a su uso, éste se sembro por pincho (asa de siembra terminada en
punta) en tres puntos de una placa de PDA, tal y como se ha explicado anteriormente en la
seccion 1 de la tesis. Tras siete dias de incubacidn a 25 °C, se extrajeron con cuidado las
esporas de la superficie del moho, utilizando para ello un hisopo estéril. Este se introdujo
posteriormente en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL de una solucidn de suero salino
estéril (NaCl 0.9 %) para disolver las esporas recogidas (ejemplo en la figura 1.3). Esta
operacion se repitid varias veces de manera aleatoria, para obtener un total de 10 indculos

de diferente concentracion.

1

1
Fig. 1.3 Extraccidn de un indculo de A. niger.
(izquierda). Disolucion del tubo de ensayo con
una densidad éptica de 0.350 (derecha).

3.3.2. Determinacioén de la absorbancia

Tras hacer un blanco (NaCl 0.9 % sin in6culo), se fueron midiendo los 11 indculos
extraidos, cogiendo un minimo de 500 uL de cada uno de ellos en una cubeta de
espectrofotometria de 1.5 mL. La turbidez de cada disolucién se midié por medio de su

absorbancia a 625 nm de longitud de onda.

3.3.3. Contaje del niitmero de esporas por mL (sp/mL)

Tras la medida de absorbancia en el espectrofotdmetro, se procedié a contar el nimero
de esporas en cada caso por medio de la camara de Neubauer. Para que el experimento
ganara en reproducibilidad, se diluyé (factor 1/10) en suero cada una de las 11
suspensiones extraidas. EI nimero de diluciones dependié de la concentracion de la
disolucién de partida donde se habia extraido el inéculo. De esta manera, se contaron las

esporas en las diluciones (1/10) y (1/100) en el caso de estar muy concentrado, mientras
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que en el caso contrario el contaje se realizé en la disolucion sin diluir y en la (1/10).
Ademas, en este punto hay que tener en cuenta que si la disolucién es muy concentrada, se
dificulta el contaje por cdmara de Neubauer y las esporas tienden a agregarse, dando lugar

a posibles errores de cuantificacién considerables.

El uso de la cdmara de Neubauer mejorada estd ampliamente extendido para el
recuento de leucocitos, de ahi las letras “L” que aparecen en la figura 1.4 Esta consiste en
una doble red de conteo, cada una de las cuales consta de 4 cuadriculas marginales de 1

mm (L), subdivididas a su vez en 16 cuadriculas de 0.25 mm (4 x 4).

Fig. 1.4 Camara de Neubauer mejorada.
El circulo rojo marca una de las redes de conteo (izquierdo) cuyo detalle se observa en la imagen
del centro. El contaje se lleva a cabo mediante el microscopio éptico (derecha).

Previamente a la introduccidn de la muestra, hay que colocar un cubreobjetos sobre la
parte central de la cdmara. Una manera facil de asegurar la adhesién del mismo, consiste en
depositar sobre cada una de las esquinas una gota de agua estéril de unos 2 uL. Tras esto, se
introduce un pequefio volumen de muestra (maximo de 10 plL) y se procede a realizar el

recuento en el microscopio éptico.

Para este experimento, se contaron los 4 cuadrantes enteros (L) de una de las redes de
conteo. El volumen de muestra corresponde al volumen comprendido entre la superficie de
la cuadricula y del cubreobjetos, siendo éste de 0.1 mm? (0.1 pL). Por tanto, el calculo final
de la concentracion de esporas se hace de la manera siguiente:

v" N2 (sp/mL) = N2 esporas / N2 cuadrantes x volumen de muestra

Teniendo en cuenta los valores numéricos y el cambio de unidades, quedaria asi:

v’ N2 (sp/mL) = N2 esporas / 4 x 0.1 x 107
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El factor de la dilucion también hay que tenerlo en cuenta, de manera que si por
ejemplo hemos diluido (1/100) la disolucién inicial para su contaje, la concentracion final de
ésta sera el nimero de esporas obtenido, multiplicado por 100. En nuestro caso, interesaba
determinar la concentracién en la disolucién inicial ya que fue en ésta donde se realizé la

medicion de absorbancia para la turbidometria de cada muestra.

3.3.4. Contaje del niimero de Unidades Formadoras de Colonias (CFU/mL)

Se realizé la siembra de cada una de las suspensiones originales, utilizando para ello un
mayor numero de diluciones, cuatro en el caso de mayor concentracidn y tres en el resto.
En todas ellas se sembraron 100 pL de la dilucidn correspondiente en placas conteniendo 15
mL aproximadamente de PDA estéril por medio de un asa de Drigalsky estéril. La siembra se
realizd nada mas terminar la medida de absorbancia y antes del contaje en la cdmara de
Neubauer, para evitar una posible degradaciéon de las esporas en el suero. Las placas
sembradas se incubaron durante siete dias a 25 °C, tiempo tras el cual se realizd el contaje

de numero de colonias de cada una de ellas.

3.4. Contaje de Unidades Formadoras de Colonias (CFU/mL), dentro

del mismo rango de absorbancia

La relacion estudiada en el experimento anterior entre los tres parametros (turbidez o
absorbancia, CFU/mL y sp/mL), sirvié para poder establecer a continuacién, un rango de
absorbancia éptimo en el cual extraer los indculos de las cepas empleadas en los
experimentos de la tesis. En este caso, dichas concentraciones determinadas inicialmente
fueron confirmadas por el nimero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(CFU/mL) tras la siembra en el medio de cultivo. De esta manera, en este apartado se
muestran los recuentos (CFU/mL) obtenidos de diferentes indculos, todos ellos extraidos a

diferentes valores de absorbancia pero dentro de un mismo rango de densidad dptico.

Se estudiaron las siguientes cepas, Aspergillus flavus 2949, Aspergillus flavus 2687,
Aspergillus niger, P. roqueforti y P. expansum, ya que fueron las mas utilizadas durante la
tesis. A pesar de contar con menos datos, se incluyeron también dos cepas pertenecientes a
otros géneros, como fueron Fusarium y Geotrichum, para poder evaluar el margen de
aplicacion del método. Cabe mencionar que a diferencia del resto de cepas, debido a una

menor esporulacidon y a una mayor dificultad de separacién de las esporas respecto al
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micelio, los precultivos de Fusarium oxysporum se incubaron hasta un total de catorce dias,
extrayéndose los indculos de ésta mediante un lavado de la placa con NaCl 0.9 %

conteniendo 0.1 % del tensoactivo Tween 80.

De la misma manera que en el primer experimento (ver apartado 3.3), se sembraron las
diluciones (1/1000) y (1/10000) de la suspension inicial de los inéculos extraidos, siendo
mayor el nimero de dilucidn de ésta cuanto mayor era su absorbancia inicial. Los medios

utilizados fueron MEA para las dos cepas de A. flavus y PDA para el resto.

Como se vera mas adelante en la seccion 4.2 de los resultados, este experimento se

dividid en cuatro partes diferentes.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Relacion entre turbidez de la suspension de inoculo, CFU/mL y

sp/mL

El objetivo de este experimento fue el relacionar la turbidez de un indculo extraido de
moho, con sus contajes en CFU/mL y en sp/mL, llevdandolo a cabo sobre la cepa P.
roqueforti. Por un lado y como ya se explicd en la metodologia, el contaje de esporas por
camara de Neubauer se llevd a cabo en dos diluciones diferentes, dependiendo el nimero
de éstas de la concentracion inicial de indculo. Ademas de esto, por cada dilucidn se repitid
el recuento dos veces. Por otra parte, se calculd el nimero de colonias por mililitro
sembrando por duplicado las diluciones (1/1000) y (1/10000) partiendo de la suspensién
inicial de indculo. De esta manera, en cada método se contaron un total de cuatro muestras
por cada valor de absorbancia, obteniendo para cada uno de ellos, un valor promedio y una
desviacidn estandar relativa, el cual se expresé en porcentaje (RSD %). Todos los recuentos

se transformaron previamente en logaritmo.

Ademas, aunque el nimero de colonias (CFU/mL) y de esporas (sp/mL) son dos formas
de representacion diferentes y por tanto no son directamente comparables entre si, se
quiso evaluar la diferencia obtenida por ambos recuentos, calculdndola mediante el RDS %.
En la figura 1.5 se representan los valores obtenidos, pudiéndose encontrar el resto de

datos en la tabla 1.2.

7,5 4
7,3 A

Inéculo (Lg)
[ ]
°
9

71 A é u
69 - @ . u . "

67 - o m

65 a L

6,3 . ®Lgsp/mL
61 1 ! W LgCFU/mL

59 4
i

57 4
55

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Absorbancia (625 nm)

Fig. 1.5 Lg sp/mLy Lg CFU/mL, en funcidn de la absorbancia
en la cepa P. roqueforti.
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Tabla 1.2 Comparacién de los contajes en Lg sp/mLy Lg CFU/mL
de indculos de P. roqueforti a diferentes valores de absorbancia (ABS).

Lg sp/mL Lg CFU/mL

ABS | sp/mL RSD% |CFU/mL RSD % Rsﬁz;::::“

0 0 0 0 0 0.0000
0036 | 586 07968 | 579 03422 0.8123
008 | 620 09870 | 6.13 2.079 0.8216
0105 | 627 00926 | 621 06135 0.6973
0213 | 654 09567 | 6.50  1.4887 0.3883
027 | 672 02254| 657 0.8748 1.5909
0342 | 688 08647 | 672 0.1724 1.6037
0443 | 696 06986 | 681  0.4233 1.5978
0538 | 711 1.0081 | 6.95  0.4500 1.6781
0656 | 7.23 0.1987 | 7.01  0.5962 2.1945
0743 | 724 00123| 7.04 0592 1.9415
0812 | 729 05336| 7.07 0.1119 2.2492

Ambos métodos describieron curvas muy parecidas, aumentando la determinaciéon de la
concentracion de indculo a medido que lo hizo la absorbancia de la disolucién inicial
extraida de moho. De esta manera, los resultados muestran una clara relacién entre la
determinacidon de ambos métodos, siendo ligeramente superiores los valores de nimero de
esporas que de Unidades Formadoras de Colonias. Sin embargo, como puede observarse
tanto en la tabla 1.2 como en la figura 1.5, al extraer indculos con una absorbancia mayor
de 0.5 disminuy6 el grado de proximidad de ambos recuentos, lo cual puede observarse

con el aumento del % RDS en los tres Ultimos datos.

Como se demuestra en los resultados, la medicidon de la absorbancia del indculo inicial
resulta un método valido para calcular la concentracién de la misma. La ventaja
fundamental, como bien se ha comentado en los objetivos de este capitulo, reside en la
facilidad del método y en la obtencién instantanea del resultado frente al contaje del

nimero de Unidades Formadoras de Colonias (CFU/mL).
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A pesar de que los dos métodos han demostrado una clara relacién en todo el rango de
absorbancia probado, y que ambos recuentos se encontraron dentro del mismo logaritmo 6
entre valores distantes de absorbancia como 0.08 y 0.44, se eligié el rango entre 0.2-0.3
como el 6ptimo para la extraccion y cuantificacion de indculo. Esto se debe en primer lugar,
a una mayor proximidad entre el recuento de esporas y de colonias y a una mayor facilidad
para obtener suspensiones de esporas homogéneas entre esos valores. En este punto hay
gue tener en cuenta que al extraer indculos de mayor concentracion es habitual arrastrar
pequeiios fragmentos de micelio de diversos tamafos junto con las esporas, lo cual puede

provocar errores en la cuantificacién del inéculo.

Por lo tanto, los indculos extraidos de todas las cepas empleadas a lo largo de toda la
tesis se situaron en el rango de absorbancia de 0.2-0.3, debido a la buena correlacién

comprobada en la cuantificacién y a la comentada facilidad de manejo en la extraccidn.

4.2. Contaje de Unidades Formadoras de Colonias (CFU/mL), dentro

del mismo rango de absorbancia

Como se ha visto en el apartado anterior, el rango de absorbancia entre 0.2-0.3 resulté
Optimo para la cuantificacién del indculo inicial de Penicillium roqueforti. Por este motivo y
como ya se ha explicado anteriormente, a excepcién de casos puntuales donde se necesitd
una concentracidn inicial mayor de moho, el resto de inéculos fueron extraidos en su

mayoria entre dicho rango.

Esta seccién del capitulo muestra los resultados correspondientes al numero de
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (CFU/mL) segin diferentes niveles de
absorbancia y para un total de siete cepas, para lo cual el experimento se dividié en cuatro

partes.

En la primera de ellas se evalué la distribucién de los recuentos de CFU/mL de A. flavus

2949, agrupando los datos segun tres niveles diferentes de absorbancia: 0.2, 0.3y 1.

A continuacidn se compararon los recuentos de las tres cepas de Aspergillus: A. flavus
2949, A. flavus 2687 y A. niger. En este caso, se agruparon para cada cepa los recuentos de

CFU/mL que coincidian con los dos primeros decimales del valor de absorbancia (o
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turbidez), obteniendo para cada punto un valor promedio de los recuentos y una desviacién

estandar.

La tercera parte consistié en una comparacion de las CFU/mL de las dos cepas de
Penicillium empleadas, P. roqueforti y P. expansum agrupando los datos de la misma

manera que en el caso anterior del género Aspergillus.

Por dltimo, en la cuarta parte se muestran los datos correspondientes a las cepas
Fusarium oxysporum y Geotrichum. Como se ha comentado anteriormente, debido a que se
contd con una menor cantidad de datos, en este caso se mostré el resultado de todos los

recuentos de CFU/mL a cada valor de absorbancia, sin hacer promedio de los valores.

4.2.1. Aspergillus flavus CECT 2949

Este experimento se llevd a cabo con la cepa Aspergillus flavus 2949 ya que fue el moho
mas estudiado a lo largo de la tesis, por lo que se disponia de un elevado nimero de datos.
Esto se aprovecho para poder evaluar la distribucion del contaje de colonias en funcién de
tres grupos principales de absorbancia: 0.2, 0.3 y 1. En la tabla 1.3 se recogen los resultados

individuales de CFU/mL.

Como era de esperar tras los resultados anteriores (ver apartado 4.1), el numero de
colonias obtenido fue muy similar entre los valores cercanos de absorbancia, mientras que
se observa un aumento gradual del mismo conforme ésta fue creciendo. A pesar de que en
este caso no se disponen de datos entre 0.4-1 de absorbancia, se puede apreciar que los
resultados se asemejan al caso anterior de P. roqueforti. De hecho, al igual que ocurria
entonces, se vuelve a observar que los valores mas altos de absorbancia (por encima de 1)
pierden la linealidad del contaje de colonias, ya que entre 1.043 y 1.326 no hubo apenas

variacion.
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Tabla 1.3 CFU/mL segin el valor de
absorbancia (ABS) de diferentes indculos de

A. flavus.

ABS LgCFU/mL ABS LgCFU/mL
0.21 6.28 0.268 6.38
0.216 6.36 0.283 6.30
0.216 6.41 0.284 6.40
0.225 6.60 0.29 6.62
0.227 6.54 0.297 6.36
0.227 6.30 0.298 6.34
0.228 6.58

0.241 6.33 0.305 6.51
0.241 6.56 0.307 6.52
0.241 6.32 0.308 6.43
0.242 6.38 0.314 6.48
0.243 6.32 0.329 6.64
0.246 6.28 0.336 6.48
0.246 6.49 0.341 6.40
0.247 6.34 0.341 6.82
0.249 6.18 0.385 6.65
0.25 6.43

0.25 6.36 1.043 7.39
0.251 6.39 1.122 7.38
0.252 6.25 1.138 7.38
0.252 6.48 1.142 7.51
0.253 6.41 1.215 7.45
0.256 6.52 1.256 7.38
0.257 6.41 1.264 7.39
0.259 6.38 1.326 7.53
0.263 6.31

En la figura 1.6 se observa claramente la distribucién de los datos, formando tres nubes
de puntos. Como era esperable y tal y como ocurria en el experimento anterior, los puntos
entre 0.2 y 0.3 se encontraron muy préximos, viéndose las mayores diferencias entre los
valores menores de absorbancia de 0.2 y mas elevados de 0.3. Esto demuestra una vez mas,
que la utilizacién de la absorbancia entre 0.2 y 0.3 proporciona valores muy préximos en la

cuantificacion del inéculo, siendo en todo caso de logaritmo 6.

83



SECCION IlI: Capitulo 1

A. flavus 2949
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Fig. 1.6 Recuentos de A. flavus en CFU/mL, en funcién de la ABS.
Como se ve, los datos forman tres grupos diferenciados:
absorbancia 1, absorbancia 0.3 y absorbancia 0.2.

4.2.2. Aspergillus

Ademas de la cepa A. flavus CECT 2949, también se trabajo en la tesis con otra cepa de

A. flavus productora de aflatoxina B1 (A. flavus CECT 2687) y con A. niger.

En este caso se elimind el tercer decimal de absorbancia para poder comparar los
valores de las CFU/mL de las tres cepas de una manera mas clara y visual. Se hizo el
promedio de aquellos contajes de colonias que coincidian con los dos primeros decimales
de absorbancia. Los resultados se muestran en la figura 1.7, donde las barras de error
marcan la desviacién estandar de los recuentos para cada valor de absorbancia

determinado.

Aspergillus
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Fig. 1.7 Recuentos de Aspergillus en CFU/mL entre 0.2 y 0.34 de ABS,
Cepas: A. flavus 2949, A. flavus 2687 y A. niger.
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Como se puede observar, se obtuvo un resultado muy parecido para las tres cepas del
género Aspergillus, lo cual demuestra que la relacién establecida entre la turbidez del

inéculo y su concentracion, se ha mantenido a pesar de tratarse de diferentes cepas.

4.2.3. Penicillium

De la misma manera que en el caso anterior, en la figura 1.8 se muestra el resultado del
contaje de las dos cepas de Penicillium empleadas en la tesis, P. roqueforti y P. expansum.
Aunque los resultados de ambas cepas fueron muy similares, se puede apreciar que en el
caso de P. roqueforti los recuentos fueron siempre iguales o menores a los de P. expansum.
A pesar de no ser un resultado concluyente, podria deberse a que las esporas de P.
roqueforti son ligeramente mayores, lo que coincidiria con los resultados de un trabajo con
cepas clinicas, donde un mayor tamafio en las esporas se correspondié con porcentajes de
transmisién y con recuentos de CFU/mL mas bajos en comparacion con las cepas de esporas

mas pequefias (Espinelingroff A., et al. , 1995).
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Fig. 1.8 Recuentos de Penicillium en CFU/mL entre 0.2 y 0.34 de ABS.
Cepas de: P. roquefortiy P. expansum.

4.2.4. Fusarium oxysporum y Galactomyces geotrichum

Por ultimo, se quiso comprobar el método de turbidometria en dos cepas con una
esporulacion diferente a los géneros Aspergillus y Penicillium. Para ello, se recogieron los
datos de Fusarium oxysporum y Galactomyces geotrichum. En este caso no se agruparon los
datos como se hizo anteriormente en el 4.2.2 y 4.2.3, por lo que en la figura 1.9 se

muestran los contajes individuales a cada nivel de absorbancia probada.
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F. oxysporum y G. geotricum
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Fig. 1.9 Recuentos de F. oxysporum y G. geotrichum en CFU/mL en
funcién de la ABS.

Como puede observarse, en el caso de G. geotrichum los indculos extraidos entre 0.142
y 0.341 de absorbancia dieron como resultado un recuento del nimero de CFU/mL entre

logaritmo 6 y 6.3, demostrando asi la utilidad del método de turbidometria en esta cepa.

Sin embargo, los resultados de F. oxysporum fueron mds heterogéneos. Esto puede
deberse principalmente a dos razones. La primera de ellas, a un crecimiento mucho mas
lento (en torno catorce dias) respecto a las cepas anteriores (siete dias) y a una tasa de
esporulacion también menor en comparaciéon con las cepas de Aspergillus y Penicillium
analizadas previamente. La segunda razon es la diferencia en la morfologia de sus esporas,
ya que F. oxysporum presenta dos tipos de esporas de tamafio muy diferente entre si, las
macroconidias y microconidias, siendo ademas todas en forma de huso, a diferencia de la
forma globosa o subglobosa del resto de las especies evaluadas de Aspergillus y Penicillium

y de un mayor tamano.

Por consiguiente, es obvio que hay mas factores que condicionan la extraccion y
cuantificacidén del indculo. Para reducir el efecto de la diferencia de crecimiento, en nuestro
caso los indculos extraidos de Fusarium, se hizo mediante un lavado de la placa con NaCl 0.9
% incorporando 0.1 % de Tween 80 como surfactante, tal y como se explicdé en la

metodologia (ver apartado 3.4).

A pesar de esto, se puede observar cierta irregularidad en los resultados obtenidos,
concretamente en los tres puntos mas elevados de densidad dptica. En nuestro caso, estos
tres puntos se correspondieron con un menor desarrollo del moho, el cual a pesar de

haberse incubado durante catorce dias, se evidencié macroscépicamente con una menor
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intensidad en el color rosaceo-violdceo en la placa Petri (en este caso en medio PDA). Este
hecho provocé un aumento del nimero de fragmentos de micelio, ya que al recoger el
indculo en esos casos, se observé una disolucion mas heterogénea en el tubo de ensayo. De
esta manera, en estos casos concretos y tal y como se ha mencionado durante este capitulo,
se puede producir una lectura aberrante del valor de densidad dptica y/o un célculo menos
preciso del recuento de nimero de colonias en la placa. De esta manera, los resultados
obtenidos en esta parte del capitulo sirvieron para prestar especial cuidado a la hora de
extraer el resto de indculos de F. oxysporum que se emplearon a lo largo de la tesis,
habiéndose obtenido tras esto, resultados satisfactorios y dentro del rango esperado en

todos los casos restantes.

En el Unico trabajo encontrado en relacion a la densidad déptica de Fusarium medida
por espectroscopia, el indculo de F. solani se ajustd a un porcentaje de transmisién mucho
mas reducido que A. flavus, lo cual apoya las razones mencionadas previamente en relacion

a la diferencia en la esporulacidon de ambas especies (Gehrt A, et al., 1995).

Sin embargo, a pesar de las diferencias comentadas entre F. oxysporum con el resto de
de cepas, los resultados fueron altamente satisfactorios, ya que los puntos de contaje que
se desviaron se explicaron debido a un recogida de indculo menos dptima, que se corrigid
con los indculos empleados en todos los experimentos de la tesis. De esta manera, el resto
de valores se encontraron una vez mas, dentro del logaritmo 6 en el recuento de CFU/mL.
Esto demuestra, una vez mas, que es posible aplicar el método de turbidometria también
para esta cepa, siempre que se tengan en cuenta las consideraciones especificas

comentadas.

Por ultimo, otras cepas evaluadas a lo largo de la tesis (no descritas en este capitulo),
como es el caso de Rhizopus stolonifer, han mostrado el mismo resultado que las estudiadas
en el presente capitulo, donde los valores 0.1-0.3 de densidad dptica, dieron en todos los
casos concentraciones de inéculo dentro del logaritmo 6, confirmados en este caso por

medio del nimero de esporas por mL.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que la medida de la turbidez de los indculos
extraidos, proporciona cuantificaciones precisas y reproducibles. En este caso, se utilizo el
mismo método para todas las cepas evaluadas, basandose en una simplificacion de la
normativa NCCLS, habiendo obtenido resultados muy similares en todas las especies

estudiadas.

Como se ha podido demostrar, existe por tanto una clara relacion entre la turbidez de
los indculos y los recuentos de estos. Una vez establecido cdmo se comporta cada cepa
respecto a su densidad dptica, es posible utilizar la misma sustituyendo asi al contaje de
esporas (sp/mL), que ademas de ser mas costoso en tiempo, puede conllevar a errores en
caso de poca experiencia del técnico o evaluador. Por su parte, el contaje del nimero de
colonias (CFU/mL) sigue siendo un método necesario tanto para la confirmacion de la
determinacidn inicial de la concentracion de ese indculo, como para asegurar la viabilidad

del cultivo empleado.

En conclusién, a pesar de que en microbiologia alimentaria el uso de la turbidometria se
reduce casi exclusivamente a las bacterias, los buenos resultados confirman la posibilidad
de utilizar ésta para poder ajustar el inéculo de los mohos evaluados. De esta manera, este
experimento ha conllevado unas ventajas claras a la hora de llevar a cabo el resto de
experimentos de la tesis, ya que no sdlo ha aportado rapidez y precision en la
cuantificacion, sino también ha facilitado el ajuste de los indculos hasta la concentracion
deseada, asegurando por ultimo reproducibilidad entre los diferentes experimentos

realizado
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1. INTRODUCCION

Como se ha mencionado en la seccién anterior, la eleccidon del agente antimicrobiano
resulta un paso esencial a la hora de empezar a disefiar un envase activo. Es esencial conocer
la composicion del aceite esencial, ya que como hemos visto, la composicion de estos es
altamente heterogénea y varia entre otros factores, en funcion de las condiciones de cultivo,
recogida y extraccidn de la planta. Asi mismo hay que tener en cuenta la enorme variabilidad
en el crecimiento macroscépico del moho en funcion del medio de cultivo empleado. En el
alimento ocurre de manera parecida, ya que las propiedades fisico-quimicas de éste,
determinan la contaminacién predominante en el mismo (Filtenborg O., et al., 1996). Por
tanto, es evidente que el antifliingico de eleccién tendra que demostrar en primer lugar, su

actividad frente a las cepas de mohos concurrentes en dicho producto.

Ademas de esto, si hacemos una busqueda bibliografica sobre la actividad de los aceites
esenciales nos encontramos con un problema afiadido, que es la enorme variabilidad en la
metodologia empleada. Esto surge también a raiz del aumento del nimero de publicaciones
sobre mohos alterantes o patégenos de alimentos en los ultimos afios. Como se ha explicado
en la seccion primera de la tesis, a pesar de que las bacterias siguen predominando en la
investigacion microbioldgica, los mohos han ganado mucho terreno debido
fundamentalmente a dos razones: la posible produccién de metabolitos secundarios con
elevada carcinogenicidad (micotoxinas), y las elevadas pérdidas econémicas producidas por

el continuo desecho de alimentos contaminados.

A diferencia de las bacterias, los mohos posen un comportamiento claramente invasivo,
el cual se ve reforzado ademas por la eficaz dispersion de esporas, provocando asi una facil
contaminacion desde un producto contaminado hasta otros situados en el mismo lote de
almacenamiento. Esto ultimo justifica de manera contundente la proteccién del producto

desde la recogida hasta su consumo.

La primera etapa a la hora de disefiar un envase activo antifingico consiste en
determinar la actividad de las sustancias antiflingicas elegidas frente a las cepas de interés.
La dificultad en la estandarizacion de métodos, debido entre otras cosas a la comentada
complejidad de los mohos, su enorme variabilidad del crecimiento en los diferentes
sustratos, y a la también mencionada enorme heterogeneidad de los aceites esenciales, se

presenta como un handicap considerable a la hora de establecer un método experimental.
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1.1. Importancia del método utilizado

Como hemos visto, la falta de estandarizacion tanto por parte de los aceites esenciales
como de los mohos, y el creciente interés en la contaminacion fungica de los alimentos,
explica la gran variabilidad de métodos que existen para determinar la actividad antifungica

de los aceites esenciales.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la metodologia empleada influye en los
resultados obtenidos, dificultando en muchas ocasiones la comparacién de resultados de

diferentes publicaciones.

A continuacidn se expone una breve descripcion de los métodos mds ampliamente

utilizados para la determinacidon antifiingica de los aceites esenciales.

1.1.1. Método de dilucion en agar

Esta técnica consiste en diluir el aceite esencial directamente en el medio de cultivo.
Debido a la falta de hidrosolubilidad de estos compuestos, en ocasiones se afiaden
tensioactivos como el tween 20 o tween 80 para facilitar la homogeneidad de la mezcla. El
método de siembra mds empleado es el llamado “diametro de la colonia” o “radio de la
colonia”. Este consiste en depositar en el punto central de la placa sobre el medio de cultivo,
una gota de indculo de pequefio volumen (normalmente de 2, 5 6 10 pL) de una suspension
fungica previamente ajustada. La ventaja de esta manera de siembra es que permite la
cuantificacion del crecimiento, ya que el moho comienza a las pocas horas un crecimiento
lineal que se mantiene hasta que el anillo mas externo de la colonia se acerca al perimetro de
la placa. Los coeficientes de correlacion lineal (R?) suelen ser elevados, estando situados
normalmente por encima del 90 %, y siendo muy frecuente encontrarlos mas alla del 95 %.
Dicha linealidad permite obtener la pendiente de la ecuacién de la recta, representando asi la
velocidad de crecimiento de la colonia en cuestidn. Asi mismo, en muchos casos puede
resultar interesante la obtencién de la duracion de la “fase Lag”, la cual hace referencia al
tiempo que tarda en comenzar a crecer el moho. Dicho valor, tomado con un incremento
minimo del eje de abscisas, se obtendria de la interseccion de la recta con el eje de

ordenadas.

El crecimiento de la colonia se toma midiendo los dos didmetros opuestos de ésta y

representando dicho valor frente al tiempo. Es muy util para ello la utilizacidon de un calibre
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digital, ya que permite mediciones mds precisas, cdmodas y fiables. El tiempo establecido
entre los diferentes puntos pueden ser horas o dias, dependiendo del tamafio del inéculo
inicial y de lo extenso que nos interese disefar el experimento. En la figura 2.1 se ilustra
como ejemplo el crecimiento del didmetro de una colonia de Penicillium expansum, tras 3

dias y 11 dias de experimento (figura 2.1).

Fig. 2.1 Didametro de colonia de Penicillium expansum en el tiempo.
Incubacidn a 25 °C, tras 3 dias (izquierda) y 11 dias (derecha).

En el caso de las placas activas con aceite esencial, debido a que las colonias
experimentan un desarrollo mucho mas reducido (incluso es posible la inhibicidon total), el
ensayo se da por finalizado cuando la colonia de las placas control (sin aceite esencial)
termina su crecimiento. A pesar de utilizar un minimo de tres réplicas por cada tratamiento
aplicado, es frecuente ver en este tipo de ensayos graficas con barras de desviacion estandar
elevadas. Esto se debe fundamentalmente, a la baja solubilidad ya comentada de los aceites
esenciales en el agar, dando lugar en algunos casos a diferencias considerables entre las

diferentes réplicas.

1.1.2. Método de difusion en disco

En este caso el aceite esencial, puro o diluido, se aplica en un disco de difusién, que se
deposita en el centro de la placa Petri en contacto directo con el medio de cultivo o en la
tapa de la placa en fase vapor. Este Ultimo caso se utiliza para comprobar y medir la actividad

en fase vapor de los compuestos volatiles de la sustancia bajo estudio.

El moho suele sembrarse de dos maneras, bien por extensidn, en cuyo caso suelen
emplearse 100 uL de suspension, o bien por el depésito de una gota de indculo en el centro
del medio de cultivo, dando lugar al llamado “didmetro o radio de la colonia” explicado

anteriormente.
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En el caso de la siembra por extension, el moho suele crecer de la misma manera tanto
en el ensayo de contacto directo como en el de fase vapor. Es decir, la zona central, situada
alrededor de donde se encuentra depositado el disco activo, es donde el aceite esencial se
encuentra en una mayor concentracion. Debido a esto, generalmente en esta zona se crea
una inhibicion del crecimiento del moho denominada “halo, zona o area de inhibicién” (H.l.).
Generalmente el aceite esencial es absorbido por el agar, comenzando entonces un
gradiente de concentraciéon desde el centro (punto de mayor concentracién) hasta la
periferia de la placa Petri. Debido a ello, junto a la zona de inhibicidn suele encontrarse otra
de menor crecimiento llamada “halo, zona o area de retardo” (H.R.) en la cual predomina un
crecimiento micelar con falta de esporulacion. En este punto es posible también encontrar
dafios en la formacion del micelio en funcion de la proximidad a la zona de inhibicién, debido
a la mayor o menor influencia del activo (Manso S., et al. , 2013). Por ultimo, la zona mas
externa de la placa (referida a lo largo de esta tesis como “zona 2”) presenta una menor
exposicion al aceite esencial, siendo por ello la zona con mayor tasa de esporulacion en el
caso de que el moho haya llegado a hacerlo. Las tres zonas explicadas pueden observarse en

la figura 2.2.

Légicamente, el tamafio de cada una de las dreas mencionadas estard influenciado por
muchas variables, entre ellas: la solubilidad del aceite esencial en el agar, el tamafo del
inéculo, la capacidad antifungica del aceite esencial, la concentracion inicial de éste, la
velocidad de liberacién del mismo y la concentracidn alcanzada en el agar, y finalmente, del

tiempo de exposicidn al mismo.

Ademas hay que considerar que cuando el moho consigue vencer a la accidn del aceite
esencial, debido a lo explicado anteriormente, éste suele comenzar su desarrollo desde la
parte mas periférica de la placa hasta que al llegar al punto central, ve dificultado su
crecimiento por encontrarse justo debajo del foco principal de exposicion. Sin embargo, en
estos casos donde se observa dicho inicio del crecimiento, suele observarse un
comportamiento fungiestatico, es decir, conforme avanza el tiempo de exposicion
(altamente dependiente de la concentracidon de indculo y de aceite esencial) el area de
inhibicién termina finalmente por desaparecer. A pesar de esto, incluso en esos casos se
mantiene siempre la existencia de zonas diferentes de crecimiento, indicadoras del

mencionado gradiente de concentracién de aceite esencial en el agar.
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Zona periférica (o Zona 2)

Halo de retardo Il

Halo de retardo | (o Zona 1)

Halo de inhibicién

Fig. 2.2 Zonas de crecimiento producidas por el aceite esencial de canela en fase vapor
tras 10 dias de incubacion a 25 °C sobre el moho Aspergillus flavus en PDA. El disco no
aparece ya que se retird la tapa para hacer la fotografia.

Antes de continuar hay que recordar, como ya se ha comentado en la introduccién de la
seccion |, que la coloracién que presenta un moho se debe fundamentalmente a su
esporulacion, la cual va a depender en primer lugar del medio de cultivo en el cual esté
creciendo el mismo. De esta manera, siempre que se hable de una diferencia de coloracién

se estara haciendo referencia al medio utilizado en ese experimento en cuestion.

Asi mismo, también hay que considerar las diferencias notables en cuanto al aspecto de
los halos de crecimiento en funcién de la cepa estudiada y del aceite esencial empleado. Un
caso claro lo representa el crecimiento de una misma cepa de moho bajo la exposicidn de los
aceites esenciales de canela y de orégano. Dichas diferencias se pueden apreciar entre la
figura 2.2 y figura 2.3. En esta ultima, la exposicién del moho Aspergillus flavus al aceite
esencial de orégano crea un halo de retardo que consiste fundamentalmente en lineas de
bajo crecimiento micelar o colonias de didmetro casi inapreciable (de pocos milimetros)
alrededor del halo de inhibicion. En el caso de haber mas de un halo de retardo dentro de la
misma placa, estos consistirdn en zonas cuya Unica diferencia visible sera la intensidad del
crecimiento. Debido a esto, las dreas en este caso son mas dificiles de marcar que en el caso
de la canela, sobre todo en las fases iniciales de crecimiento ya que en ese momento el
desarrollo que se crea en torno al halo de inhibicion es tan sutil, que puede pasar inadvertido
al ojo. Por tanto, conviene prestar mucha atencién a la presencia de este minimo
crecimiento, teniendo siempre presente que el halo de inhibicidn seguira siendo aquel bajo

el cual no se aprecie crecimiento de ningun tipo.
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Zona periférica (o zona 2)

Halo de retardo |

Halo de inhibicién

Fig. 2.3 Zonas de crecimiento producidas por el aceite esencial de orégano en contacto directo
tras 7 dias de incubacidn a 25 °C sobre el moho Aspergillus flavus.

Por su parte, el aceite esencial de canela, presenta unas zonas claramente diferenciadas,
no solo en cuanto a la intensidad de crecimiento, sino también a la tasa de esporulacidony a la
coloracion o la intensidad de la misma. Como se puede apreciar en la figura 2.2, la exposicion
a éste provoca en Aspergillus flavus la creacion de dos halos de retardo diferentes. La
limitacion de las diferentes areas, como vemos, es muy clara en contraste con el caso del

orégano mencionado previamente (figura 2.3).

Pero, incluso empleando el mismo aceite esencial no todas las cepas presentan el mismo
aspecto. Asi, el género Penicillium suele presentar un halo de retardo finisimo, que consiste
fundamentalmente en una reduccidn de la tasa de esporulacion (figura 2.4.). En este caso, la
gama de coloracion entre las diferentes zonas no es tan amplia como por ejemplo, en el caso

del comentado Aspergillus flavus.

Zona periférica (o zona 2)

Halo de retardo

Halo de inhibicién

Fig. 2.4 Zonas de crecimiento producidas por el aceite esencial de canela en contacto directo
tras 7 dias de incubacién a 25 °C sobre el Penicillium roqueforti.

1.1.3. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) y

Concentraciéon Minima Fungicida (MFC)

De la misma manera que ocurria en los casos anteriores, la determinacién de ambas

concentraciones puede llevarse a cabo de diferentes maneras. Una de ellas es por medio de
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la dilucion en agar, explicado anteriormente. En ese caso, se considerard la MIC a aquella
primera concentracion de aceite esencial que no haya producido desarrollo alguno en el
medio de cultivo tratado. Sin embargo, debido a la ya mencionada limitada solubilidad de los
mismos en el agar, en esta tesis se ha elegido como éptimo el método de dilucién en caldo.
Debido al amplio uso de dichas concentraciones en la bibliografia internacional, a lo largo de
esta tesis se hard mencion a éstas mediante sus siglas en inglés, es decir, MIC (“Minimal

Inhbitory Concentration” y MFC (“Minimal Fungicidal Concentration”).

Este método permite cuantificar la actividad de los aceites esenciales de una manera mas
exacta y reproducible. Como bien apuntan diversos autores (Correa-Royero J., et al. , 2010;
David J. R. D., et al., 2013; Suppakul P., et al., 2003), las determinaciones en medio liquido
proporcionan resultados mas precisos a la hora de determinar la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales. Esto se debe a la baja solubilidad de los mismos en el agar, provocando
que métodos muy extendidos como la dilucién en medio de cultivo sean menos adecuados a

la hora de establecer su actividad.

Ademas de ello, la ventaja afadida de la dilucion en caldo es que supone menor tiempo
de incubacion y por tanto, mayor rapidez en la obtencion de resultados. Los detalles del
método se describiran en la parte correspondiente del método. En la figura 2.5 se puede
apreciar un ejemplo de la determinacion visual de la MIC, denominada como tal a aquella
primera concentracién que no produce un crecimiento visual en el tubo de ensayo. Por otra
parte, la MFC seria la concentracién mas baja que no produjera crecimiento en el medio de

cultivo tras la siembra de las muestras.

Fig. 2.5 Ejemplo visual de MIC por macrodilucidn en caldo
del aceite esencial de canela frente a A. flavus, en
macrodilucién en caldo.
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1.2. Variables que pueden afectar a la actividad de los aceites

esenciales

Como se ha mencionado en la seccion primera de la tesis, los factores de actividad de
agua (ay), pH y temperatura, afectan en alto grado al crecimiento del moho, tanto en la
germinacion de esporas como en el desarrollo del micelio y en la produccién de micotoxinas.
Aunque cabe mencionar, que generalmente éstas se producen dentro de un rango mas
estrecho que el crecimiento del moho. Ademas de esto, no hay que olvidar la importancia
del tiempo de incubacién, ya que marcara el desarrollo del moho, de manera que es posible
gue una concentracién de aceite esencial inicialmente inhibitoria, deje de serlo debido a un

posterior crecimiento del moho.

De esta manera, estas variables condicionan la actividad de los aceites esenciales de
manera indirecta, influyendo sobre el moho. Sin embargo, también pueden afectar de

manera directa a la actividad de los aceites esenciales.

En relacién al pH, como se vera a lo largo del capitulo, éste influye menos en la actividad
de los aceites esenciales frente a otras sustancias como el sorbato de potasio y el benzoato
sodico. Mientras que éstas presentan una mayor actividad a pH acido debido a un aumento
en la forma no disociada de las mismas, la influencia de éste en la actividad de los aceites
esenciales es mucho menor (David J. R. D., et al., 2013; Lépez-Malo A., et al., 2002, 2005). Sin
embargo, hay que tener en cuenta que en la mayoria de los casos, la acidificacién de un
medio provocara un aumento de la fase Lag del microorganismo y por tanto una disminucion
de la velocidad de crecimiento, pudiendo de esta manera reforzar la actividad del aceite

esencial (Gutierrez J., et al., 2009).

La temperatura y la actividad de agua, ademas de afectar al crecimiento del
microorganismo, afectardn a la liberacion de los compuestos volatiles de los aceites
esenciales desde el material del envase activo, cuando estos actien en fase vapor. Este
punto se discutira con mas detalle en la introduccién del capitulo 3, ya que guarda una

relacidn directa con el éxito en la proteccidn del envase.

Ademas, es evidente que el tiempo de exposicidn serd también responsable de la
actividad del aceite esencial. Por una parte, la velocidad de liberacidn del aceite esencial

(sobre todo desde el material de envase en fase vapor) influird en la concentracién de éste
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que llegue al medio de cultivo (o alimento) y al moho. Por otra parte, dicha concentracion
alcanzada de compuesto sera especialmente crucial durante la fase Lag (o fase inicial) del
moho, ya que como es evidente, cuanto mas aumente éste, mas costard inhibir su

crecimiento.

Por ultimo, en el caso de evaluar la actividad de estos in vivo, habra que tener en cuenta
que los aceites esenciales pueden interactuar con los ingredientes alimentarios. Asi, se sabe
que la grasa provoca una disminucién de la actividad de los mismos (Becerril R., 2011; Burt S.,
2004; Cava R., et al., 2007; Davidson P. M., et al., 2013; Gutierrez J., et al., 2009; Gutierrez J.,
et al., 2008). Las dos hipdtesis a las que apuntan esta reduccién de la actividad se basan por
un lado, en un posible efecto protector de la grasa al microorganismo, y por otro lado, a que
los aceites esenciales podrian disolverse en la grasa alimentaria y estar por tanto menos
disponibles para la accidn antimicrobiana. Por otra parte, las proteinas y los azUcares simples
han demostrado en algunos estudios provocar el efecto contrario, es decir, aumentar la
actividad de los aceites esenciales, mientras que si se han visto interacciones con
hidrocarburos mas complejos (Gutierrez J., et al., 2009). De esta manera, la eficacia de los
aceites esenciales in vivo podria indicarse en este orden de actividad decreciente: bebidas a
base de carbohidratos (como zumos y refrescos) > productos de panaderia > frutas 2
vegetales y productos frescos > productos lacteos > productos carnicos y marisco. Se puede
concluir, que a excepcién de los lacteos y productos carnicos, donde se han obtenido
resultados muy variables en cuanto a la actividad de los aceites esenciales, el resto de
productos presentan una composicion compatible con los mismos (Davidson P. M., et al.,
2013). Ademds de esto, cabe mencionar la posibilidad de recurrir a la encapsulaciéon o
emulsiones, de manera que por un lado, se reducirian dichas interacciones no deseadas y por
otra parte, permitiria una liberacidon controlada del aceite esencial durante la vida util del

producto (Becerril R., 2011; Davidson P. M., et al., 2013; Weiss J., et al., 2009).

En resumen, a la hora de determinar la actividad de un aceite esencial sobre un moho
deberiamos considerar al menos, las variables que pueden afectar en torno a los siguientes
aspectos: a) el método empleado, b) la cepa de moho, c) la composicién del aceite esencial,
d) el medio de cultivo o tipo de alimento y e) las condiciones de incubacion (temperatura, pH,

actividad de agua, tiempo de incubacion, etc.).

Por todo ello, este capitulo 2 presenta una evaluacién completa de diferentes aceites

esenciales sobre varias cepas de mohos, llevado a cabo por medio de diferentes métodos, y
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analizando también diversas variables como la concentracion de aceite esencial, el tiempo de

exposicion, la temperatura y el pH.

1.3. Utilizacion de los aceites esenciales en la tesis en el grupo GUIA

Como se ha explicado en la seccién | de la introduccidn general, a lo largo de esta tesis se
ha hecho una especial referencia a aquellos trabajos realizados previamente dentro del
grupo GUIA. La principal razén radica precisamente, en el hecho de haber utilizado los
mismos aceites esenciales que en la presente tesis, asi como los compuestos mayoritarios
indicados. Este aspecto ha sido esencial, ya que ha permitido reducir la comentada
variabilidad en la composicién entre diferentes lotes. Ademas, también los materiales
evaluados como envase activo fueron utilizados con anterioridad en el grupo GUIA (ver

capitulo 3).

Estas dos razones fundamentales explican el peso indiscutible que dicha investigacion
previa tiene sobre los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que han facilitado no
so6lo el poder continuar con la linea de investigacion abierta desde hace afos, sino que
también ha permitido poder discutir los resultados obtenidos en el trabajo actual con los

anteriores dentro del grupo GUIA.
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2. OBJETIVOS Y ESQUEMA DE TRABAJO

Este segundo capitulo se desarrollé en funcidn de cuatro objetivos diferentes.

La base del capitulo consistié en una primera caracterizacién antifungica, la cual se llevo
a cabo por medio de dos metodologias diferentes, el método de dilucidn en disco y el
método de dilucidon en agar. En esta primera parte se estudiaron tres aceites esenciales
(canela, orégano y clavo) y sus compuestos mayoritarios respectivos (cinamaldehido,

carvacrol y eugenol), tanto por contacto directo como en fase vapor.

A continuacidn, se quiso estudiar la influencia del tiempo de exposicidn en la actividad de

los aceites esenciales de canela y orégano.

Tras esto, se llevd a cabo una nueva caracterizacion antifungica de las seis sustancias,
esta vez mediante macrodilucion en medio liquido, para poder obtener de manera
reproducible la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracion Minima Fungicida

(MFC) necesarias para cada una de ellas.

Por ultimo, el capitulo se cerré con el estudio de la influencia de las variables pH y
temperatura sobre la actividad de los aceites esenciales de canela y orégano, mediante el
mismo método previo de macrodilucién en liquido. Como se verd posteriormente en la tesis,
esta Ultima parte es esencial a la hora de disefiar un futuro envase activo, ya que el
compuesto activo afiadido tiene que ser eficaz independientemente de las fluctuaciones

externas.

En la figura 2.6 se muestra la distribucidn del trabajo desarrollado en este capitulo, con

los apartados correspondientes a los métodos y resultados para cada uno de ellos.
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CAPITULO 2

12 caracterizacién Evaluacién del t” de exposiciéon 22 caracterizacion: Estudio de las variables
en la actividad de canela MICy MFC pH y temperatura
y orégano en fase vapor

i\/ Métodos 3.7. E i\/ Métodos 3.8. E
1v" Resultados 4.3.! 'v' Resultados 4.4.!

= Método de difusion:
Contacto directo y fase vapor

= MICy MFC de canela y orégano

________________________________

. _E v Métodos 3.5. E i v’ Métodos 3.9. E _____ -
v" Resultados 4.1.! 'v" Resultados 4.5.!
= Método de dilucidn en agar: = Diametro de colonia del moho
Didmetro de colonia del moho

________________

i\/ Métodos 3.10. E _____ -
v Resultados 4.6.

:____i‘/ Métodos 3.6.
'v' Resultados 4.2.

Fig.2.6 Disefio experimental del capitulo 2.

Como puede observarse, cada experimento realizado se explica en su apartado de “métodos” y
“resultados” correspondientes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Instrumentos

Ademas de los instrumentos y materiales utilizados de manera rutinaria a lo largo de

toda la tesis (ver apartado 3.1 del capitulo 1), en este capitulo se emplearon:

pH-metro Seven Easy (Mettler Toledo).
Discos de papel de filtro de 9 mm (Whatman).
Calibre digital (0-150 mm) (COMECTA S.A.).

AN N NN

Agitador rotacional, mini twist (Select Bioproducts).

3.2. Agentes antifangicos

En este capitulo se utilizaron tres aceites esenciales (EOs) con sus correspondientes
compuestos mayoritarios. Asi mismo, se evalud la actividad antifingica de un tensioactivo

sintético, el LAE (Etil Lauroil Arginato).

Tabla 2.1 Agentes activos utilizados en este capitulo 2.
COMPUESTO ORIGEN N 2 CAS EMPRESA

Aceite esencial

de canela, desde C”;m;:;ﬁcm;m CAS 805-91-6 (BA;rrgczllfnea)
z icu
rama (CIN) Y
Aceite esencial Ori Argolid
de orégano \Zzazgem 8007-11-2 (Barr%:ZIL:a)
(OR) I
Aceite esencial s . Argolid
de clavo ar;/rz:gtlibé,;m 8000-34-6 (Ba:%:c;l;:a)
(CLO)

103



SECCION IlI: Capitulo 2

Tabla 2.1 Continuacion.

Trans- Sigma-
D cinamaldehido 99 Compue.sto /_,\ld,mh'
% mayoritario de 14371-10-9 Quimica S.A.
(CINAM) canela (Madrid)
H,y Sigma-
OH Carvacrol >97 % m(;ozi:':isc:?je 499-75-2 Aldrich,
(CARV) A Quimica S.A.
g (Madrid)
H.C CH.
Compuesto Sigma-
H [ H
e #Ha Eugenol 99 % o cal Aldrich,
HO:@/-\,L (EUG) may(::t;;cj:o de 97-53-0 Quimica S.A.
(Madrid)
oo, ) Etil lauroil Tensioactivo VEDECSA,
I e | arginato (LAE) sintético 60372-77-2 (Barcelona)

3.3. Composicion de los aceites esenciales: canela, orégano y clavo

A continuacién (tabla 2.2) se detalla la composicién quimica de cada aceite esencial

utilizado, determinada por cromatografia de gases.

Cabe mencionar el alto contenido en cinamaldehido que contiene el aceite esencial de
canela obtenido de rama respecto a la canela de hoja. El compuesto principal de ésta ultima
es el eugenol, estando el cinamaldehido presente en una concentracion mucho menor, lo

que explica que la actividad antifungica de la primera sea mucho mas elevada.
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Tabla 2.2 Composicidn quimica de los aceites esenciales de canela, orégano y clavo
determinado por cromatografia de gases.

ACEITE ESENCIAL COMPUESTO CONCENTRACION (mg/g)

Trans-cinamaldehido 900

Eugenol 3.62

Benzil benzoato 3.32

Linalol 1.56

p-Cimeno 0.989
Canela (rama) Limoneno 0.907
Estragol 0.008

Borneol 0.005

a-Pineno 0.005

B-Pineno 0.002

Carvacrol 801

Timol 9.66

Canfor 7.48

p-Cimeno 7.02

B-Cariofileno 6.10

1.8-Cineol 3.68

Borneol 2.13

. Limoneno 1.88
Orégano Linalol 1.58
a-Humeleno 1.58

Canfeno 1.45

Eugenol 1.19

Estragol 0.99

a-Pineno 0.90

o-Terpinoleno 0.33

B-Pineno 0.25

Eugenol 845

al B-Cariofileno 13.4
avo a-Humeleno 2.86
Estragol 0.69

3.4. Cepas de mohos y medios de cultivo

Todos los mohos estudiados a lo largo de la presente tesis, pertenecen a la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia (Espafia).

En la tabla 2.3 se muestran las cepas utilizadas en este capitulo, asi como la abreviatura
empleada en cada caso. Todas ellas se incubaron dentro de las condiciones de cultivo
recomendadas por la CECT. La temperatura de incubacion fue de 25 °C, a excepcidn de los
experimentos realizados a diferente temperatura, como se vera a lo largo del capitulo. Los

dias de incubacién hacen referencia al tiempo necesario para el crecimiento dptimo de la
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cepa (preincubacion), lo cual es necesario para obtener indculos homogéneos. Por tanto,
este tiempo de preincubacion es independiente de la duracidn de cada experimento, el cual

se establecid en funcién del objetivo del mismo.

Tabla 2.3 Cepas utilizadas a lo largo de este capitulo 2.

Todos los cddigos corresponden a la CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo). Los
dias de incubacién hacen referencia a la incubacion previa para la utilizacion de dicha
cepa, de manera que el tiempo de cada experimento varid segun el objetivo.

Cepa (codigos CECT) Abreviatura d:/lcif'iic\)/o Inc(t:jt;:g)ién
Aspergillus flavus 2949 A. flavus 2949 MEA (*PDA) 7
Aspergillus flavus 2687 A. flavus 2687 MEA 7
Aspergillus niger 2088 A. niger PDA 7
Penicillium roqueforti 2905 P. roqueforti PDA 7
Penicillium expansum 2278 P. expansum PDA 7
Fusarium oxysporum 20201 F. oxysporum PDA 14
Rhizopus stolonifer 2344 R. stolonifer PDA 7

* Los indculos de esta cepa se extrajeron desde medio de cultivo PDA, ya que era mas
favorable para la recogida de esporas. Sin embargo, las posteriores siembras de los
experimentos en medio sélido, se hicieron sobre MEA.

Debido a que las cepas utilizadas variaron en funcion de cada experimento, en la parte
correspondiente a cada uno de ellos se especificard el uso de las mismas, asi como las

condiciones de incubacidn requeridas en cada uno de los experimentos.

En este capitulo se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

PDA: Potato Dextrose Agar (Scharlab).
MEA n? 1: Malt Extract Agar (Scharlab).
PDB: Potato Dextrose Broth (Scharlab).
MEB: Malt Extract Broth (Scharlab).
YEB: Yeast Extract Broth (Scharlab).

D N N N N NN

Para las diluciones de inéculo se empleé NaCl al 0.9 % (Panreac).

Todos los caldos y medios de cultivo fueron preparados segun las indicaciones de cada
uno de ellos y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, excepto en el caso de

MEA, donde se recomienda su esterilizacién a 115 °C durante 15 minutos.
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3.5. Primera caracterizacion. Método de difusion: contacto directo y

fase vapor

Se realizd un primer barrido de actividad de seis compuestos diferentes, mediante la
técnica de difusion en agar. Las sustancias analizadas fueron los aceites esenciales de canela,
orégano y clavo, asi como sus respectivos compuestos mayoritarios, esto es, cinamaldehido,
carvacrol y eugenol. Como se explica en los apartados siguientes, los compuestos se
aplicaron en un disco de papel de filtro, estudidndose su actividad tanto en contacto directo

como en fase vapor.

3.5.1. Cepas utilizadas y condiciones de cultivo

Las cepas de mohos utilizadas para este primer barrido fueron las siguientes: A. flavus
2949, A. niger, P. roqueforti, P. expansum, F. oxysporum y R. stolonifer. Se empled en todas

ellas el medio de cultivo PDA excepto en el caso de A. flavus 2949, donde se utilizd MEA.

3.5.2. Extraccion de los inéculos y siembra de las placas

Previamente a la utilizacion de las mismas, todas las cepas fueron incubadas durante 7
dias en PDA o MEA para la posterior recogida de indculo (a excepcidén de F. oxysporum cuya

preincubacion fue de 14 dias).

Para cada cepa, el indculo extraido se ajusté hasta el mismo nivel de absorbancia como
se mostré en el capitulo 1, asegurando en todos los casos una concentracién de partida de
10° CFU/mL. Ademas, dicha concentracién fue confirmada por “dilution plating”, es decir,
sembrando con asa de Drigalsky 100 pL de cada suspensién en placas de PDA estéril y
contando el nimero de colonias por mL tras 7 dias de incubacién. Como excepcién, en el
caso de R. stolonifer se contd el nimero de esporas por mL (sp/mL) por cdmara de Neubauer,
debido a que su rapido crecimiento en masa en el medio de cultivo dificulta la visualizacién

de las colonias.

Posteriormente, se sembraron 100 pL de cada indéculo de partida en el medio
correspondiente, incubando todas las muestras a 25 °C durante el tiempo que durd el

experimento.

107



SECCION IlI: Capitulo 2

Por cada cepa, se prepararon un total de doce réplicas, constituidas por seis controles y
seis activos. A su vez y tal y como se indica a continuacion, los activos estaban compuestos

por tres placas en contacto directo y tres placas en fase vapor.

3.5.3. Placas activas: contacto directo y fase vapor

Una vez sembradas todas las placas con el inéculo correspondiente tal y como se ha
indicado en el punto anterior, se procedié a la aplicacion del agente activo en el disco de

papel de filtro.

En el caso de las muestras en contacto directo, el disco de Whatman se colocd en el
centro del medio de cultivo, es decir, en contacto directo con éste (figura 2.7). Tras esto, 10
pL del aceite esencial o compuesto mayoritario, ambos puros sin diluir, se depositaron en el

disco.

Fig. 2.7 Método de difusidn (contacto directo):

aplicacién del disco activo en contacto directo
con el medio de cultivo.

Para la actividad de los compuestos en fase vapor, es necesario que estos no se
encuentren en contacto con el medio inoculado. Es por ello que el disco en estas muestras se
coloca en la tapa de la placa Petri, tal y como muestra la figura 2.8. Previamente, se deposita
una alicuota de suero estéril (de unos 5 uL) en el centro de la cara interna de la placa con el
objetivo de reducir las posibles interacciones que pueda haber entre el disco activo y la tapa.
Inmediatamente después se coloca un cubreobjetos estéril, que serd donde finalmente se

deposite el disco activo con los 10 pL del agente activo.

Fig. 2.8 Método de difusion (fase vapor):

aplicacién del disco activo en fase vapor,
en la tapa de la placa Petri.
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Todas las placas, tanto de contacto directo como de fase vapor, se cerraron con parafilm,
para evitar la pérdida de compuestos volatiles y asegurar por tanto la reproducibilidad de las
medidas entre réplicas. Ademas de ello, hay que considerar que en el caso de no cerrar
dichas placas, los compuestos volatiles desprendidos afectan a la atmdsfera de la incubadora,
pudiendo existir por tanto una influencia cruzada entre los diferentes activos evaluados

(Inouye S., et al., 2001).

Para tener en cuenta la diferencia de esporulacion debido al sellado, la mitad de los
controles se cerraron de la misma manera que los controles, mientras que a los otros tres no
se les afadio el parafilm y se introdujeron dentro de la estufa en bolsas de polietileno sin
cerrar. En este caso los controles sélo servian para comprobar el correcto crecimiento de la
cepa, ya que al no formarse halos de inhibicion en esos casos, no se pudieron realizar

medidas.

Los resultados se tomaron al cabo de 7 dias de incubaciéon, excepto en el caso de F.
oxysporum, ya que debido a un crecimiento mas lento la lectura se postergd hasta los 14
dias. Como se ha mencionado previamente, por cada tipo de muestra se contd con tres
réplicas, y los halos de inhibicion formados tras el crecimiento de cada cepa bajo cada

compuesto activo se midieron en dos direcciones mediante un calibre digital.

3.5.4. Andlisis estadistico: diferencias obtenidas entre los métodos de

contacto directo y fase vapor

Para evaluar de manera precisa las diferencias entre la actividad de los dos métodos, se
realizd una comparacion de medias de ambos para muestras independientes segin la
distribucidn t-student. Para ello se empled el programa estadistico SPSS versién 15.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). La variable numérica correspondié a los halos de inhibicion (mm),
mientras que el tipo de exposicidn (1= contacto directo; 2= fase vapor) hizo referencia a la

variable de agrupacién. En todos los casos el nivel de confianza fue del 95 %.

Previamente al andlisis de medias, se estudid la homocedasticidad de ambos grupos,
asumiendo la igualdad de varianzas cuando el nivel de significacidon de la prueba de Levene
fue mayor de 0.05 y rechazdndola cuando fue menor de 0.05. De esta manera, la prueba T
para la igualdad de medias se realiza considerando el resultado obtenido por Levene,
difiriendo las medias significativamente en el caso de obtener una significacion menor de

0.05 y aceptando la igualdad de medias (hipdtesis nula) en el caso de ser mayor de 0.05.

109



SECCION IlI: Capitulo 2

3.6. Primera caracterizacion. Método de dilucion en agar: diametro

de la colonia del moho

Para este experimento se utilizé la cepa A. flavus 2949, sembrando tal y como se ha
explicado en otras ocasiones, la cepa previamente durante 7 dias en PDA para la extraccion

del indculo.

3.6.1. Preparacion del activo

Los aceites esenciales de canela, orégano y clavo se prepararon en microtubos de 1mL

en las concentraciones indicadas en la tabla 2.4, diluyendo los compuestos puros en etanol

(v/v).

En el caso del LAE, debido a que se encontraba en la forma deshidratada y a su
solubilidad en agua, éste se preparé por medio de pesadas en la balanza analitica de
precision teniendo en cuenta los cuatro decimales, para asegurar una mejor precision en la
concentracién final. Cada muestra de LAE se diluyd en 2 mL de agua destilada estéril para

obtener la concentracion final (p/v).
Las concentraciones de los activos por tanto, expresadas como porcentaje, hacen

referencia a aquellas preparadas previas a su introduccién en el medio de cultivo.

Tabla 2.4 Concentraciones de los aceites esenciales y de LAE.
Los aceites esenciales se prepararon en etanol (v/v) y LAE en agua destilada estéril (p/v).

[activo] [activo]
Agua
EO (uL) Etanol (pL) LAE (g) (%) ppm

(mL) .
preparada en el medio
0.5 199.5 pL / / 0.25 %* 16.66 ppm
1 199 uL 0.01 2 0.5% 33.33 ppm
2 198 uL 0.02 2 1% 66.66 ppm
4 196 uL 0.04 2 2% 133.33 ppm

6 194 uL 0.06 2 3% 200 ppm
8 192 uL 0.08 2 4% 266.66 ppm

* La concentracion de 0.25 % solo se prepard para el EO de canela.

De esta manera, se depositaron 100 uL de cada concentracion de activo preparada, en el
centro de una placa Petri vacia, a la cual se le afladieron inmediatamente 15 mL de medio de

cultivo MEA (a unos 45 °C-50 °C, es decir, en estado liquido). El volumen vertido a cada placa
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se midié por medio de una probeta (esterilizada previamente por calor) para asegurar la
concentracion final de aceite esencial en la placa. Como se indica en la tabla 2.4, las “ppm”
(partes por milldn) corresponden a las concentraciones mostradas en porcentaje,

considerando los 15 mL de medio de cultivo en todos los casos.

Inmediatamente tras la adicion del aceite esencial en cada placa, ésta se agité un minimo
de 30 veces en todas las direcciones posibles, para asi facilitar la homogeneizacién del

compuesto activo en el medio de cultivo.

En el caso de los controles se repitid la misma operacién, pero afiadiendo 100 plL de
etanol sin aceite esencial y 100 uL de agua destilada para las muestras de aceite esencial y
LAE respectivamente. Es importante que esta Ultima etapa desde el depdsito del agente
activo hasta la agitacién de la placa se lleve a cabo en el menor tiempo posible, de manera
que se facilite una mayor distribuciéon del mismo antes de la solidificacion del medio de

cultivo.

3.6.2. Siembra de A. flavus

Una vez solidificadas las placas, éstas se inocularon por medio de una micropipeta en el
centro del medio de cultivo, con 10 pL de una suspension previamente ajustada a 10° CFU/mL
de A. flavus 2949. Todas las concentraciones se prepararon por triplicado y las muestras se

incubaron a 25 °C hasta la finalizacion del ensayo, cerrandose las placas con parafilm.

El crecimiento total de los controles es el que establece el tiempo maximo de toma de
resultados, ya que una vez que éstos no tienen suficiente espacio para seguir creciendo de
manera concéntrica, se pierde la linealidad del crecimiento del moho. De esta manera, la
finalizacion del ensayo correspondid al dia 10, ultimo punto dentro de la recta lineal de los

controles.

3.6.3. Andlisis estadistico: actividad de los agentes activos

Se extrajo la pendiente de la ecuacidn de la recta en aquellas cuyo coeficiente de
correlacién fue superior a 95 %. Se quiso determinar si las diferentes concentraciones de
cada activo producian diferencias significativas en la actividad antifungica. Para ello, se
analizaron las medias de las pendientes extraidas entre las diferentes concentraciones por

medio del programa SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La pendiente de la recta
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es la equivalencia a la velocidad de crecimiento, conocido en siglas como “GR” debido a su

traduccion inglesa, “Growth Rate”.

Se llevd a cabo Anova (“ANalysis Of VAriance”) de un factor, realizando previamente la
prueba de Levene para determinar la homocedasticidad de varianzas. En el caso de rechazar
la hipétesis nula (p-valor de 0.05) las medias se compararon por medio de las pruebas Welch
o Brown-Forsythe, mientras que con un resultado de p-valor mayor de 0.05 éstas se

analizaron por Anova.

Posteriormente, se identific6 el origen de las diferencias significativas obtenidas
mediante las comparaciones multiples post-hoc. Dentro de estos, se aplicé el test de
Bonferroni en el caso de asumir igualdad de varianzas mientras que en el caso de no ser
iguales, se realizé el test T2 de Tamhane (T2) afiadiendo en algunos casos concretos el de T3

de Dunnett.

Ademas, como veremos mas adelante en los resultados (ver apartado 4.2) hubo ciertos
casos donde debido a una baja correlacién lineal, se evaluaron las diferencias entre los
diametros de la colonia en lugar de entre las pendientes de las rectas. El andlisis estadistico

tuvo lugar de la misma manera a la explicada previamente.

3.7. Evaluacion del tiempo de exposicion en la actividad del aceite

esencial de canela y orégano en fase vapor

3.7.1. Halo de inhibicién de A. flavus tras diferentes tiempos de exposicion

de canela y orégano

El objetivo de este experimento era determinar la influencia del tiempo de exposicion de
los compuestos volatiles de ambos aceites esenciales en el crecimiento del moho. Para ello, a
tiempo “0” se sembraron todas las placas (con asa de Drigalsky), inoculando 100 pL de una
solucion de A. flavus ajustada a 10° CFU/mL (ver apartado 3.5.2 de este capitulo 2). El medio
de cultivo empleado fue MEA. Tras esto, los discos Whatman conteniendo los 10 plL de aceite
esencial se colocaron en la tapa de placa Petri para su evaluacion en fase vapor (igual que en
la seccidn 3.5.3). Se realizaron tres réplicas para cada uno de los tiempos a estudiar y para
cada aceite esencial. Se afiadieron tres controles (placas MEA inoculadas con A. flavus pero

sin aceite esencial) para comprobar el correcto crecimiento de la cepa.
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Tras las primeras 24 horas de ensayo se retird la exposicion de tres réplicas de cada
aceite esencial, sustituyendo las tapas de las placas con el disco activo por otras intactas. Las
placas que dejaron de estar expuestas continuaron incubandose en condiciones normales
junto con el resto de placas que seguian con los discos. La misma operacién fue repetida a las
48, 72 y 96 horas de ensayo. Los halos de inhibicion formados por la accién de la fase vapor

de orégano y canela se midieron cada 24 horas por medio de un calibre digital.

Todas las placas del ensayo se cerraron con parafilm y se incubaron a 25 °C durante 12

dias.
3.7.1.1. Anadlisis estadistico

De la misma manera que en el experimento anterior, las diferencias significativas se
llevaron a cabo mediante el analisis de Anova de 1 factor, realizando para ello tres pasos
como se explicé en el apartado 3.6.3. El primero de ellos, la prueba de Levene informa sobre
la homogeneidad de varianzas (homocedasticidad), comparando a continuacién las medias
de la poblacién por Anova (en caso de asumir varianzas iguales) o Welch o Brown-Forsythe
en caso contrario. Por ultimo, las comparaciones multiples o post-hoc permiten identificar el
origen en el caso de haber detectado diferencias significativas. Esto se llevd a cabo por medio
del test de Bonferroni (en el caso asumir varianzas iguales en Levene) o por T2 de Tamhane

en caso contrario.

3.7.2. Crecimiento de A. flavus, en relacion al momento de aplicacion del

aceite esencial de canela en fase vapor

A diferencia del resto de experimentos de la tesis, en este caso las placas se sembraron
en profundidad con 1 mL de una suspension de A. flavus ajustada a 10° CFU/mL, tras lo cual
se afiadieron 15 mL de medio de cultivo MEA, agitando bien la placa para que el inéculo
guedase homogéneamente repartido. El aceite esencial de canela se aplico en fase vapor, de
igual manera que antes (ver apartado 3.5.3), cerrando todas las placas con parafilm e

incubandolas a 25 °C durante cuatro dias que durd el experimento.

Las muestras se realizaron por duplicado. Se realizaron 5 tipos de muestras diferentes,
que diferian en funcién del momento de aplicacién o de retirada del disco de canela, como se

muestra a continuacion:
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+* Muestra 1: control, sin disco de canela.
+* Muestra 2: colocacion del disco de canela tras 24 h desde la siembra.
+* Muestra 3: colacién del disco de canela tras 4 dias desde la siembra.

% Muestra 4: colacién del disco inmediatamente tras la siembra, y extraccion de
éste 24 horas después.

«» Muestra 5: colacidon del disco inmediatamente tras la siembra, sin extraerlo hasta
el final del ensayo.

Tras los cuatro dias de experimento, se compard el crecimiento de cada muestra,

midiendo los halos de inhibicién formados mediante un calibre digital.

3.8. Segunda caracterizacion. Concentracion Minima Inhibitoria

(MIC o CIM) y Concentracion Minima Fungicida (MFC o CFM)

Se utilizaron las mismas sustancias activas que en la primera caracterizacion antifungica
(ver apartado 3.5), es decir, los aceites esenciales de canela, orégano y clavo, asi como sus
compuestos mayoritarios, cinamaldehido, carvacrol y eugenol. En este caso el anadlisis se

realizo frente a las cepas de A. flavus 2949 y P. roqueforti.

Se extrajo el in6culo de cada cepa, ajustandolo a una concentracion final de 10° CFU/mL
(ver apartado 3.5.2 de este capitulo 2). Para cada uno de los compuestos, se evalud la
actividad antifingica por medio de la determinacidn de la Concentracion Minima Inhibitoria
(MIC) y Concentracién Minima Fungicida (MFC), siglas procedentes de su traduccion en

inglés.

3.8.1. Formacion de los tubos de muestra

Los agentes activos se diluyeron en etanol por medio de diluciones seriadas, en un rango
de concentracion de 320 mg/mL a 2.5 mg/mL. A continuacidn, se prepararon tubos
conteniendo 1.78 mL de YEB (Yeast Extract Broth) estéril (pH final de 7), a los cuales se
afiadieron 200 pL de indculo de cada especie (previamente ajustada a 10° CFU/mL) y 20 pL de
la concentracion correspondiente de agente activo (figura 2.9). De esta manera, la
concentracion inicial de indculo se diluye en un factor 10 y la del agente activo en un factor
100. Los controles se formaron de la misma manera, pero afiadiendo 20 plL de etanol en el

lugar del compuesto activo.
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/“ » CIN (canela)
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100 ut  ——
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Fig. 2.9 Esquema de la formacién de muestras para la determinacién de MIC y MFC.

Todos los tubos se colocaron en un agitador orbital, y se incubaron a 25 °C durante 48
horas, tiempo tras el cual se definiéd la MIC como la concentracion mds baja donde no se
observé crecimiento en el tubo en comparacién con el control. Finalmente, de todas aquellas
concentraciones donde no hubo desarrollo de moho, se sembraron 100 uL por medio de asa
de Drigalsky en medio MEA (A. flavus) y PDA (P. roqueforti). Tras el tiempo de incubaciéon de
dichas placas (5-7 dias), se determind la MFC como la concentracion inferior de compuesto

activo que no produjo crecimiento en la placa.
Esta evaluacion se realizé un minimo de tres veces, cada una de ellas por duplicado.

3.9. Estudio de las variables pH y temperatura: MIC y MFC de canela

y orégano

En este experimento se quiso estudiar como influian las variables de pH y temperatura en
la actividad de ambos aceites esenciales frente a cinco cepas de mohos: A. flavus 2949, A.

flavus 2687, A. niger, P. roquefortiy P. expansum.

Para ello se realizaron las mismas determinaciones de MIC y MFC que las explicadas en el

punto 3.9, ajustando en este caso el YEB a tres pH diferentes (pH 3, pH 5y pH 7) mediante la
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adiciéon de HCl 0.1 M o NaOH 0.1 M previamente a su esterilizacion en autoclave (121 °C

durante 15 min).

Los tubos control y activos se prepararon de la misma manera que en el punto anterior
(ver figura 2.9), pero incubdndolos a dos temperaturas para cada cepa, esto es, 25 °Cy 37 °C
para Aspergillus y 25 °Cy 6 °C para Penicillium. Todas las muestras se incubaron durante 48
horas, excepto las de 6 °C, que debido al enlentecimiento del moho la incubacién se postergd
hasta los 7 dias. La determinacidon de ambas concentraciones, MIC y MFC se llevé a cabo de la

misma manera a la explicada en el punto 3.9.

3.10. Estudio de las variables pH y temperatura: diametro de la

colonia del moho

Se utilizaron las mismas cinco cepas que en el experimento anterior (A. flavus 2949, A.
flavus 2687, A. niger, P. roqueforti'y P. expansum), y se midio el crecimiento al incubar cada
una de ellas a tres pH (pH 3, pH 5, pH 7) y dos temperaturas posibles (25 °C, 37 °C 6 6 °C). A
diferencia del anterior, este experimento se realizé en medio de cultivo sélido, midiéndose la
velocidad de crecimiento del didmetro de cada colonia bajo las diferentes condiciones de pH
y temperatura. No se incluyeron activos, ya que el objetivo era evaluar cdmo afectaban

dichas variables al crecimiento normal del moho.

3.10.1. Preparacion de los medios de cultivo a diferente pH

En este caso el cambio de pH fue mas complejo que en el caso anterior de YEB (punto
3.9) ya que hay que tener en cuenta que al acidificar un medio de cultivo y someterlo a la
temperatura de esterilizacion (normalmente a 121 °C en autoclave) el agar pierde sus
propiedades de solidificacion. Por tanto, para evitar esto el acido tiene que ser afiadido
después de haber sufrido el calentamiento. A pesar de que sélo el pH 3 presentd este
problema, se optimizd el volumen necesario de HCl 0.1 M y de NaOH 0.1 M para conseguir
los tres pH mencionados en ambos medios, manteniendo de esta manera las mismas

condiciones en todos los casos.

Se emplearon para ello los medios liquidos PDB y MEB debido a que no contienen agar
en su composicion. Se prepararon dichos caldos en un volumen conocido y se determiné la

cantidad necesaria de HCl y NaCl para ajustar el pH en cada caso. Este paso se repitid un
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minimo de tres veces por medio y pH para obtener una buena reproducibilidad. Una vez
terminada la optimizacidn, se prepararon los medios liquidos PDB y MEB en los volimenes
conocidos, se afiadié 1.5 % de agar en ambos y se procedid a su esterilizacion en autoclave
(121 °C durante 15 min). Tras esto, se introdujeron las botellas de medio estéril en un bafo
de agua con temperatura regulada a 50 °C para evitar su solidificacion. Se afiadieron
entonces las cantidades determinadas previamente de HCl y NaOH, se agitaron manualmente
y se vertieron 15 mL de cada uno de ellos por medio de una probeta estéril. Las placas se
dejaron solidificar como en el resto de experimentos, durante 20 min con radiacidon

ultravioleta.

3.10.2. Siembra e incubacion

Se extrajeron los indculos de cada una de las cinco cepas (A. flavus 2949, A. flavus 2687,
A. niger, P. roqueforti y P. expansum), ajustando cada uno a una concentracion final de 10°
CFU/mL como en otras ocasiones (ver apartado 3.5.2 de este capitulo 2). De cada una de esas
suspensiones se depositd una gota de 10 ul en el centro de cada una de las placas preparadas
previamente, con el medio de cultivo con el pH correspondiente. Se utilizé MEA en el caso de

ambas cepas de A. flavus y PDA para el resto.

Las placas fueron incubadas a 25 °Cy 37 °C en el caso de los tres Aspergillus y a 25 °Cy 6
°C en el de los dos Penicillium. No se empled la temperatura de 6 °C en Aspergillus ni la de 37

°C en Penicillium debido a la ausencia de crecimiento en esos casos.

La lectura se realizé cada 24 horas, midiendo el didametro de la colonia formada en cada
placa por medio de un calibre digital, y expresando dicha medida en funcién del tiempo. La
duracidén del experimento varid segin la cepa, ya que depende de la velocidad de
crecimiento de cada moho, considerando la ultima medida a aquella préxima al perimetro de

la placa.

El experimento constdé con un minimo de cuatro réplicas por cada opcién.

3.10.3. Andlisis estadistico

De la misma manera que en el experimento 3.6 de dilucién en agar, se extrajeron las
pendientes de las rectas resultantes de la representacién de los diametros de colonia en el

tiempo, obteniendo asi la velocidad de crecimiento (GR “Growth Rate”) en cada caso. Se
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analizaron las posibles diferencias significativas entre las pendientes bajo las variables de pH
y temperatura, mediante Anova de un factor. El andlisis se llevd a cabo de la misma manera a

la explicada en el apartado 3.7.1.1.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Primera caracterizacion. Método de difusion: contacto directo y

fase vapor

Este primer ensayo se realizé con el objetivo principal de comprobar la actividad de las
seis sustancias naturales empleadas, sobre diferentes cepas de mohos. Asi mismo, se evalud
la actividad de las mismas en funcidn del tipo de exposicion, es decir, contacto directo o fase

vapor.

La actividad se midié por medio del halo de inhibicidn provocado en cada caso tras 7 dias
de incubacién de cada cepa, excepto en el caso de F. oxysporum que debido a un menor
crecimiento de éste, se tomd a los 14 dias. Los halos se midieron en ambas direcciones por
medio de un calibre digital (en mm). Por tanto, por cada aceite esencial y tipo de exposicion,
el resultado corresponde al promedio total de seis medidas, considerando las tres réplicas
medidas en las dos direcciones. La variabilidad de éstas se calculé por medio de la desviacién

estandar.

La discusion de los resultados se llevd a cabo comparando lo siguiente: actividad
mostrada por los aceites esenciales y sus respectivos compuestos mayoritarios, diferencias
apreciadas en cuanto al tipo de exposicion de los mismos a las cepas evaluadas y por ultimo,

a las seis sustancias empleadas.

4.1.1. Actividad antifiingica de los aceites esenciales y sus respectivos

compuestos mayoritarios

Como podemos observar en la figura 2.10, lo mas destacable en todos los casos es la gran
similitud en la actividad antifingica de canela y cinamaldehido, orégano y carvacrol y por
ultimo, clavo y eugenol. Este hallazgo se encontré en todas las cepas y en las dos

metodologias, esto es, contacto directo y fase vapor.
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Fig. 2.10 (a-f) Halos de inhibicion (mm) en contacto directo y fase vapor, de los seis compuestos
(canela, orégano, clavo, cinamaldehido, carvacrol y eugenol) sobre A. flavus 2949, A. niger y R.
stolonifer.
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(canela, orégano, clavo, cinamaldehido, carvacrol y eugenol) sobre P. roqueforti, P. expansumy F.

oxysporum.
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Estos resultados concuerdan con la composicion quimica detallada de los tres aceites
esenciales al principio de este capitulo. Como vimos en la tabla 2.2, cinamaldehido, carvacrol
y eugenol se cuantificaron como los compuestos mayoritarios de los aceites esenciales de
canela, orégano y clavo respectivamente. Ademas de esto, la composicidn de las atmédsferas
de los tres aceites esenciales utilizados en este experimento se analizé previamente en dos
trabajos realizados dentro del grupo GUIA. En el primero de ellos se identificéd eugenol como
el compuesto mayoritario del clavo, relacionando asi la actividad de este aceite esencial con
la gran concentracion de eugenol presente en el mismo (Lépez P., et al. , 2005).
Posteriormente, se evalud la actividad en fase vapor de los aceites esenciales de canela y
orégano, donde se identificaron respectivamente cinamaldehido y carvacrol como los
compuestos mayoritarios de los mismos y como responsables de su actividad (Lopez P., et al.

, 2007b).

Ademas de esto, puede observarse una cierta variabilidad en cuanto a la actividad de
canela y cinamaldehido, siendo en algunos casos mayor la actividad de la primera (fig. 2.10
e,f,g,hk,l) , mientras que en otros ocurre lo contrario (fig. 2.10 c,d,i,j). La mayor similitud

entre ambos compuestos se encontré en la cepa A. flavus (fig.2.10 a,b).

Por otro lado, carvacrol y eugenol manifestaron una actividad levemente mayor en
comparacion con orégano y clavo. Dichas diferencias fueron minimas, entrando en la mayoria
de casos dentro de los margenes de la variabilidad como muestran las barras de error. Sin
embargo, a pesar de no ser un dato concluyente por si sélo, si que indica una tendencia a un

aumento de la actividad por parte de estos dos compuestos mencionados.

4.1.2. Andlisis estadistico: diferencias obtenidas entre los métodos de

contacto directo y fase vapor

Como hemos podido apreciar en la figura 2.10, destaca la parecida actividad entre los
dos tipos de exposicion. Como ocurria con anterioridad, la aplicacién por contacto directo
mostré la misma actividad o ligeramente mayor que por fase vapor. En un resultado anterior
llevado a cabo en el grupo GUIA se encontraron diferencias entre el método de difusién en
disco por contacto directo y fase vapor. Aunque en ese caso se encontré en general una
actividad mayor en la aplicacidon en fase vapor, hay que mencionar que el trabajo se realizd
frente a varias cepas de bacterias, no de mohos. Hay que tener en cuenta que cuando los

aceites esenciales se aplican en contacto directo, la actividad depende en un alto grado de la
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solubilidad en el medio de cultivo, mientras que en fase vapor entra en juego el equilibrio

que se alcanza tras la liberacidn de los compuestos volatiles activos (Gofii P., et al. , 2009).

Sin embargo, para determinar de manera precisa las diferencias de actividad entre
ambos métodos, se realizd el analisis estadistico de las medias por medio de una prueba T
para muestras independientes (t-student) con un nivel de significacion del 95 % (ver apartado

3.5.4.).

Segun los datos obtenidos, en el aceite esencial de canela se detectaron diferencias
significativas entre los dos tipos de exposicidn para las cepas P. expansum y R. stolonifer. En
el caso de cinamaldehido sélo se obtuvo un caso, correspondiente también a la cepa P.
expansum. Por otra parte, en el caso de orégano las diferencias fueron significativas para A.
flavus, A. niger y R. stolonifer mientras que sélo se hall6 un caso correspondiente a F.
oxysporum en el caso de carvacrol. Por ultimo, A. flavus, F. oxysporum y A. niger difirieron en
las medias de ambos métodos cuando fueron tratados con clavo, y F. oxysporum, A. niger y

R. stolonifer cuando se empled eugenol.

Como veremos mas adelante a lo largo de la tesis (capitulos 3 y 4), la actividad en fase
vapor de los aceites esenciales se debe a la liberacidon de los compuestos volatiles de los

mismos.

4.1.3. Diferencias observadas entre las cepas evaluadas

De todas las cepas estudiadas A. flavus fue la que presentd una menor diferencia entre
las diferentes sustancias (figura 2.10), siendo ligeramente mayor la actividad del orégano,
clavo y canela, manteniendo ese mismo orden en relacién a los compuestos mayoritarios
respectivos (carvacrol, eugenol y cinamaldehido). Esta misma escala se encontré en el caso
de R. stolonifer, aunque en este caso las diferencias entre las sustancias fueron mayores. Por
otra parte, A. niger mostré mayor sensibilidad al orégano, seguido de la canela y el clavo. En
este caso no se apreciaron diferencias claras entre el cinamaldehido y el eugenol. P.
roqueforti mostré el mismo orden de actividad que A. niger, aunque destacando por encima
la gran actividad del orégano y carvacrol (obteniendo inhibicidn total del crecimiento) y la
buena actividad de la canela y cinamaldehido respecto al clavo y eugenol. Por ultimo, en P.
expansum y F. oxysporum se evidencié una clara mejor actividad de la canela con respecto al

orégano y el clavo, encontrandose el mismo orden para los compuestos mayoritarios.
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Ademas, los valores de los halos de inhibicion en estas dos cepas fueron muy similares. Las

conclusiones fueron las mismas para los dos métodos.

4.1.4. Diferencias observadas entre las seis sustancias empleadas

Entre los compuestos estudiados, clavo y eugenol causaron halos de inhibicidon muy
similares independientemente de la cepa y del tipo de exposicion. A pesar de que las
diferencias entre los diferentes mohos fueron minimas, en ambas sustancias F. oxysporum

resultd ligeramente mas sensible, encontrandose A. flavus en el extremo contrario.

Respecto al aceite esencial de canela y el cinamaldehido, las cepas que mostraron los
halos mas amplios fueron P. roqueforti, P. expansum y F. oxysporum, seguidas de A. nigery

por ultimo A. flavus.

Por ultimo, orégano y carvacrol mostraron una inhibicion total en el caso de P. roqueforti
como se comentd en el punto 4.1.3, una actividad similar en A. niger, F. oxysporum y R.

stolonifer, y siendo por ultimo menor en P. expansum y A. flavus.

4.1.5. Importancia del método utilizado

A pesar de los resultados mostrados, el método de difusidn en disco no resulté apropiado
a la hora de determinar la actividad antifingica de los aceites esenciales debido a la
naturaleza hidrofdbica de estos. En el mejor de los casos los resultados que aportan son
semi-cuantitativos, siendo en otros cualitativos y poco reproducibles (Kalemba D., et al. ,
2003). Ademas de la reducida hidrosolubilidad de los mismos, también hay diversos factores
que pueden variar en gran medida los valores de los halos de inhibicién creados, como
pueden ser, el volumen exacto de aceite esencial depositado en el disco y el grosor del medio

de cultivo en la placa Petri (Burt S., 2004).

Sin embargo, las ventajas proporcionadas en cuanto a la facilidad y rapidez de la técnica,
asi como la necesidad de voliumenes bajos de aceite esencial, explican que siga siendo hoy en
dia un método muy extendido. De esta manera, varios autores sefialan la posibilidad de
utilizar este método de difusidn en disco como una caracterizacidn previa, es decir, como un
barrido rapido de actividad entre diferentes sustancias y cepas (Burt S., 2004; Kalemba D., et
al.,, 2003). Como ejemplo, véase el trabajo de Pawar V. C., et al. (2007) donde evaltan la

sensibilidad de dos cepas de moho frente a 75 aceites esenciales diferentes.
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A pesar de ello, debido a las razones expuestas y tal y como se ha mencionado en la
introduccion de este capitulo, para una determinacién mads precisa, es conveniente
considerar otros métodos como son la dilucidon en agar o en medio liquido (Burt S., 2004;
David J. R. D., et al., 2013; Gutierrez J., et al., 2009; Holley R. A., et al. , 2005; Kalemba D., et
al., 2003).

Por este motivo, con el objetivo de cuantificar de manera fiable la actividad de las
sustancias estudiadas en este experimento, se llevaron a cabo los métodos que se exponen

en los siguientes apartados de este capitulo.

La comparacion de los resultados obtenidos en cuanto a la actividad de los aceites
esenciales y sus compuestos, con aquellos encontrados en la bibliografia se detallara en la

parte correspondiente al método de dilucidn en liquido.

4.2. Primera caracterizacion. Método de dilucion en agar: diametro

de la colonia del moho

Tras la caracterizacién anterior, el objetivo de este experimento fue determinar la
actividad de los tres aceites esenciales y del surfactante LAE, mediante el método de dilucién
en agar frente al moho A. flavus. Esta técnica, con frecuencia encontrada en inglés como
“poisoned substrate technique”, permite evaluar la actividad de los mismos tras su dilucion
en el medio de cultivo. La inoculacién posterior del moho en el punto central de la placa
permite la cuantificacién de su crecimiento mediante la medida del didmetro de la colonia
del mismo. Dicha ventaja explica la gran cantidad de trabajos cientificos que pueden
encontrarse en la bibliografia (Bluma R., et al. , 2008; Carmo E. S., et al. , 2008; Kocic-
Tanackov S., et al., 2012b; Kocic-Tanackov S. D., et al. , 2012c; Lépez-Malo A, et al., 2007;
Passone M. A,, et al., 2012b).

En este experimento concreto se eligié el moho A. flavus por dos razones. En primer
lugar, por la capacidad de algunas cepas de esta especie de producir la cancerigena
micotoxina aflatoxina B1. La segunda razén, por haber sido la especie donde se demostrd
mayor homogeneidad entre la actividad de las seis sustancias evaluadas previamente (ver

apartado 4.1.).

Los resultados de los didmetros de la colonia se muestran en la figura 2.11
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Como fue explicado detalladamente en la metodologia, los tres aceites esenciales,
canela, orégano y clavo, asi como el surfactante LAE se prepararon en un rango de
concentracién de entre 0.5 %-4 %, diluyendo 100 pL de cada una de éstas en 15 mL de MEA.
Posteriormente, el didmetro de la colonia crecida (en mm) tras la inoculacién de 10 uL en el
centro de la placa se midié cada 24 horas por medio de un calibre digital. En la tabla 2.4 (ver
apartado 3.6.1) puede encontrarse la equivalencia entre la concentracién del aceite esencial
preparada en porcentaje y la concentracion final de éste en el medio de cultivo, en pL/L. Sin
embargo, para facilitar la visualizacion de los datos durante la discusién de los resultados,
dichas muestras se encuentran representadas en porcentaje, es decir, referidas a la
concentracién inicial en su preparacidn (ver tabla 2.4). Por ultimo, a la hora de discutir con
resultados de otros autores, éstas se tomaran teniendo en cuenta el volumen de medio de
cultivo vertido, quedando de esta manera el volumen de aceite esencial (uL) por el volumen

del medio (uL/L).
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Fig. 2.11 Diametro de colonia (mm) de A. flavus 2949.
Orégano (a), clavo (b) y LAE (c) se incorporaron mediante
dilucién en agar. Canela produjo inhibicién total en todo
el rango de concentracion.
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El aceite esencial de canela fue sin lugar a dudas el que presenté mayor actividad,
inhibiendo completamente el crecimiento del moho incluso al 0.25 %, esto es, con una
concentracién final en el medio de cultivo de 16.55 pL/L. Debido a esto, dichos resultados no
se muestran en la figura 2.11. Esta ultima concentracion se probd sélo para esta sustancia,

tras haber obtenido inhibicién total en el rango de 0.5 %-4 % en un ensayo previo.

Tras canela, orégano fue la sustancia que mayor actividad produjo (fig.2.11 a), dando
paso al clavo (fig.2.11 b) y finalmente al LAE (fig.2.11 c). Ademds de la mencionada canela, el
orégano fue el Unico que consiguid la inhibicién total del moho en las tres réplicas de la
concentracion mas alta (4 %, es decir, 264.90 uL/L). La mayor actividad del orégano queda
patente con la marcada diferencia de crecimiento entre las lineas control y del 0.5 % (16.56

uL/L), mucho menos distante en el caso del clavo y a priori superpuestas en el caso del LAE.

El LAE es un tensioactivo de tipo catidnico, derivado del acido laurico y del aminoacido
arginina. Aunque es una sustancia relativamente reciente, se pueden encontrar algunas
publicaciones de su efectividad antimicrobiana como muestra el articulo de (Woodcock N. H.,
et al. , 2009) sobre la reduccion de la carga bacteriana en leche pasteurizada. Presenta una
clara ventaja frente a los aceites esenciales y sus compuestos, y es que no desprende aromas,
gue como se sabe, es uno de los handicaps que hace necesario estudiar dichas sustancias
naturales de manera que se encuentre una concentracién minima efectiva que no modifique
las propiedades organolépticas del alimento. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
ademads de que no posee actividad en fase vapor, el LAE necesita de la presencia de agua
para poder disociarse y actuar, donde si que alcanza una gran actividad (Kawamura Y., et al.,

2008).

4.2.1. Analisis estadistico

Tras la visualizacidon de los resultados mostrados en la figura 2.11, el promedio de la
velocidad de crecimiento (o “Growth Rate”) de las réplicas de cada muestra de activo sobre
A. flavus 2949 se encuentran en la tabla 2.5. De cada una de las muestras (con un minimo de
4 réplicas) se midieron los halos en dos direcciones, formando con estos una recta de
crecimiento en el tiempo. Por tanto, la velocidad de crecimiento se analizé extrayendo las

pendientes de las rectas de cada opcion.
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Dentro de cada activo, se analizé la influencia de las diferentes concentraciones en la
actividad producida por medio del analisis estadistico de Anova de 1 factor (ver apartado

3.6.3).

Tabla 2.5 GR bajo diferentes concentraciones de LAE, orégano y clavo.

GR, expresado en mm/dia, es el resultado de la pendiente de la recta
del didmetro, medido en ambas direcciones de al menos cuatro
réplicas. La desviacion estandar (#SD) y el coeficiente de correlacién
(RZ) informan sobre la repetitibilidad del experimento y la linealidad
para cada crecimiento.

Muestra GR (mm/dia) (+SD) R?
CONTROL (H,0) 8.91 0.07 0.9890
CONTROL (EtOH) 8.79 0.04 0.9935
LAE 0.5 % 8.30 0.08 0.9920
LAE 1% 8.08 0.07 0.9945
LAE 2 % 7.81 0.16 0.9954
LAE3 % 7.69 0.02 0.9960
LAE 4 % 7.64 0.06 0.9973
CLAVO 0.5 % 8,04 0,09 0,9981
CLAVO 1% 7,17 0,31 0,9912
CLAVO 2 % 6,09 0,38 0,9789
CLAVO 3 % 4,06 0,42 0,9712
CLAVO 4 % 2,33 0,38 0,9720
OREGANO 0.5 % 5.53 0.62 0.9870
OREGANO 1 % 2.87 1.79 0.8993 *
OREGANO 2 % 2.40 1.53 0.6665 *
OREGANO 3% 0.00 0.00 0.000 *

OREGANO 4 % n.g. n.g.

NOTA: El andlisis estadistico posterior (Anova de 1 factor) se realizé con
las pendientes de 4 réplicas como minimo por muestra. Sin embargo, en
los casos donde la linealidad fue baja (*), éste se llevé a cabo tomando en
su lugar los diametros de los halos crecidos en dias concretos (5, 7, 10 y
15 dias de experimento). Las siglas “n.g” hacen referencia a la inhibicion
completa de crecimiento.

4.2.1.1. Anadlisis estadistico: influencia del aceite esencial de clavo y de LAE, en

la velocidad de crecimiento (GR) del moho

Se observaron diferencias significativas entre las pendientes de todas las concentraciones
de clavo evaluadas (figura 2.11). Igual que ocurrié con el orégano, las concentraciones mas
altas produjeron didametros constantes durante los tres y cuatro primeros dias. Debido a esto,
se extrajeron las pendientes en estos casos considerando los datos entre los dias 3 y 10 de

experimento para la concentracién del 3 %y entre 4 y 10 dias para la del 4 %.
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Por su parte el LAE produjo un crecimiento muy similar tanto en el control como en los
activos, por ello todas las rectas presentaban indices de alta correlacidn lineal. En cuanto al
andlisis estadistico realizado, no se observaron diferencias significativas entre
concentraciones cercanas, esto es, entre 0.5 % -1 %,0.5 %-2%,1%-2 %,2 %-3%,2 % -
4%y 3%-4 % De esta manera y como era de esperar, las diferencias mas notables se
observaron entre las concentraciones mas extremas. A pesar de ello, la actividad demostrada

por el LAE se consideré muy baja, sobre todo comparada con el resto de sustancias.

4.2.1.2. Andlisis estadistico: influencia del aceite esencial de orégano, en el

diametro de colonia del moho

Como se puede apreciar en la tabla 2.6, el orégano fue la sustancia donde el analisis fue
mas complejo, ya que sdlo la concentracion del 0.5 % mantuvo una buena linealidad, siendo
el valor del coeficiente de correlacién de la recta promedio de 0.9870. En el caso de las
muestras de 1 % y 2 % se encontré una mayor irregularidad entre las diferentes réplicas,
debido a que algunas de ellas mantuvieron el mismo didmetro de colonia a lo largo de varios
dias (siendo entonces su pendiente de valor cero) mientras otras continuaron creciendo. Este
hecho, el cual conllevé a la pérdida de linealidad puede apreciarse tanto en el aumento de las
barras de error para estas concentraciones (figura 2.11) como en las desviaciones estandar
mas elevadas del GR y los coeficientes de linealidad mdas bajos (tabla 2.5). Por su parte, la
concentracion del 3 % mantuvo en todas sus réplicas el mismo didmetro de colonia inicial a lo
largo de los 10 dias, teniendo por tanto una pendiente nula. Las siglas indicadas con el 4 %
como “n.g” (“non growth”) hacen referencia a la inhibicién total ya comentada para esa

concentracion.

De esta manera, tras comprobar las diferencias significativas (P < 0.05) entre las
pendientes del control y la concentracién mas baja (0.5 %), se optd por analizar las
diferencias entre los didametros de la colonia de todas las concentraciones de orégano a
determinados dias de ensayo. Debido a que fue a partir del dia 4 de ensayo cuando se
empezé a observar un aumento en los didametros en las concentraciones del 1 %y 2 %, se
escogieron los puntos a partir de entonces, estudiando las diferencias en cuatro dias
concretos: a los 5 dias, 7 dias, 10 dias y 15 dias (tabla 2.6). El test de comparaciones multiples
o post-hoc llevado a cabo fue T2 de Tamhane. A pesar de que el ensayo terminé a dia 10
debido al crecimiento total de los controles, el resto de concentraciones de activo siguieron

midiéndose hasta el dia 15 (datos no incorporados en los graficos de la figura 2.11).
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Tabla 2.6 T2 de Tamhane de los diametros de colonia bajo 1%, 2 %y 3 % de orégano.
Se muestra el nivel de significacion obtenido en diferentes dias de ensayo, donde el
asterisco indica las diferencias significativas. El nivel de confianza fue del 95 % (P < 0.05).

Post-hoc  Sig. (5 dias) Sig. (7 dias) Sig. (10 dias) Sig. (15 dias)

1%-2% 0.789 0.688 0.994 0.945
1%-3% 0.609 0.103 0.047* 0.006*
2%-3% 0.369 0.017* 0.029* 0.057

Como era de esperar, tanto el control como 0.5 % dieron diferencias significativas
comparandolas con el resto de concentraciones en los cuatro tiempos evaluados. De esta
manera y con una inhibicién total al 4 %, el estudio se centré en las posibles combinaciones

entre las concentraciones de 1%, 2 % y 3 % (tabla 2.6).

La similitud observada en el comportamiento antifungico de las concentraciones de 1 % y
2 % (figura 2.11 a) quedd constatada con la ausencia de diferencias significativas entre los
didmetros de ambas a los cuatro tiempos evaluados (tabla 2.6). Asi mismo, el crecimiento
paulatino que fue experimentando el moho tratado a estas concentraciones, explican las
diferencias significativas que empezaron a observarse respecto a la concentracion del 3 %.
Como se menciond previamente, hasta el dia 10 de ensayo los diametros de todas las réplicas
del 3 % se mantuvieron constantes. Sin embargo, desde entonces hasta el dia 15 que finalizé
la recogida de datos, las colonias de algunas réplicas empezaron a crecer, explicando de esta

manera la pérdida de significacion (0.057) a este ultimo tiempo.

El experimento se repitié entero, obteniendo los mismos resultados, con las diferencias
esperables en las barras de error de algunas concentraciones pero con las mismas

conclusiones.

Como era de esperar, en las tres sustancias se obtuvo una mayor reduccién del

crecimiento cuanto mayor fue la concentracién de activo en el medio.

4.2.2. Discusion de los resultados de otros autores

Los autores Passone M. A, et al. (2012) analizaron el efecto de boldo (Péumus boldus),
poleo (Lippia turbinata), clavo (Syzygium aromaticum L), anis (Pimpinella anisum) y tomillo
(Thymus vulgaris) frente a varias cepas de A. niger y A. carbonarius, asi como la produccion
de OTA (Ocratoxina A). En este caso utilizaron el medio PMEA (Peanut Meal Extract Agar) a

diferente actividad de agua, e inocularon una concentracién menor de microorganismo, esto
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es, 2 UL de 10° sp/mL. Entre las sustancias ensayadas, clavo fue la que produjo una mayor
reduccion del GR y mayor retraso de la fase Lag, a pesar de que las concentraciones probadas
(0, 500, 1500 y 2500 pL/L) fueron mucho mayores que las mostradas en el presente
experimento. La misma conclusion la obtuvieron en un trabajo similar, donde clavo volvid a
ser la sustancia de mayor actividad frente a boldo, poleo, anis y tomillo, provocando
disminucién de GR y aumento de la fase Lag. Una vez mas, la actividad resultante estuvo

influenciada por la concentracidn de los aceites esenciales (Passone M. A., et al., 2012b).

Viuda-Martos M., et al. (2007)presentaron un trabajo similar, donde destacan
especialmente la semejanza en cuanto a las concentraciones de orégano, clavo y tomillo
utilizadas. En éste, afiadieron los volimenes de 2 pL, 4 uL, 6 uL y 8 uL en 18 mL de medio de
cultivo. A pesar de la diferencia en cuanto a la siembra del moho, donde inocularon un “plug”
de micelio (un disco de moho) de 9 mm en el centro de la placa en lugar de los 10 pL de 10°
sp/mL empleado en nuestro caso, los resultados mostrados guardan una gran semejanza con
los discutidos previamente. De esta manera, a los ocho dias de evaluacién de las tres
sustancias, el orégano demostré la actividad mas elevada inhibiendo completamente con 4
uL el crecimiento de A. flavus, de la misma manera que ocurria en nuestro caso (figura 2.11
a). En cuanto a clavo, éste produjo la inhibicidn total con 6 pL, mientras que con 4 L se
produjo un diametro de colonia de 55.23 mm. Dichos resultados coinciden con los mostrados
anteriormente, ya que con 4 pL de clavo (figura 2.11 b) se consiguid una reduccion

importante, pero no se evaluaron concentraciones mas altas.

Kocic-Tanackov S., et al. (2012b) inocularon 1 pL de 10° sp/mL de tres especies (A. niger,
A. carbonarius y A. wentii) en el centro del medio de cultivo, y midieron el didmetro de
colonia de éstas tras la introduccién en el medio de extracto de orégano en las
concentraciones siguientes: 0.35 mL/mL, 0.7 mL/mL, 1.5 mL/mL y 2.5 mL/mL. Se obtuvo una
reduccion del crecimiento dependiente también de la dosis de activo, consiguiendo en el
caso de A. wentii una inhibicidn completa del moho tras 30 dias a la concentracién mas alta.
En un trabajo similar, los mismos autores consiguieron un efecto inhibitorio de diferentes
cepas, dependiente de la concentracién del extracto orégano. Dicho efecto fue mas acusado
en las especies del género Penicillium que las del género Fusarium. Como bien indican los
propios autores, la necesidad de utilizar concentraciones mas altas al emplear extractos
puede deberse a una menor concentracién de orégano en estos respecto al aceite esencial

del mismo, hipdtesis también apoyada por Vagi E., et al. (2005).
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Normalmente, la velocidad de crecimiento del moho (GR) depende de la concentracion
de aceite esencial, tal y como han mostrado los resultados comentados de la tabla 2.5. Sin
embargo, Bluma R., et al. (2008) estudiaron la velocidad de crecimiento (GR) de A. parasiticus
y A. flavus bajo diferentes concentraciones de anis, boldo y orégano (150, 300, 500 y 700 mg

kg™), obteniendo una respuesta similar en el GR a diferentes concentraciones de orégano.

Respecto a la canela, Carmo E. S., et al. (2008) demostraron el poder fungicida durante
14 dias frente a las especies A. flavus, A. fumigatus y A. niger. En dicho trabajo observaron
una inhibicion completa del didmetro de colonia al afiadir al medio de cultivo, 20,40 y 80 pL
de canela. Sélo en el caso de A. niger se encontrd algo de crecimiento con la concentracidn
mas baja. Ademas de la canela también se incluydé en el estudio un conocido antifungico
ampliamente utilizado, ketoconazol, el cual no mostré una diferencia significativa (P < 0.05)
en la reduccidn de didametro de colonia respecto al control. La influencia de la concentracion
de aceite esencial en la actividad quedd manifiesta en un experimento posterior, donde 20
pL de canela causaron una reduccién de la germinacién de esporas del 92 %, 86 % y 25 % en
A. flavus, A. fumigatus y A. niger respectivamente, mientras que el 100 % se alcanzé con 40

pL y 80 uL en todas las cepas.

4.3. Evaluacion del tiempo de exposicion en la actividad del aceite

esencial de canela y orégano en fase vapor

4.3.1. Halo de inhibicion de A. flavus tras diferentes tiempos de exposicion

de canela y orégano

Una vez comprobado en el primer experimento (ver apartado 4.1) que ambos aceites
esenciales poseen actividad antifungica en fase vapor, se quiso profundizar en la influencia
que tiene sobre ésta el tiempo de exposicién a los mismos. Para ello, parte de las placas
activas estuvieron expuestas a cada aceite esencial durante 24 horas, mientras que otras

réplicas se mantuvieron durante 48 horas, 72 horas y 96 horas.

Los resultados se tomaron cada 24 horas, midiendo para ello el halo de inhibicién (H.l.)
por medio de un calibre digital. En la figura 2.12 podemos observar la representacion de los

datos obtenidos.
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Fig. 2.12 H.l. a diferentes tiempos de exposicién de CIN y OR en fase vapor.
Canela (a) y orégano (b), ambos sobre A. flavus 2949.

El objetivo del ensayo era analizar la influencia del tiempo de exposicién, de manera que

para normalizar los datos a una misma escala, los halos de inhibicién (en mm) se convirtieron

en porcentaje (% HI) haciendo referencia el 100 % al primer halo de inhibicién del dia 1 de

esa serie. Por ejemplo, el valor correspondiente al dia 2 de cualquiera de las series quedaria

asi: % H.l. (dia 2) = (H.l. dia 2 *100)/ (H.l. dia 1).

En la tabla 2.7 puede verse la disminucidn en el tiempo del porcentaje de halo de

inhibicién respecto al primer dia de ensayo (considerado éste el 100 %). Los datos mostrados

son el promedio de al menos cuatro réplicas, medida cada una en 2 direcciones.
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Tabla 2.7 Porcentaje del halo de inhibicion (H.1.) de A. flavus, tras 24h, 48 h, 72 hy 96 h

de exposicion a canela y orégano. La desviacion estandar (£SD) considera al menos 4 réplicas,
medidas en ambas direcciones del halo.

OR CIN OR CIN

Dias{ %H.l. *SD % H.l. 1SD % H.l. 1SD % H.l. #SD

1 100,00 0,00 { 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

2 80,13 12,03 | 94,15 1,99 79,88 4,87 90,53 4,04

3 39,83 3,53 88,39 1,50 75,06 2,18 84,23 3,06

4 23,16 5,29 81,39 1067 75,06 2,18 74,03 4,14

5 9,79 2,36 66,61 10,27 60,78 2,66 62,37 9,08

-: 6 0,00 0,00 54,88 11,88 ﬁ 54,82 2,14 50,96 10,22
ol 7 0,00 0,00 45,64 1483 | © 43,53 4,90 39,24 8,33
8 0,00 0,00 40,27 16,11 43,53 4,90 34,19 6,55

9 0,00 0,00 32,75 11,96 38,26 7,96 28,97 4,66

10 0,00 0,00 27,36 11,21 38,26 7,96 26,52 6,09

11 0,00 0,00 27,36 11,21 38,26 7,96 26,52 6,09

12 0,00 0,00 27,36 11,21 38,26 7,96 26,52 6,09

1 100,00 0,00 { 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00

2 82,05 12,96 | 89,89 2,19 83,45 3,55 90,81 2,71

3 75,73 16,23 | 85,86 7,02 79,58 4,47 84,54 8,69

4 67,88 22,30 | 81,33 8,36 79,58 4,47 73,92 7,12

5 50,96 19,77 i 70,04 2,62 66,42 9,38 61,50 14,42

fo 6 48,87 19,16 { 65,10 582 ;g 57,99 6,72 48,12 12,45
< 7 44,04 1589 | 53,63 627 | @ 43,09 8,48 36,97 10,81
8 44,04 1589 | 45,59 1,06 43,09 8,48 30,52 10,23

9 40,47 9,85 37,74 1,81 38,05 7,08 28,67 14,27

10 40,47 9,85 29,53 1,13 38,05 7,08 26,48 11,95

11 40,47 9,85 29,53 1,13 38,05 7,08 26,48 11,95

12 40,47 9,85 29,53 1,13 38,05 7,08 26,48 11,95

Como hemos comentado en el primer experimento del capitulo (ver apartado 4.1),
normalmente los halos de inhibicion creados por la actividad antifungica de un aceite
esencial, disminuyen con el tiempo. Esto es debido a que puesto que la concentracion del
aceite esencial que difunde en el agar es gradiente dependiente, el moho que consigue
desarrollarse en torno al primer halo de inhibicidn suele continuar su desarrollo, reduciendo
asi el area inhibida. Como era de esperar, este fendmeno se produjo en todas las series de
tiempos de ambas sustancias. Sin embargo, destaca especialmente la diferencia de

comportamiento de ambos aceites en cuanto a la disminucidn del halo de inhibicidn.

Tanto en la figura 2.12 como en la tabla 2.7, se puede observar cdmo las cuatro series del
aceite esencial de canela siguieron exactamente la misma tendencia en el tiempo. En cambio,

el aceite esencial de orégano mostrd unos resultados muy diferentes entre la serie de 24
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horas y el resto de tiempos. Como se puede apreciar, el moho que estuvo expuesto sdlo
durante las 24 primeras horas aumentd considerablemente su crecimiento una vez que se
retird el disco que contenia el orégano, traduciéndose en una disminucion del % H.l. Dicha
reduccion se hizo patente a partir del dia 3 del experimento, llegando en el dia 6 a la
completa desaparicion del H.l. En la figura 2.13 que se muestra a continuacion se observan
claramente los resultados discutidos, mediante el ejemplo de una réplica de cada muestra.
Para poder apreciar las imagenes con mayor detalle, se ha omitido la muestra de 96 horas,
mostrandose una réplica de cada uno de los tiempos de exposicidon (24, 48 y 72 horas) de los

aceites esenciales de canela y orégano.

Orégano 24 h Orégano 48 h Orégano 72 h

Fig. 2.13 Imagenes del H.l. de CIN y OR durante 24 h (1), 48 h (2) y 72 h (3).
Noétese como el tiempo de exposicidon claramente influye en la actividad del orégano,
mientras que en la canela no.

Los resultados mostrados coinciden con otros previos llevados a cabo en el grupo GUIA,
donde se encontré una diferencia en la velocidad de liberacidn de los compuestos volatiles
de canela y orégano (Gutiérrez L., et al., 2010; Lépez P., et al., 2007a). Sin embargo, hay que
mencionar que dichos resultados no son de todo extrapolables ya que se llevaron a cabo por
medio de films activos, de manera que a diferencia del método de difusidn en disco, en ese
caso la distribucién del activo es homogénea en toda la placa. Dichos trabajos se discutiran

por ello mas adelante en los capitulos 3 y 4.
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4.3.1.1. Andlisis estadistico: influencia del tiempo de exposicion de los aceites

esenciales de canela y orégano en el porcentaje de reduccién del halo de inhibicién

Las observaciones mencionadas coinciden con el analisis estadistico llevado a cabo a
continuacidn. Se realizé Anova de 1 factor para detectar posibles diferencias entre las medias
de los porcentajes de los halos de inhibicidon. Para cada muestra se consideraron los halos de
inhibicién de las diferentes réplicas (minimo de 4), midiendo estos en dos direcciones
posibles, longitudinal y transversal. Se llevé a cabo el mismo analisis estadistico de manera
independiente para cada uno de los cuatro tiempos de exposicidon de cada aceite esencial y

para los 12 dias que durd el experimento.

En el caso de canela no se observaron diferencias significativas en ningun caso, apoyando
una vez mas el mismo comportamiento entre los tiempos de exposicion. Tampoco lo hicieron
en el caso del orégano las series de 48 h, 72 h y 96 h entre si. Por lo tanto, las Unicas
diferencias significativas encontradas correspondieron a la serie de 24 h del orégano. Por una
parte, a partir del dia 3 de ensayo (inclusive) y hasta el final del experimento se obtuvieron
diferencias significativas al comparar ésta con los tiempos mas elevados, es decir, 72 hy 96 h.
Sin embargo, se encontro variabilidad de resultados al comparar la misma con la serie de 48
h. De esta manera, los tests de comparaciones multiples (post-hoc) revelaron diferencias a
partir del dia 7 segun el test T3 de Dunnett, y a partir del dia 9 segun el T2 de Tamhane.
Ambos métodos aportaron valores de significacién muy parecidos en esos dias mencionados,
sin embargo, el hecho de encontrarse en esos casos en torno al 0.05 dio lugar a esas
pequefias diferencias en cuanto a la aceptacion o rechazo de la hipétesis nula. Este matiz se
debe por tanto, a una mayor conservacién del test T2 de Tamhane respecto a T3 de Dunnett,

pero no altera las conclusiones del estudio.

4.3.2. Crecimiento de A. flavus, en relacion al momento de aplicacion del

aceite esencial de canela en fase vapor

Los resultados se muestran en la figura 2.14, en cuya leyenda inferior se detallan las
diferencias entre las muestras evaluadas. En este experimento todos los halos de inhibicion
se midieron a los cuatro dias de incubacion, que correspondid al tiempo mas largo de
exposicidén de las muestras. Las fotografias se tomaron tres dias mas tarde, no habiéndose

producido cambios en los resultados de los halos.
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Fig. 2.14 Crecimiento de A. flavus en funcion del momento de la
aplicacién del aceite esencial de canela en fase vapor.

Control (1), colocacion del disco con canela 24 horas después de la
siembra (2) y tras 4 dias desde la siembra (3). Colocacidon del disco tras la
siembra y retirada de éste 24 horas después (4). Colocacién del disco tras
la siembra y sin retirarlo hasta final de ensayo (5).

*Nota: los discos se encontraban en fase vapor, pero se colocaron en el
medio de cultivo a la hora de tomar las fotos.

En primer lugar, se observd que al colocar el disco de canela cuatro dias después de
haber sembrado el moho (muestra 3), éste creé un halo de retardo visible al final del
experimento en comparacion con el control (muestra 1). Sin embargo, la actividad fue mucho
mas evidente cuando en vez de aplicar el disco a los cuatro dias se hizo tan sélo 24 horas
después de la siembra (muestra 2), ya que entonces se consigue un halo, que aunque de

tamafio reducido, éste es claramente de inhibicidn respecto al retardo de la muestra 3.

Sin embargo, no se observaron cambios a la hora de retirada del disco (muestras 4 y 5),
ya que en ambos casos se observaron halos de inhibicion muy parecidos. En la muestra 4 el
disco de canela se retird a las 24 horas, mientras que en la muestra 5 éste se mantuvo hasta
el final del experimento (incluyendo los 7 dias hasta la toma de las fotografias). Dichas
observaciones se confirmaron mediante una comparacion de medias (prueba T) para
muestras independientes, donde no se obtuvieron diferencias significativas (P < 0.05) entre

los halos de inhibicion de ambas muestras.

Por lo tanto, de este experimento se extraen dos conclusiones importantes. La primera
de ellas vuelve a apoyar los resultados obtenidos en el experimento con el aceite esencial de

canela, donde éste mostraba la misma actividad antifingica tras 24, 48, 72 6 96 horas de
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exposicién en fase vapor. Sin embargo, la segunda conclusion resalta la importancia de la
fase Lag del microorganismo, que como vimos en la discusion del experimento anterior,
juega un papel esencial. De esta manera, en funcién de la fase de crecimiento en que se
encuentre el moho, la actividad antifungica alcanzada se vera altamente afectada. Esto ha
quedado claramente demostrado al comparar ambas muestras 2 y 3, donde una vez mas se
subraya lo importante de evitar la contaminacion desde el momento inicial, ya que una vez

que éste ocurre, la actividad se reduce considerablemente.

4.4. Segunda caracterizacion. Concentracion Minima Inhibitoria

(MIC o CIM) y Concentracion Minima Fungicida (MFC o CFM)

Como se ha ido comentando a lo largo de este capitulo, debido a la baja hidrosolubilidad
de los aceites esenciales, la determinacidn de la actividad en medio liquido es una manera

fiable y reproducible de medir la actividad antimicrobiana de los mismos.

Por tanto, con el mismo objetivo que en el caso del primer experimento de este capitulo,
se quiso analizar la actividad de las seis sustancias (canela, orégano, clavo, cinamaldehido,
carvacrol y eugenol), pero esta vez determindndolo en medio liquido. La informacidn
aportada ademds es doble, ya que permite establecer tanto la concentracidn necesaria para

inhibir el moho (MIC) como para impedir su desarrollo posterior (MCF).

Ademas de las ventajas mencionadas, este método permite tal y como se ha comentado
anteriormente, cuantificar con mayor precision la actividad de dichas sustancias, en contra
de lo que ocurria en el primer experimento de difusién en disco (ver apartado 4.1). De esta
manera, se analizd la actividad de canela, orégano, clavo, cinamaldehido, carvacrol y eugenol
sobre dos cepas escogidas como representacion de dos géneros diferentes, esto es, A. flavus
2949 y P. roqueforti. Ambas concentraciones, referidas como MIC y MFC debido a la
terminologia inglesa, se expresaron en mg/mL. Cada una de ellas se determiné por duplicado
y un minimo de tres veces, repitiendo el ensayo en dias diferentes. Los resultados de los tres
aceites esenciales se muestran en la tabla 2.8, y los de sus compuestos mayoritarios en la

tabla 2.9.

Debido a que todos los compuestos se probaron en un rango de diluciones seriadas, en
algunos casos la actividad de los mismos se encontrd ligeramente por encima o por debajo

de un determinado valor. Una de las maneras de representar dichas variaciones en cuanto a
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la determinacidn final, consiste en elegir la concentracién obtenida con mayor frecuencia,
acompafiada en ocasiones de la desviacién estandar. Sin embargo, finalmente se ha optado
por presentar ambos valores en su rango de concentracién, ya que indica que la
concentracion mas estable corresponderia a un punto intermedio entre ambas. De esta
manera, pequefias variaciones en cuanto al tamafio del indculo inicial, asi como ligeras
modificaciones en el tiempo o temperatura de incubacion, pueden ser suficientes para

inclinar el resultado final hacia uno u otro valor.

Como es bien sabido, la composicién de los aceites esenciales varia en funcion de
multiples factores como son la distribucién de la planta, el punto geogréfico, la recoleccion,
las condiciones de cultivo y atmosféricas, el proceso de destilacion de la misma, etc. Este
hecho confiere una gran importancia a los datos aportados por los investigadores
pertenecientes al grupo GUIA donde ha sido desarrollada la presente tesis doctoral, ya que el

origen de las sustancias empleadas es el mismo.

Tabla 2.8 MICy MFC de los aceites esenciales: canela (CIN), orégano (OR) y clavo (CLO).

Ambas concentraciones estan determinadas en mg/mL, sobre las cepas A. flavus 2949 y
P. roqueforti.

CIN OR CLo
MIC MFC MIC MFC  MIC MFC
A.flavus 0.1 0.1-0.2 0.2 0.4 04 0.8-1.6
P.roqueforti 0.1 0.2-0.4 0.1 0.4-08 0.4 3.2

Tabla 2.9 MICy MFC de los compuestos mayoritarios.

Cinamaldehido (CINAM), carvacrol (CARV) y eugenol (EUG). Ambas concentraciones
estan determinadas en mg/mL, sobre las cepas A. flavus 2949 y P. roqueforti.

CINAM CARV EUG
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
A.flavus 0.1 0.1-0.2 0.2 0.4 0.4 0.8
P.roqueforti 0-1-0.2 0.4 0.1 0.4-0.8 0.2 1.6

4.4.1. Relacion de la actividad mostrada entre los aceites esenciales y sus

compuestos mayoritarios

Aunque sdlo se consideraron como relevantes aquellas diferencias superiores a un orden
de diluciéon, merece la pena destacar algunos aspectos. En primer lugar, y de la misma

manera que ocurria en el primer experimento de este capitulo (ver apartado 4.1), los aceites
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esenciales de canela, orégano y clavo dieron resultados muy similares a los de sus
compuestos mayoritarios, esto es, cinamaldehido, carvacrol y eugenol. Esto demuestra una
vez mas, la alta dependencia de dichos compuestos en la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales. El alto contenido en cinamaldehido del aceite esencial de canela obtenido
de la rama, explica la mayor actividad de ésta respecto a la obtenida de la hoja. Esta misma
observacion se destaca en un trabajo desarrollado por Pawar V. C., et al. (2007) donde
comparan precisamente la actividad de dos aceites esenciales de canela procedentes de
rama y hoja. Asi mismo, estos resultados coinciden con la composicidn quimica de los aceites
esenciales en liquido mostrada al principio de este capitulo (ver tabla 2.2). Ademas, las
mismas conclusiones se han obtenido en fase vapor. De esta manera, los mismos autores
(Lépez P., et al.,, 2007b) atribuyeron en uno de los trabajos la actividad en fase vapor de
orégano y canela a la presencia de cinamaldehido y carvacrol respectivamente, mientras que
en otro de ellos identificaron el eugenol como compuesto mayoritario del clavo tras analizar

la composicidn de su atmodsfera (Lopez et al., 2005).

4.4.2. Orden de magnitud de la actividad mostrada

Como puede observarse en la tabla 2.8, la mayor actividad correspondié al aceite
esencial de canela y a su compuesto mayoritario, el cinamaldehido, obteniendo en ambas
cepas una MIC de 0.1 mg/mL en el primer caso y de 0.1 mg/mL y 0.1-0.2 mg/mL para
cinamaldehido en A. flavus y P. roqueforti respectivamente. Ademas, el aceite esencial de
canela también presentd la CFM mas baja, junto con el cinamaldehido en el caso de P.

roqueforti.

A continuacién, en el punto intermedio de actividad se encontraron el aceite esencial de
orégano y su compuesto mayoritario, el carvacrol. A pesar de en ambas cepas se encontraron
los mismos valores para ambas sustancias, se aprecio una ligera mayor actividad del carvacrol
en cuanto a que en las concentraciones sub-inhibitorias se observé un menor crecimiento del

moho en comparacién con el orégano.

Por dultimo, las sustancias menos activas fueron el aceite esencial de clavo y su
compuesto mayoritario, eugenol, manifestando éste ultimo una mayor actividad,
determinado tanto por las concentraciones de igual o menor valor que el clavo y también,

por un menor crecimiento a concentraciones sub-inhibitorias como ocurria en el caso del
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carvacrol. Ambos compuestos necesitaron por tanto las concentraciones mas elevadas,

destacando especialmente la CFM del clavo en P. roqueforti de 3.2 mg/mL.

4.4.3. Discusion de los resultados de otros autores

Como ya se ha comentado a lo largo de la tesis, la falta de estandarizacién de métodos
para determinar la actividad de los aceites esenciales hace complicado la comparacion de los
resultados encontrados en bibliografia. Por ello se compararon los datos obtenidos en el
presente capitulo con aquellos trabajos donde también se empled el medio liquido. También
hay que tener en cuenta la composicidn altamente variable de los aceites esenciales, la cual
puede interferir de manera directa en la actividad de los mismos. Entre los muchos ejemplos
que podemos encontrar en la bibliografia, podemos citar el caso de Pinto E., et al. (2007). En
éste, analizan la composicidon quimica de tres muestras de Salvia officinalis extraidas por
hidrodestilacion junto con una muestra comercial, frente a varias cepas de levaduras, hongos
dermatofitos y mohos filamentosos. Los resultados de las MIC mostraron una clara diferencia
entre las diferentes muestras, siendo la adquirida comercialmente la que presentd la

actividad mas baja.

Comparando nuestros resultados, Kocevski D., et al. (2013) obtuvieron una MIC muy
similar (125 ppm) para el aceite esencial de canela (Cinnamon cassia) que contenia un 87.23
% de cinamaldehido, frente a dos cepas de A. flavus. Mitchell T. C., et al. (2010) encontraron
una buena actividad para orégano, con 0.6 pg/mLy 1.25 pug/mL como valores de MIC y MFC
respectivamente. Respecto al clavo, Omidbeygi M., et al. (2007) analizaron la actividad
antifingica de éste frente a A. flavus, encontrando un 87.5 % de inhibicion del crecimiento

con 500 ppm.

Respecto a otras sustancias, Rasooli I., et al. (2006) estudiaron la actividad antifungica de
dos variedades de aceite esencial de tomillo por medio de la macrodilucién en caldo frente a
A. niger. Obtuvieron una MIC de 125 ppm y 250 ppm y una MFC de 250 ppm y 500 ppm para
Thymus eriocalyx y Thymus X-porlock respectivamente, empleando un método muy similar al
explicado en este experimento.También frente a A. parasiticus la variedad de tomillo T.
eriocalyx mostré mayor actividad, con una MIC y MFC de 250 ppm y 500 ppm, frente a las
250 ppm y 1000 ppm necesarias en el caso de T. X-porlock (Rasooli I., et al. , 2005). Los
mismos autores determinaron la actividad antifungica de Rosmarinus officianalis vy

Trachyspermum copticum L., frente a A. parasiticus mediante el mismo método. En este caso
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destacé la actividad de T. copticum con una MIC de 600 ppm y una MFC de 3000 ppm,
mientras que en el caso de R. officianalis la MIC due de 1750 ppm, no habiéndose alcanzado

la MFC (Rasooli I., et al., 2008).

A pesar de carecer de una clasificacion estdndar debido a la ya comentada
heterogeneidad de los aceites esenciales, ciertos autores han establecido un orden de
potencia antimicrobiana dependiendo de las MIC obtenidas. Asi, Rammanee K., et al. (2011)
evaluaron la actividad antifungica de cinco aceites esenciales derivados de citricos, sobre las
especies A. flavus y A. parasiticus, clasificando a Citrus aurantifolia Swingle y Citrus hystrix
DC, como potentes antifungicos tras haber obtenido en ambos casos una MIC de 0.56 mg/mL
y una MFC de 1.13 mg/mL en ambas cepas. En la misma linea, Aligiannis N., et al. (2001)
analizaron diferentes variedades del aceite esencial de orégano frente a un amplio rango de
microorganismos, considerando las sustancias “de actividad extremadamente fuerte” a
aquellas cuyas MIC estuvieran entre 0.65-1.27 mg/mL, y como “débiles” a las MIC situadas
entre 1.81-8.85 mg/mL. De esta misma manera, otros autores también han ordenado las
sustancias probadas en relacion a sus valores de MIC, en escalas parecidas a las comentadas

(Souza E. L., etal., 2007; Thembo K. M., et al., 2010).

4.5. Estudio de las variables pH y temperatura: MIC y MFC de canela

y orégano

El objetivo de este experimento fue evaluar la influencia que tienen las variables de pH y
temperatura en la actividad de los aceites esenciales. Para ello se escogieron la canela y el
orégano por presentar una actividad mayor que el clavo en el experimento anterior. Se
amplio el experimento a las siguientes cinco cepas: A. flavus 2949, A. flavus 2687, A. niger, P.
roqueforti y P. expansum. Interesaba evaluar las dos especies de A. flavus debido a la
produccién de aflatoxina B1 por parte de la segunda cepa y a la ausencia total en la primera.
El resto de especies fueron evaluadas también por su elevada ocurrencia, como ya se

comentod en la seccidn primera de la tesis.

Se llevé a cabo el mismo procedimiento anterior, pero ajustando el pH del YEB (el medio
liqguido) a pH 3, pH 5y pH 7, e incubdndolos a continuacidn a dos temperaturas posibles por
cada cepa. Estas fueron en el caso del género Penicillium 6 °Cy 25 °C, y en las del género

Aspergillus 37 °Cy 25 °C. No se estudiaron las temperaturas de 6 °C en el género Aspergillus
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asi como la de 37 °C en el de Penicillium debido a la imposibilidad de crecimiento de estas

cepas bajo las mismas.

De la misma manera que en el caso previo, los resultados se muestran en mg/mL, como
un valor Unico o en un rango de concentraciones, repitiendo asi mismo cada determinacién
un minimo de tres veces, realizados en diferentes dias y siempre por duplicado. Los
resultados concernientes al aceite esencial de canela se ilustran en la tabla 2.10 y los del

aceite esencial de orégano en la tabla 2.11.

Como puede observarse, el aceite esencial de canela resulté de nuevo mas activo que el

orégano en todos los casos, obteniendo en general concentraciones mas bajas (tabla 2.10).

Sin embargo, el resultado mdas importante del experimento consistié en el
mantenimiento de la actividad de los aceites esenciales en las diferentes condiciones de
incubacién. De esta manera, puede observarse que los valores de MIC y MFC se mantuvieron
constantes o con una diferencia minima de un orden de dilucidn, al disminuir el pH o variar la
temperatura desde 25 °C hasta 37 °C 6 6 °C. La Unica excepcidn se encontrd en el caso de P.
roqueforti a 62 C, donde la concentracién fungicida fue ligeramente mas baja al aumentar el

pHa7.

A pesar de que, como se verd a continuacién, la modificacion de las condiciones de
incubacién modifica el crecimiento del moho, los resultados de este experimento han

demostrado que dichas variaciones no afectan a la actividad de los aceites esenciales.

Tabla 2.10 MICy MFC de canela a diferente pH y temperatura.

Ambas concentraciones estan expresadas en mg/mL y evaluadas en las cepas A. flavus
2949, A. flavus 2687, A. niger, P. roquefortiy P. expansum.

CANELA
pH3 pH5 pH7
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
A. flavus 25°C 0.1 0.1 0.1 0.1-0.2 0.1 0.1-0.2
2949 37°C 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
A. flavus 25°C | 0.05-0.1 0.1-0.2 0.1-0.2 0.1-0.2 0.1 0.2-04
2687 37°C | 0.05-0.1 0.05-0.1 0.1 0.1 0.1-0.2 0.1-0.2
. 25°C | 0.05-0.1 0.1 0.1 0.1-0.2 0.1-0.2 0.1-0.2
A. niger o
37°C | 0.05-0.1 0.05-0.1 0.1 0.1 0.1-0.2 0.1-0.2
. 25°C | 0.05-0.1 0.2 0.1 0.2-0.4 0.1 0.2-04
P. roqueforti o
6°C 0.05-0.1 0.2-0.4 0.05-0.1 0.2-0.4 | 0.05-0.1 0.2-0.4
25°C 0.05 0.1 0.1 0.1-0.2 | 0.05-0.1 0.2
P. expansum o
6°C 0.05 0.1 0.05-0.1 0.1-0.2 0.1 0.2
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Tabla 2.11 MICy MFC de orégano a diferente pH y temperatura.

Ambas concentraciones estan expresadas en mg/mL y evaluadas en las cepas A. flavus
2949, A. flavus 2687, A. niger, P. roquefortiy P. expansum.

OREGANO
pH3 pH5 pH7
MIC MFC MIC MFC MIC MFC
A. flavus 25°C 0.2 0.2-04 | 0.2-04 0.4 0.2 0.4
2949 37°C 0.2 0.2-0.4 0.2 0.2 0.2 0.2-0.4
A. flavus 25°C | 0.1-0.2 0.2-04 0.2 0.4 0.2-0.4 0.4
2687 37°C | 0.1-0.2 0.2 0.2 0.2-0.4 0.2 0.4
A niger 25°C 0.1 0.4 0.2 0.4 0.2 0.4
37°C | 0.1-0.2 0.2-04 0.2 0.2-0.4 0.2 0.4
. roqueforti 25°C 0.1 0.4 0.1-0.2 0.4 0.1 0.4-0.8
6 °C 0.1 0.4-0.8 0.1 0.4-0.8 0.1 0.4
. expansum 25°C | 0.1-0.2 0.4 0.2 0.4 0.2-0.4 0.4
6°C | 0.1-0.2 0.4 0.1-0.2 0.4 0.2 0.4

4.5.1. Discusion de los resultados de otros autores

La misma conclusién ha sido publicada por otros autores con diferentes sustancias. Suhr
K. I., et al. (2003) estudiaron la accidn antifungica de varios aceites esenciales, entre ellos
canela, sin obtener diferencias significativas al disminuir el pH de pH 6 a pH 4.5. También con
canela, Lépez-Malo A, et al. (2007) encontraron el mismo resultado, manteniendo la misma
MIC a pH 4.5y pH 3.5. En otro trabajo, Lépez-Malo A., et al. (2002) estudiaron la influencia de
vainillina, timol, carvacrol, eugenol y citral en la fase Lag de A. flavus a pH 3.5y pH 4.5. Los
autores apuntaron que a pesar de que se observd una clara influencia del pH en la fase Lag

del moho, los valores de MIC no mostraron diferencias significativas.

Ademas de esto, los aceites esenciales se presentan como una alternativa interesante
respecto a otras sustancias sintéticas como el sorbato potasico y el benzoato sddico. Esto se
debe a que éstas, debido a la mayor actividad antimicrobiana de la forma no disociada, son
mas activas a pH acido (David J. R. D,, et al., 2013; Lépez-Malo A., et al., 2002; Lopez-Malo A,,
et al., 2007). Los agentes antimicrobianos actian fundamentalmente por medio de dos vias,
bien mediante la disrupcion de la membrana o como inhibidor de la transferencia de
protones. Dentro del primer mecanismo entran la mayoria de aceites esenciales, mientras
que los acidos organicos débiles lo hacen por medio del segundo, explicando asi la influencia

que tiene el pH en la actividad de estos ultimos (Weiss J., et al., 2009).
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4.6. Estudio de las variables pH y temperatura: diametro de la

colonia del moho

Como pudimos ver en el ensayo anterior, los aceites esenciales de canela y orégano no
modificaron sus valores de MIC y MFC al variar las condiciones de pH y temperatura. Sin
embargo, esto no quiere decir que dichas fluctuaciones no interfieran en el crecimiento
normal del moho. De hecho, a pesar de que no se efectuaron dichas mediciones, es

esperable un menor desarrollo del moho a condiciones sub-inhibitorias.

Debido a esto, el presente experimento se planted con el objetivo de poder cuantificar la
influencia de dichas variables en el crecimiento normal del moho. Esto se llevd a cabo en

medio sdlido, midiendo el didmetro de la colonia del moho en cada caso.

4.6.1. Modificacion del pH del medio de cultivo: optimizacion

Sin embargo, como se explicd en la metodologia correspondiente (ver apartado 3.10.1),
hubo que calcular el volumen necesario tanto de HCl como de NaOH para acidificar y
alcalinizar el medio de cultivo. Hay que tener en cuenta que la gelificacion del agar-agar se
debe a la interaccion de las hélices formadas por la fraccién gelificante de éste, la agarosa,
viéndose afectado por diversos factores. Entre estos se encuentra el pH, de manera que la
disminucién del mismo reduce la fuerza del gel, incrementandose este fendmeno al exponer

el agar-agar a altas temperaturas durante periodos prolongados.

Por lo tanto, en primer lugar se comprobd que efectivamente, al reducir a pH 3 el medio
de cultivo, éste perdia la capacidad de gelificar tras la esterilizacion del mismo y posterior
enfriamiento. De esta manera, para poder realizar el ensayo se utilizaron los caldos de cultivo
correspondientes, MEB y PDB, ya que la ausencia de agar permitié modificar el pH a

temperatura ambiente con la ayuda del pH-metro.

La optimizacidn se llevd a cabo siguiendo el procedimiento detallado en el punto 3.10.1.
Como puede observarse en la figura 2.15, los resultados fueron muy positivos, encontrando
volimenes muy parecidos entre las tres réplicas de cada opcidn. Entre los dos medios, cabe
mencionar que el MEB contiene extracto de malta, el cual consta fundamentalmente de
maltosa, glucosa, sacarosa y dextrina, por lo que podria ser la elevada concentracién de

azlcares de este medio, necesitando un mayor volumen para modificar el pH del mismo.
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Fig. 2.15 Optimizacion para la modificacién del pH del medio de cultivo.

En las figuras se muestra el volumen necesario de HCl y NaOH, para acidificar y
alcalinizar de PDA y MEA, utilizando para ello los medios liquidos PDB (Potato
Dextrose Broth) y MEB (Malt Extract Broth). Cada linea es el resultado
independiente de tres réplicas.

4.6.2. Influencia del pH y la temperatura, en el diametro de colonia de las

cepas control

En la figura 2.16 podemos observar resultados en las diferentes condiciones. Como se
puede ver, al descender a pH 3 se produjo en todos los casos una disminucion del ritmo de
crecimiento del moho, siendo A. niger la especie menos afectada por la variacién de pH.
También puede apreciarse a primera vista, la diferente morfologia descrita por los
crecimientos en ambos géneros, siendo claramente mas rectilineo en el caso de Aspergillus

que en Penicillium.
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Fig. 2.16 Diametro de colonia (mm) a diferente pH y temperatura.

Se muestran los resultados de A. flavus 2949 (a,b), A. flavus 2687 (c,d), A. niger (e,f), P.
roqueforti (g,h) y P. expansum (i,j), a diferente pH y temperatura. La leyenda es la misma
en todos los casos y corresponde a lo siguiente: pH3 Q; pH5 A ;PH7 IR

Por otra parte, la figura 2.17 ilustra dos ejemplos de cémo el didmetro de la colonia se ve

drasticamente modificado al variar, en el caso de las imagenes mostradas, la temperatura.
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Fig. 2.17 Influencia de la temperatura en el crecimiento del moho.
En las imagenes se ve el diametro de colonia tras el mismo tiempo
de incubacidn para cada cepa. Fila superior: P. expansum a 25 °C
(izquierda) y 6 °C (derecha). Fila inferior: A. flavus CECT 2687 a 25 °C
(izquieda) y 37 °C (derecha).

Sin embargo, para poder analizar con precision la influencia de las variables de pH vy
temperatura, se llevé a cabo un analisis estadistico de las diferencias entre las lineas de
crecimiento. Para ello, se determind la ecuacidn de cada recta estableciendo la pendiente
como el indice de velocidad, o dicho de otra forma, como la velocidad de crecimiento o
“Growth Rate” (GR) expresado en las unidades de mm/dia. Se extrajo también el coeficiente
de correlacién (R?), el cual nos informé sobre la linealidad en cada caso. En el caso del género
Penicillium, la incubacién a 6 °C de temperatura provocé en ambas cepas (figura 2.16 h,j) una
estasis manifiesta a los tres pH evaluados, la cual se acentué a partir del dia 30 de
experimento. Debido a esto, las ecuaciones de estas dos rectas mencionadas se tomaron
descartando el dltimo punto situado en torno a los 50 dias en ambas, asegurando asi la
linealidad de las ecuaciones a la hora de extraer las pendientes correspondientes. De esta

manera todos los coeficientes estuvieron situados por encima del 0.95.

Los resultados en relacién a la mencionada tasa de crecimiento, abreviado como GR
debido a su denominacidn inglesa (“Growth Rate”) asi como sus coeficientes de correlacién

R? se muestran en la tabla 2.12.
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Tabla 2.12 Velocidad de crecimiento (GR) bajo diferente pH y temperatura.

Se evaluaron las siguientes cepas: A. flavus 2949, A. flavus 2687, A. niger, P. roquefortiy P.
expansum. GR, expresado en mm/dia, es el resultado de la pendiente de la recta del
diametro de colonia de cada cepa, medido en ambas direcciones de al menos cuatro
réplicas. La desviacion estandar (SD) y el coeficiente de correlacion (RZ) informan sobre la
repetitibilidad del experimento y la linealidad para cada crecimiento.

252C 37eC

GR (+SD) R? GR (+5D) R’
pH7 | 1025(0.03) 09982 | 9.50(0.15)  0.9984
A. flavus pH 5 9.32(0.06) 09983 | 9.00(0.20)  0.9984
2949 pH 3 5.74(0.03)  0.9990 | 6.85(0.22)  0.9758
pH 7 8.12(0.30) 09924 | 7.80(0.22)  0.9844
A. flavus pH 5 5.74(0.17)  0.9895 | 4.94(0.25)  0.9839
2687 pH 3 437(0.08) 09989 | 4.26(0.19)  0.9875
pH 7 9.41(0.15) 09962 | 15.88(0.08)  0.9959
A. niger pH 5 8.65(1.02) 09942 | 15.36(0.35) 0.9916
pH 3 8.41(0.26) 09959 | 13.89(0.14)  0.9973

25eC 62C

pH7 | 11.34(3.18) 09956 | 3.12(0.03)  0.9565
P. roqueforti pH5 13.87 (0.10) 0.9875 3.24 (0.01) 0.9765
pH 3 7.20(0.32) 09917 | 2.41(0.03)  0.9770
pH 7 4.63(0.12) 09776 | 1.89(0.04)  0.9897
P. expansum pH5 4.20 (0.10) 0.9704 1.75 (0.07) 0.9889
pH 3 1.98(0.17)  0.9633 | 1.02(0.04)  0.9573

4.6.3. Analisis estadistico

Se consideraron diferencias significativas a aquellas cuyo p-valor fue menor de 0.05.
Ambas cepas de A. flavus resultaron influenciadas por la disminucion de pH, mientras que la
variacion de temperatura no les afectdé de manera significativa. Sin embargo, A. niger
presentd el comportamiento opuesto, ya que sélo se observaron diferencias significativas
cuando la temperatura vario. De hecho, esta fue la Unica cepa donde se acelerd el

crecimiento cuando se modifico ésta de 25 °C a 37 °C.

La disminucién de crecimiento comentada con anterioridad respecto al pH 3 se ratifico al
obtener los GR mas bajos. Ademas, como también se ha visto antes, la temperatura de frio
provocd un claro retardo en el desarrollo de la colonia de las dos cepas de Penicillium,
descendiendo bruscamente el GR. Por su parte P. expansum mostré diferencias significativas

entre los pH 3 y pH 7, mientras que P. roqueforti no las mostré al comparar los tres pH.
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4.6.4. Discusion de los resultados de otros autores

Los resultados expuestos estan en concordancia con los encontrados por otros autores.
Asi, Lopez-Malo A, et al. (2005) encontraron una clara disminucién del radio de la colonia de
A. flavus al disminuir el pH y la actividad de agua (a,,), con una ligera modificacién del tiempo
de germinacién. Holmquist G. U., et al. (1983) obtuvieron la misma conclusién, con una
reduccion notable de Aspergillus al reducir a pH 3. Respecto a la temperatura, Plaza P., et al.
(2003) observaron una disminucién de la fase Lag y del tiempo de germinacién de P.

digitatum y P. italicum al variar las condiciones de crecimiento de 25 °Ca 10 °C.
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5. CONCLUSIONES

Los tres aceites esenciales (canela, orégano y clavo) mostraron la misma actividad
antifungica que sus respectivos compuestos mayoritarios (cinamaldehido, carvacrol y
eugenol). Esta misma conclusidon se obtuvo tanto mediante el método de difusién en disco

como en macrodilucién en medio liquido.

Sin embargo, a la hora de determinar la actividad antifingica de los aceites esenciales, el
método de macrodilucién en liquido se presenté como un método mas reproducible que el
método de difusidn en disco. Ademas, de esta manera se permite la cuantificacion tanto de

la Concentracidon Minima Inhibitoria (MIC) como la Concentracion Minima Fungicida (MFC).

Comparando los tres aceites esenciales estudiados, el aceite esencial de canela fue la
sustancia que mostré una mayor actividad tanto en el método de macrodilucién en liquido,
como en el método de dilucion en medio de cultivo. En este ultimo experimento, el

tensioactivo sintético probado, LAE, mostrd una actividad muy reducida.

Los aceites esenciales de canela y orégano demostraron en primer lugar una clara
diferencia en cuanto a la influencia del tiempo de exposicidn en fase vapor. De esta manera,
en el caso de canela no se obtuvieron diferencias entre los cuatro tiempos evaluados,
mientras que en el caso de orégano se observd una pérdida de actividad cuando el disco
activo se retird tras las primeras 24 horas. Ademds de esto, el aceite esencial de canela
demostré la importancia de incluir el agente activo antes de que el moho comience a
desarrollarse. De esta manera, la aplicacién de la canela una vez que el moho habia
comenzado a crecer, redujo considerablemente su actividad, siendo ésta menor cuanto mas

desarrollado se encontraba el moho inicialmente.

Por ultimo, a pesar de que las modificaciones de pH y de temperatura afectan
visiblemente al crecimiento del moho, dichas variaciones no afectaron a la actividad de las
seis sustancias evaluadas. De esta manera, los resultados mostraron en todos los casos una

actividad estable a pesar de las fluctuaciones externas.

151






CAPITULO 3

EVALUACION ANTIFUNGICA DE UN ENVASE ACTIVO

CON ACEITE ESENCIAL DE CANELA

1. Introduccion

2. Objetivos

3. Materiales y métodos
4. Resultados y discusion

5. Conclusiones






SECCION IlI: Capitulo 3

1. INTRODUCCION

Como se ha visto en el capitulo anterior, los aceites esenciales estudiados han
demostrado poseer una gran actividad antifungica frente a todas las cepas de moho
evaluadas. Ademas, la marcada accion de los mismos tanto por contacto directo como en

fase vapor permite orientar el envase activo hacia una gran variedad de alimentos.

Sin embargo, a la hora de disefiar un envase activo no sélo hay que tener en cuenta la
actividad del antimicrobiano frente a las cepas predominantes en el alimento al cual va

orientado, ya que hay otros aspectos a considerar que pueden influir en la actividad de éste.

1.1. Importancia de la concentracion de indculo y de Ila

concentracion de activo en el envase

Una de las primeras razones en la que hay que pensar cuando un envase activo fracasa,
es si la concentracion de agente antimicrobiano (en este caso antifungico) aplicada ha sido

suficiente.

Sin embargo, como se desarrollara mas adelante en la primera parte experimental de
este capitulo, la concentracidon necesaria no sélo depende de la potencia del agente activo,
sino también del tamafno del inéculo presente. Ademds, hay que considerar la fase de
crecimiento del microorganismo en cuestidn, ya que a diferencia de las bacterias cuya fase
estacionaria se alcanza a las 24 horas, en los mohos ésta lo hace tras varios dias de

incubacion.

1.1.1. Influencia de la concentracion de aceite esencial

Muchos autores han investigado la influencia de la concentracidon del activo en la
actividad antimicrobiana alcanzada. Hace ya algunos afos Boyraz N., et al. (2006) sefialaban
que la proteccion durante la produccién de un producto alimenticio es vital, puesto que al
comienzo la carga inicial de microorganismos es baja. En este trabajo los autores
comprobaron que Satureja hortensis L. inhibe el crecimiento de la colonia de Botrytis

cinérea y Alternaria mali, siendo mas efectiva la accién al aumentar la dosis del activo.
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Este mismo hecho ha sido constatado en muiltiples trabajos a lo largo de los afios,
encontrando muchos ejemplos en la bibliografia. Khan M. S. A., et al. (2011) no sdlo
determinaron la dependencia de la dosis de activo en el crecimiento radial de Aspergillus
fumigatus y Trichophyton rubrum, sino que también observaron diferentes dafios en la

morfologia del moho segln la concentracién y el tiempo de exposicién del aceite esencial.

Como es légico, también la concentracion de los aceites esenciales puede influir en su
actividad antimicotoxigénica, sirviendo como ejemplo el trabajo de Passone M. A, et al.
(2013) donde muestran la reduccién de aflatoxina B1 en cuatro mohos a diferentes

concentraciones de aceite esencial en fase vapor.

1.1.2. Influencia de la concentracion del inéculo

Sin embargo, igual que los ejemplos citados, la mayoria de trabajos estudian la
influencia de un rango de concentracion de activo pero frente a una dosis fija de indculo.
Cabe mencionar que la actividad de los aceites esenciales esta relacionada con la carga
microbiana, tal y como demuestran las curvas de muerte del trabajo de Rasooli I., et al.

(2006).

Por todo esto, resulta esencial determinar la influencia de ambas concentraciones, ya
que en condiciones donde se espere una menor contaminaciéon del producto, la dosis
necesaria para su proteccidon sera menor. Las ventajas de todo ello son evidentes, ya que
una disminucion en la concentracion de aceite esencial se traduce en una mejor aceptacion

del producto y en una reduccién del coste de produccién del envase.

1.2. Liberacion de los compuestos volatiles desde el material

Ademas de evaluar las diferentes concentraciones de aceite esencial y de indculo, a la
hora de disefiar un envase activo hay que tener en cuenta el sustrato que se va a emplear.
El grado de retencidn del aceite esencial por parte del material influird en la liberacién de
sus compuestos volatiles, limitando en mayor o menor medida la accién antimicrobiana

alcanzada.

Debido a esto, la concentracién de aceite esencial que alcance finalmente el medio de
cultivo o el alimento, dependerad principalmente de la cantidad de aceite esencial

depositada inicialmente y de la velocidad de liberacién del mismo. Es evidente que

156



SECCION IlI: Capitulo 3

dependiendo del tipo de producto y de la situacién de almacenamiento en el que éste vaya

a encontrarse, se deseara una liberacion mas o menos rapida del agente activo.

Aunque pueda parecer un tema reciente, la preocupacion por una liberacion controlada
por parte de los envases de alimentos lleva siendo investigada desde hace afios. En un
excelente review que data de hace casi 20 afnos, se destaca la microencapsulacion como el
método de liberacidn controlada mdas comun en la industria alimentaria. El trabajo presenta
modelos matematicos para diferentes tipos de liberacidén del agente activo como son la
difusién, la biodegradacion, la absorcion (“swelling”) y presién osmética (Pothakamury U.

R., etal., 1995).

Mas recientemente, muchos han sido los autores que han continuado estudiando el
perfil de liberacidn de los compuestos volatiles. En el caso del envase activo, en primer lugar
hay que tener en cuenta la composicién de los aceites esenciales, siendo mas volatiles los
monoterpenos hidrocarbonados que los oxigenados. Asi mismo, debido a una mayor
longitud de cadena, los sesquiterpenos hidrocarbonados, mayores constituyentes del aceite
esencial de Zingiber officinale le confieren un perfil de liberacion mas lento, con un
coeficiente n de velocidad de liberacion mas elevado segun la ecuacion de Peppas (Owolabi
M. S., et al., 2013). En un trabajo llevado a cabo con un total de 72 aceites esenciales, se
obtuvo una mayor actividad en fase vapor en aquellos compuestos que presentaban
aldehidos y fenoles como grupo funcional, seguido de alcoholes, cetonas, ésteres, éteres y

oxidos y finalmente, hidrocarburos (Inouye S., et al., 2006).

La presente tesis doctoral ha tenido como objetivo el estudio de actividad antifingica y
antimicotoxigénica de un envase activo, asi como el estudio del mecanismo de accion del
mismo sobre los mohos. Como bien se ha introducido en la seccién | y como se vera a lo
largo de este capitulo, los materiales empleados a lo largo de todo el trabajo fueron
fundamentalmente PP (Polipropileno) y PET (Polietileno de Tereftalato). Sin embargo, dado
el creciente numero de trabajos cientificos publicados en los ultimos afios (concretamente
en el 2013-2014) sobre materiales biodegradables para el envase de alimentos, se ha
querido aprovechar esta ocasién para hacer un resumen sobre los pardmetros que se
estudian con mayor frecuencia en estos. Dicha informacidn viene contenida en la parte final
de la discusion del presente capitulo. Como es evidente, los pardmetros estudiados en cada

caso guardan una estrecha relacidn con las necesidades de cada material empleado ya que
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la preocupacién en muchos casos se enfocara hacia la pérdida de las funciones mecanicas y

de las propiedades barrera.

1.3. Propiedades mecanicas y permeabilidad de los materiales de

envase

Existen multiples factores que pueden afectar al envase, que van desde los golpes
externos que pueda sufrir, radiaciones ultravioleta y microondas, hasta la composicion del

alimento, las condiciones de almacenamiento, etc.

Sin embargo, como hemos visto en la introduccidn general, la eleccion del material
condicionara la actividad del envase activo, y ésta a su vez, dependerd también de la
estabilidad del sustrato. Ademas, el activo incorporado también puede jugar un rol
fundamental, ya que puede modificar negativa o positivamente las propiedades originales

del material.

Algunos de los pardmetros mecanicos que suelen estudiarse son: la fuerza tensil o tensil
strenght (TS), elongacién hasta el punto de fractura y elasticidad. Por otra parte, la

permeabilidad suele evaluarse frente al vapor de agua (WVP), oxigeno y didxido de carbono.

1.4. Otras variables que pueden afectar al envase

Ademas de las propiedades intrinsecas del material discutidas anteriormente, como ya
se ha visto a lo largo de la tesis, el éxito de un envase activo antifungico se alcanzara con la
inhibicién completa del moho. Sin embargo, como se ha expuesto en los puntos previos, las
condiciones de almacenamiento (aw, temperatura, pH, tiempo de almacenamiento, etc.)
van a jugar un papel importante en la proteccidn del alimento, ya que condicionan entre
otros aspectos, la liberacion del activo desde el sustrato. Asi mismo la actividad de agua
(aw), la temperatura y el pH son variables que afectan directamente al desarrollo del moho,
es decir, a la germinacion de las esporas, el desarrollo del micelio y la posterior produccion
de micotoxinas. En tercer lugar, hay que tener en cuenta la posible influencia de esas

mismas variables en la actividad del aceite esencial incorporado.

De esta manera, vemos que el envase antifingico es un sistema, un bloque en el cual

para que funcione habra que considerar varios aspectos como son, el grado de sensibildad
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de la cepa, la potencia antifingica del agente activo elegido, la composicién del alimento (o

medio de cultivo) y el material del envase, entre otros.
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2. OBJETIVOS Y ESQUEMA DE TRABAJO

Este capitulo se disefid en funcion de dos objetivos principales. El primero de ellos fue el
estudio de la influencia que tiene en la actividad de los aceites esenciales, el tamafio del
inéculo y la concentracién de agente activo. Dicho objetivo se llevd a cabo por medio de
tres experimentos independientes: por contacto directo en medio liquido, por difusion en
disco en fase vapor, y por medio de la actividad de un envase activo de PET (Polietileno de

Tereftalato).

El estudio de contacto directo en medio liquido se llevd a cabo midiendo la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracién Minima Fungicida (MFC) de tres
aceites esenciales (canela, orégano y clavo) y sus compuestos mayoritarios respectivos
(cinamaldehido, carvacrol y eugenol), todos ellos a cuatro concentraciones de inéculo de
moho. Esto se realizé mediante el método de macrodiluciéon en medio liquido empleado en
el capitulo anterior. Para el siguiente experimento en fase vapor se evaluaron dos
concentraciones de indculo frente a cuatro voliUmenes de aceite esencial de canela, esta vez
mediante difusidn en disco en medio sdlido. El Ultimo experimento de este bloque, también
llevado a cabo en medio sdlido, fue el estudio de la actividad antifungica de un envase
activo en fase vapor. Para ello, se evaluaron films de PET incorporando canela en un rango

de concentraciéon y estudiando su actividad frente a tres concentraciones de indculo.

De manera similar al capitulo 2, se quiso estudiar la influencia de las variables de pH y
temperatura en la actividad de los aceites esenciales. Este experimento se llevé a cabo
mediante el estudio en fase vapor de films activos de PP (Polipropileno) incorporando
canela en un rango de concentracién. En este caso se estudié una sola concentracién de
indculo pero ampliando el estudio a cuatro cepas diferentes. En total se estudiaron dos pH y

dos temperaturas posibles de crecimiento para cada cepa.

En ambos experimentos llevados a cabo con el material (PET y PP), ademas de la
actividad a corto plazo, se estudié la actividad a largo plazo (durabilidad y estabilidad), asi

como la accién fungiestatica o fungicida alcanzada.

En la figura 3.1 se muestra el desarrollo experimental llevado a cabo en este capitulo.
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CAPITULO 3

Estudio de un envase de PP activo
con canela en fase vapor,
a diferente pH y temperatura

Estudio de la influencia de la concentracion
de aceite esencial y de inéculo

= MICy MFC de seis sustancias | ro------booo-—--

E_ J:\/ Métodos 3.5.

'v' Resultados 4.1.

= Método de difusién en disco: fase vapor

_J:\/ Métodos 3.6. E
'v' Resultados 4.2.!

= Envase de PET activo con canela en fase vapor

_i\/ Métodos 3.7. E
'v' Resultados 4.3.!

Fig. 3.1 Disefio experimental del capitulo 3.
Como puede observarse, cada experimento realizado se explica en su apartado de “métodos” y
“resultados” correspondientes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Instrumentos

Ademas de los instrumentos y materiales utilizados de manera rutinaria a lo largo de

toda la tesis (ver apartado 3.1 del capitulo 1), en este capitulo se emplearon:

pH-metro Seven Easy (Mettler Toledo).
Discos de papel de filtro de 9 mm (Whatman).
Calibre digital (0-150 mm) (COMECTA S.A.).

Agitador rotacional, mini twist (Select Bioproducts).

AN NN RN

Brida de Nylon.

3.2. Agentes antifiingicos

Se utilizaron las mismas sustancias naturales que en el capitulo 2 (ver tabla 2.1). Es

decir, estos fueron los siguientes:

Aceite esencial de canela (CIN).
Aceite esencial de orégano (OR).
Aceite esencial de clavo (CLO).
Trans- cinamaldehido (CINAM) 99 %.
Carvacrol > 97 % (CARV).

D N N N N NN

Eugenol 99 % (EUG).

En el capitulo 2 se puede encontrar el resto de informacidon en relacién a la
nomenclatura de la planta, la procedencia de cada sustancia, el nimero CAS (ver tabla 2.1),

asi como la composicién de las atmdsferas de los tres aceites esenciales (ver tabla 2.2).

3.3. Cepas de mohos y medios de cultivo

Todos los mohos estudiados en la tesis, pertenecen a la Coleccion Espafiola de Cultivos

Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia (Espaia).
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A lo largo de este capitulo, se emplearon las siguientes cepas (tabla 3.1). Todas ellas se
incubaron dentro de las condiciones de cultivo recomendadas por la CECT. Como ya se
explicod en el capitulo anterior (ver apartado 3.4), los dias hacen referencia al tiempo de
incubacién necesario para la extraccidon del indculo inicial (preincubacion). Por otra parte,
en cada uno de los métodos del capitulo se especificara la cepa empleada en ese caso, asi

como las condiciones de cultivo requeridas.

Tabla 3.1 Cepas utilizadas a lo largo de este capitulo 3.

Todos los cddigos corresponden a la CECT (Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo). Los
dias de incubacién hacen referencia a la incubacion previa para la utilizacién de dicha
cepa, de manera que el tiempo de cada experimento varid segun el objetivo.

Cepa (codigos CECT) Abreviatura d:ﬂci(?tii(:/o Inc(l:jtl?:;:)ién

Aspergillus flavus 2949 A. flavus 2949 N:Eﬁ;:)%l) 7

Aspergillus flavus 2687 A. flavus 2687 MEA 7
Penicillium roqueforti 2905 P. roqueforti PDA 7
Penicillium expansum 2278 P. expansum PDA 7

* Los indculos de esta cepa se extrajeron desde medio de cultivo PDA, ya que era mas
favorable para la recogida de esporas. Sin embargo, las posteriores siembras de los
experimentos en medio sélido, se hicieron sobre MEA o CZP.

En este capitulo se utilizaron los siguientes medios de cultivo:

PDA: Potato Dextrose Agar (Scharlab).
MEA n? 1: Malt Extract Agar (Scharlab).
CZP: Czapek (Scharlab).

YEB: Yeast Extract Broth (Scharlab).

RN NEENERN

Para las diluciones de indculo se empled NaCl al 0.9 % (Panreac).

Todos los caldos y medios de cultivo fueron preparados segun las indicaciones de cada
uno de ellos y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, excepto en el caso de

MEA, donde se recomienda su esterilizacion a 115 °C durante 15 minutos.
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3.4. Materiales activos

Los envases activos evaluados en esta tesis contenian el aceite esencial de canela como
agente antifingico. El desarrollo de los mismos se llevd a cabo mediante una colaboracion
del grupo GUIA con la empresa ARTIBAL (Sabifidanigo, Espafia), gracias a una nueva
tecnologia patentada que permite la aplicacion del aceite esencial en la superficie tratada

del polimero (Garcés O., et al., 2004).

A continuacidon se muestran las caracteristicas de los dos materiales utilizados.

3.4.1. Films de PET (Polietileno Tereftalato)

Los films de PET utilizados fueron proporcionados por Artibal y consistieron en laminas
de 25 um de espesor, recubiertos con una formulacién organica que contenia el aceite
esencial de canela a diferente concentracion. El gramaje fue de 2-2.5 g/m’ Las
concentraciones evaluadas de canela fueron 2, 4, 6 y 8 %, correspondiendo cada punto

porcentual a 0.0355 g/m”.

3.4.2. Films de PP (Polipropileno)

De manera parecida, las laminas de PP (Artibal) contaban con 30 um de espesor y
estaban recubiertas con una formulacién organica conteniendo 2 %, 4 % y 6 % de aceite
esencial de canela en la formulacién del recubrimiento. El gramaje en este caso fue del 2.5

2

g/m’.

Ademds, se dispuso en ambos casos de films testigo (PET 0 % y PP 0 %), los cuales
presentaban la misma formulacidn que los activos pero sin el aceite esencial de canela. Las

[dminas activas fueron preparadas el mismo dia o el dia anterior a la realizacion del ensayo.

3.5. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y
de indculo: Concentracion Minima Inhibitoria (MIC 6 CIM) y

Concentracion Minima Fungicida (MFC 6 CFM) de seis sustancias

Como se ha explicado al comienzo de este capitulo, este experimento forma parte del

primer objetivo: el estudio de la influencia de la concentracidon de aceite esencial y de
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indculo. Esto se llevd a cabo por medio de tres experimentos independientes, siendo éste el

primero de ellos.

Para ello, se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y la Concentracion
Minima fungicida (MFC) de las seis sustancias empleadas en el capitulo anterior, pero esta

vez frente a diferentes concentraciones de inéculo.

De esta manera, se evalud la actividad de los aceites esenciales de canela, orégano y
clavo, y sus respectivos compuestos mayoritarios cinamaldehido, carvacrol y eugenol,

frente a cuatro concentraciones de indculo de A. flavus 2949.

Como se ha explicado en ocasiones anteriores, el moho fue primero incubado en medio
solido PDA durante 7 dias, tiempo tras el cual se extrajo el indculo y se ajusté a una
concentracién de 10’ CFU/mL por medio de la medicién de absorbancia (ver capitulo 1y
apartado 3.5.2 del capitulo 2). A partir de ésta, se hicieron tres diluciones (1/10) en NaCl 0.9

% hasta llegar a la concentracién de 10* CFU/mL.

El método llevado a cabo fue el mismo que el explicado en el apartado 3.9.1 del capitulo
2 (ver figura 2.9). En resumen, se inocularon 200 pL de cada concentracion de indculo
preparada, en tubos que contenian 1.78 mL del medio de cultivo liquido estéril (YEB),
afiadiéndole finalmente a la mezcla 20 pL de la dilucidon correspondiente de cada agente
activo. Los controles se formaron de la misma manera, pero afiadiendo 20 pL de etanol en
el lugar del compuesto activo. Los antifungicos evaluados fueron: tres aceites esenciales
(canela, orégano, clavo) y sus compuestos mayoritarios (cinamaldehido, carvacrol y
eugenol). Estos fueron preparados previamente por medio de diluciones seriadas en etanol,
en un rango de concentracion de 320 mg/mL a 2.5 mg/mL. La composicién de las

atmosferas de los tres aceites esenciales se detalla en el capitulo 2 (ver tabla 2.2).

De esta manera, teniendo en cuenta el ultimo factor de dilucién en el tubo problema,
las concentraciones finales de inéculo en el tubo de ensayo fueron de 10°-10° CFU/mL, y las

de agente activo de a 3.2 mg /mL a 0.025 mg/mL.

Todos los tubos se incubaron a 25 °C durante 48 horas, tiempo tras el cual se definio la
MIC como la concentracion mas baja donde no se observd crecimiento en el tubo en
comparacion con el control. Finalmente, se sembraron por extensidén con asa de Drigalsky

100 pL en medio MEA de todas aquellas concentraciones donde no hubo desarrollo de
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moho. Tras cinco dias de incubacion de dichas placas, se determiné la MFC como la

concentracion inferior de compuesto activo que no produjo crecimiento en la placa.

Esta evaluacion se realizd un minimo de tres veces, cada una de ellas por duplicado.

3.6. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y

de indculo: Método de difusion en disco en fase vapor

Tras la determinacién anterior en medio liquido, se quiso estudiar la influencia de dos
concentraciones de inéculo en la actividad en fase vapor de cuatro volimenes de aceite

esencial de canela.

Esto se llevd a cabo sobre la cepa A. flavus 2949, ajustando el indculo hasta una
concentracién de 10° CFU/mL (ver capitulo 1 y apartado 3.5.2 del capitulo 2), haciendo dos
diluciones (1/10) en NaCl 0.9 % para llegar a un inéculo final de 10* CFU/mL. Las
concentraciones de indculo empleadas fueron: 10° CFU/mL y 10* CFU/mL. De cada una de
ellas se sembraron 100 uL en placas Petri conteniendo 15 mL de medio de cultivo MEA. Para
la evaluacién en fase vapor, el aceite esencial de canela se deposité en un disco de
Whatman sobre la tapa de la placa Petri, de la misma manera a la explicada en el punto
3.5.3 del capitulo 2 (ver figura 2.8). Se evaluaron cuatro volimenes de canela sobre cada
concentracion de indculo, esto es: 2.5 pL, 5 pL, 10 puL y 20 pL. Al igual que ocurria en el
experimento 3.6 del capitulo 2, los controles sirvieron para comprobar el correcto
crecimiento de la cepa, ya que no se midieron halos de inhibicidn en esos casos al no

formarse inhibicion alguna.

Se realizaron tres réplicas por cada concentracién de canela y de indculo, cerrando
todas las placas con parafilm para evitar la pérdida de los compuestos volatiles, e
incubandolas en la estufa a 25 °C durante 7 dias, momento en el cual se tomaron los
resultados. La lectura de los halos formados en torno al disco de inhibicion (halos de

inhibicidn) se realizé por medio de un calibre digital.

3.6.1. Analisis estadistico

Se analizaron los halos de inhibicién (H.l.) obtenidos en busca de posibles diferencias
significativas. Para ello, se compararon las medias por medio de la distribucion t-student y

Anova de 1 factor, dependiendo del tipo de datos y tal y como vimos en varias ocasiones en
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el capitulo 2 (ver por ejemplo el apartado 3.6.3 del capitulo 2). Se utilizé para ello el

programa estadistico SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

El analisis de las diferencias en el H.l. de dividié en dos partes: a) las diferencias entre
dos indculos distintos para un mismo volumen de canela y b) las diferencias entre los cuatro
volimenes de aceite esencial pero con el mismo indculo. En todos los casos el nivel de

confianza fue del 95 %.

a) Andlisis estadistico: diferente concentracion de inoculo frente al mismo

volumen de aceite esencial de canela

El primer caso se llevo a cabo por medio de una comparaciéon de medias para muestras
independientes segun la distribucion t-student. La variable numérica correspondié a los
halos de inhibicién (mm), mientras que las dos concentraciones de indculo (10° y 10*
CFU/mL) hicieron referencia a la variable de agrupacion. Previamente al analisis de medias,
se estudidé la homocedasticidad de ambos grupos, asumiendo la igualdad de varianzas
cuando el nivel de significaciéon de la prueba de Levene fue mayor de 0.05 y rechazdndola
cuando ésta fue menor de 0.05. De esta manera, la prueba T para la igualdad de medias se
realiza considerando el resultado obtenido por Levene, difiriendo las medias
significativamente en el caso de obtener una significacion menor de 0.05 y aceptando la

igualdad de medias (hipdtesis nula) en el caso de ser mayor de 0.05.

b) Misma concentracion de inéculo frente a diferentes volumenes de aceite

esencial de canela

Por otra parte, se analizaron los HI dentro de cada concentracion de indculo, respecto a
los cuatro volumenes de canela (2.5, 5, 10 y 20 pL) por medio de Anova de 1 factor (ver
apartado 3.6.3 capitulo 2). La homocedasticidad se evalué por la prueba de Levene
explicada previamente, determinando la diferencia entre las medias por medio de Welch o
Brown-Forsythe (en el caso de no asumir varianzas iguales) o por Anova (asumiendo
varianzas iguales). A continuacidn, se identificé el origen de las diferencias significativas
obtenidas por medio de las comparaciones multiples post-hoc, aplicando el test de
Bonferroni en el caso de asumir igualdad de varianzas, y el T3 de Dunnet en el caso
contrario. De la misma manera que antes, las medias difirieron significativamente en

aquellos casos donde el nivel de significacidon fue menor de 0.05.

167



SECCION IlI: Capitulo 3

3.7. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y

de indculo: envase de PET activo con canela en fase vapor

Este experimento constituyo el final del primer objetivo de este capitulo. Se estudié la
actividad antifungicas de films activos de PET con canela en fase vapor frente a A. flavus
2949, evaluando la influencia del tamafo de inéculo y de la concentracidn de activo en la
actividad alcanzada. El trabajo se dividid en tres etapas: la evaluacién a corto plazo (o
“short-term”), la evaluacion a largo plazo) o “long-term”) y el estudio del efecto antifungico
o antiestatico de la actividad antifungica. Para ello se llevaron a cabo dos experimentos

independientes como se muestra en el diagrama de la figura 3.2.

De esta manera, las laminas de films de PET activos con canela se evaluaron a dos
tiempos diferentes, es decir, inmediatamente tras su preparacién (1°" experimento) y tras 2

meses de almacenamiento de éstas a 4 °C (22 experimento).

Films de PET activos con canela }--- :

| ]

Evaluacion inmediata

1*" experimento

Evaluaciéon inmediata

22 experimento
(REPETICION
del 1* experimento)

[—> Incubacion 12 dias

- - - | “Short-term evaluation”

T

|

|

:

|

I___ ¢Accion fungicida v

o fungiestatica? Estabilidad de la actividad

|

|

C—> Incubacion 2 meses |
| |
L - - Durabilidad de la actividad ;

1

| o .

L - - {Accionfungicida ______ » | “Long-term evaluation”
o fungiestatica?

Fig. 3.2 Diagrama de trabajo del experimento con los films activos de PET con canela.
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La preparacién de las muestras fue en todos los casos la misma. En primer lugar, se
extrajo un inéculo de la cepa A. flavus 2949 ajustando el inéculo a una concentracién final

de 10°CFU/mL (ver capitulo 1y apartado 3.5.2 del capitulo 2).

Para estudiar la influencia del tamafio del inéculo se realizaron dos diluciones (1/10) de
la suspensién inicial, de manera que al final se utilizaron tres concentraciones de moho: 10°
CFU/mL, 10° CFU/mL y 10" CFU/mL. De cada una de las diluciones de inéculo se sembraron
por extensidn 100 pL en medio de cultivo sélido CZP. Las muestras activas se formaron tras
sustituir las tapas de la placa Petri por films de PET activo con canela (2, 4 ,6 y 8 %),
sujetandolos a la placa por medio de una brida de nylon (figura 3.3). La distancia entre el
medio de cultivo y la placa fue de 0.8-1 cm. Se afiadieron dos tipos de controles, placas
cubiertas con PET testigo sin canela (PET 0 %) y placas cerradas con la tapa normal. Estas
ultimas se introdujeron en bolsas de polietileno sin cerrar, para evitar posibles

contaminaciones cruzadas en la estufa.

Todas las muestras se realizaron por triplicado y se incubaron a 25 °C con el medio de

cultivo hacia arriba.

Fig. 3.3 Colocacion del PET para su evaluacion en fase vapor.
Cierre mediante la brida de nylon.

Las placas preparadas a tiempo cero se incubaron durante 12 dias para la evaluacién de
su actividad antiflingica a corto plazo (“short-term evaluation”). Sin embargo, interesaba
estudiar dos parametros intimamente relacionados con la actividad a largo plazo de los
materiales (“long-term evaluation”). Por un lado, tras la evaluacion a corto plazo se alargo el
tiempo de incubacidn de las placas hasta un total de 2 meses, de manera que nos aportara
informacién sobre la durabilidad de la actividad antifingica. Por otro lado, interesaba
estudiar la estabilidad de los materiales. Como se ha podido ver en el diagrama (fig.3.2),
esto se llevd a cabo repitiendo de nuevo el mismo experimento con ldaminas que habian sido
preparadas con anterioridad. Esto es, parte de las laminas de PET activas preparadas al

comienzo para su primera evaluacidon se guardaron en nevera (6 °C) durante 2 meses,
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repitiendo de nuevo el experimento entero tras dicho periodo. Para evitar una
contaminacion cruzada entre ellas, las laminas almacenadas se separaron en funcién de la
concentracion de canela y se colocaron de manera extendida. Tras esto, cada lote de
concentracion se envolvié en papel de celulosa y posteriormente, en dos capas de papel

aluminio.

En todos los casos se midié el crecimiento del moho diariamente, utilizando para ello
una escala cualitativa, de manera que permitiera poder comparar el crecimiento de los
diferentes materiales y a diferentes concentraciones. Se establecié para ello la siguiente
escala: (0) no crecimiento, (1) crecimiento inicial, (2) crecimiento medio, (3) fuerte
crecimiento y (4) crecimiento completo. En la figura 3.4 puede apreciarse un ejemplo de

dicha escala.

Fig. 3.4 Escala cualitativa en funcion del crecimiento del moho:

(0) inhibicién total, (1) poco crecimiento, (2) sobre el 50 %, (3) alrededor del
75 %, (4) crecimiento completo. Las imagenes corresponden a A. flavus bajo
films activos de PET con aceite esencial de canela.

Por ultimo, tanto en el experimento a corto como a largo plazo, se determiné si la
actividad antiflingica alcanzada fue “fungiestatica” o “fungicida”. Esto se llevé a cabo por
medio de dos procedimientos. En el primero de ellos, la mitad de las placas donde no se
habia producido ningln crecimiento se liberaron de la exposicion del activo, sustituyendo
los films por tapas nuevas normales. La otra mitad de las placas inhibidas (sin crecimiento

de moho) se lavaron con 9 mL de agua destilada conteniendo 0.1 % de Tween 80,
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sembrando después 100 pL de dicho lavado en placas nuevas de medio de cultivo. En
ambos casos, se refiri6 como “fungiestatica”, a aquella concentracion que aunque
inicialmente inhibia el crecimiento, permitia su desarrollo posterior, mientras que se

consideraron “fungicidas” a las que no produjeron crecimiento en ninguno de los casos.

3.8. Estudio de un envase activo con canela, a diferente pH y

temperatura

Las cuatro cepas evaluadas en esta ocasion fueron: A. flavus 2949, A. flavus 2687, P.
roqueforti y P. expansum. Se extrajo el inéculo de cada una de ellas, ajustandolo a 10°
CFU/mL (ver capitulo 1 y apartado 3.5.2 del capitulo 2) e inoculando 100 pL de cada
suspension en las placas Petri con el medio de cultivo. En este caso se empled MEA para las

dos cepas de A. flavus, y PDA para el género Penicillium.

Las placas control y activas se formaron siguiendo el mismo procedimiento explicado en
el apartado 3.7, es decir, en el caso de las muestras activas con canela, las tapas de las
placas Petri se sustituyeron por los films de PP activos con canela (PP 2, 4, y 6 %),
sujetandolos a la placa por medio de una brida (ver fig. 3.3). Como en el caso anterior, se
afiadieron dos controles diferentes: placas con films testigos sin canela (PP 0 %) y placas
cerradas con la tapa normal de la placa Petri. Todas las muestras se realizaron por

triplicado.

El experimento se dividié en dos partes, como se muestra en el diagrama de la figura
3.5. De esta manera, en primer lugar se evalud la actividad antifungica del PP activo con
canela bajo diferentes temperaturas de incubacién frente a cuatro cepas. Se eligieron dos
temperaturas de incubacion para cada cepa, siendo 25 °Cy 37 °C en el caso de las dos cepas
de A. flavus, y de 25 °Cy 6 °C en el caso de P. roquefortiy P. expansum. Cabe mencionar que
en este caso no se modificd el pH del medio de cultivo, siendo éste de 5.6 tanto en el medio

PDA como MEA.

Una vez hecho esto, se procedié a evaluar la actividad antifungica de los materiales de
la misma manera, pero bajo a un pH mas acido (pH 3). Esto se realizé frente a dos de las
cepas anteriores, A. flavus 2949 vy P. roqueforti, incubandose asi mismo las muestras a las

dos temperaturas de estudio establecidas para cada cepa.
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Films de PP activos con canela

TEMPERATURA TEMPERATURA Y pH
: | v Métodos 3.8. i | ___1 ¥ Métodos 3.8. i
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Fig. 3.5 Diagrama de trabajo del experimento con los films activos de PP con canela.

En este punto cabe recordar, tal y como vimos en el capitulo 2, que la acidificacién del
medio de cultivo impide la solidificacién de éste tras el proceso de autoclavado (donde se
calientan hasta 115 °C 6 121 °C). Para solventar este problema, los medios de cultivo fueron
acidificados en funcidon de la optimizacién de un experimento anterior explicado en la

presente tesis (ver apartados 3.10.1 capitulo 2).

Por ultimo, para determinar si la actividad producida por los films activos era fungicida o
fungiestatica, se procedié a lavar una parte de las placas inhibidas mientras que a otras se
les retird la exposicion del film activo sustituyendo los films por tapas de placa Petri
normales. Por lo tanto, esto se llevd a cabo de la misma manera que la explicada con los

films de PET.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y
de indculo: Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) y Concentracion

Minima Fungicida (MFC) de seis sustancias

Los resultados de este experimento se centran en la influencia de las diferentes
concentraciones de indculo en la actividad de los aceites esenciales. La discusion respecto a
la actividad obtenida con cada una de las sustancias no se comentara por tanto en este
caso, debido a que ésta fue debidamente analizada en el capitulo anterior, siguiendo el

mismo método aqui empleado y las mismas sustancias (ver capitulo 2, apartado 4.4).

Cabe recordar, como ya fue discutido en el capitulo anterior, que existen varios
métodos a la hora de representar los valores de estas concentraciones, siendo uno de ellos
la eleccidn del valor obtenido con mayor frecuencia acompafiado de su desviacidn estandar.
Sin embargo, los resultados de la tesis llevados a cabo por esta metodologia de dilucién en
caldo (en capitulos 2 y 3), se han presentado mediante un rango de concentracién. Esta
forma se ha considerado mas apropiada ya que muestra la fluctuacion real que, como ya fue
comentado en su momento, es producto de pequefias variaciones experimentales no
controlables, como variaciones minimas de indculo inicial o diferencias a priori
despreciables pero influyentes en las condiciones de cultivo. Por Ultimo, de la misma
manera que en los experimentos del capitulo 2 a los que se ha hecho referencia, sélo se
consideraron como diferencias notables a aquellas mayores de un orden de dilucidn. Sin
embargo, en el caso de observarse diferencias menores (dentro de un orden de dilucion) de
manera repetida en todas las réplicas y repeticiones del experimento, hablaremos de

“tendencia”.

Los datos concernientes a los aceites esenciales de canela, orégano y clavo se muestran
en la tabla 3.2, mientras que los obtenidos para sus compuestos mayoritarios respectivos

(cinamaldehido, carvacrol y eugenol) se encuentran en tabla 3.3.
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Tabla 3.2 MICy MFC de canela (CIN), orégano (OR) y clavo (CLO) a diferente indculo.

Ambas concentraciones, expresadas en mg/mL, fueron determinadas frente a cuatro
concentraciones de indculo de A. flavus 2949.

A. flavus CIN OR CLO

(CFU/mL) MiIC MFC MIC MFC MIC MFC
10° 0.1 0.2 0.2 0.4 0.4 0.8-1.6
10° 0.1 0.1-0.2 0.2 0.4 0.4 0.8-1.6
10* 0.05 0.05-0.1 0.1-0.2 0.2-0.4 0.4 0.8
10° 0.025-0.05 0.05-0.1 0.1-0.2 0.2-0.4 0.2-0.4 0.4-0.8

Tabla 3.3 MICy MFC de los compuestos mayoritarios a diferente indculo:

cinamaldehido (CINAM), carvacrol (CARV) y eugenol (EUG). Ambas concentraciones,
expresadas en mg/mL, fueron determinadas frente a cuatro concentraciones de
indculo de A. flavus 2949.

A. flavus CINNAM CARV EUG

(CFU/mL) MIC MFC MIC MFC MIC MFC
10° 0.1-0.2 0.2 0.1-0.2 0.4 0.4 0.8
10° 0.1 0.1-0.2 0.2 0.4 0.4 0.8
10" 0.05-0.1 0.05-0.1 0.1-0.2 0.2-0.4 0.2-0.4 0.4-0.8
10° 0.05 0.05-0.1 0.1-0.2 0.2-0.4 0.2-0.4 0.4-0.8

Como se puede observar, las concentraciones de indculo préximas entre si obtuvieron
valores muy cercanos de MIC y MFC, como la MIC de canela entre 10° y 10* CFU/mL, siendo
en esos casos la diferencia maxima observada de un orden de dilucidn (tabla 3.2). Como se
esperaba, la diferencia mayor se encontrd siempre entre la concentracion mas alta y mas
baja de indculo, esto es, 10° CFU/mL y 10° CFU/mL. Sin embargo, sdlo en el caso de canela 'y
cinamaldehido se puede hablar de una diferencia considerable entre ambas
concentraciones mds extremas de indculo. En el caso de canela la MIC aumenté de 0.025-
0.05 mg/mL a 0.1 mg/mL (tabla 3.2), y en el caso de cinamaldehido de 0.05 mg/mL a 0.1-
0.2 mg/mL (tabla 3.3). Se obtuvo la misma diferencia para ambos compuestos en el caso de
la MFC. De esta manera, canela y cinamaldehido demostraron una influencia notable en

cuanto a la importancia de la concentraciéon del indculo.

Por otra parte, en el resto de los casos se obtuvieron valores practicamente constantes

3 4 5 6 . ’ s .
para 10°-10" CFU/mL y 10°-10° CFU/mL, siendo aiin mas evidente en el caso concreto de
orégano y eugenol. Ademas, la diferencia maxima de MIC y MFC entre las concentraciones
mas extremas de indculo, fueron menores de un orden de diluciéon. De esta manera, en
estos casos la actividad del aceite esencial mostré menor dependencia de la concentracion
inicial de moho que en canela y cinamaldehido, observandose una leve tendencia sélo al

variar considerablemente el inéculo.
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4.1.1. Discusion de los resultados de otros autores: la concentracion de

inéculo en medio liquido

Los resultados obtenidos coinciden con los de un trabajo previo llevado a cabo en el
grupo GUIA, donde se determind la actividad de los mismos aceites esenciales de canela y
orégano por dilucion en caldo, frente a cuatro concentraciones de indculo de Escherichia
coli. A pesar de tratarse de bacterias, también se observé que la MIC de canela aumentaba
ligeramente (un orden de dilucién) al incrementar en tres logaritmos la concentracion de
indculo, mientras que el orégano y el LAE se mantuvieron constantes a todas las
concentraciones de indculo (Becerril R., 2011). Este hallazgo comun, obtenido tanto en A.
flavus como en E. coli, sugiere una diferencia en el mecanismo de actuacién de las

sustancias evaluadas.

Aunque en el siguiente capitulo se desarrollara con mas detalle el mecanismo de accién
de las diferentes sustancias empleadas en la tesis, en este apartado mencionaremos las
conclusiones obtenidas en cuanto a la influencia del indculo en la actividad de los aceites

esenciales.

4.1.2. Relacion entre el tamaiio del inéculo y el mecanismo de accién

A pesar de que los aceites esenciales llevan afios investigandose, hoy en dia sigue sin
haber datos concluyentes sobre la manera de actuar de los mismos. Sin embargo, el hecho
de haber obtenido la misma conclusién en estos dos experimentos independientes con
bacterias y con mohos, apunta como bien se ha mencionado, a una diferencia en el
mecanismo de accion. En el caso de bacterias, hay autores que sefialan que el
cinamaldehido, principal componente de la canela empleada, actia en la célula penetrando
en su interior. De esta manera, frente a concentraciones elevadas de indculo, las dosis de
canela y cinamaldehido podrian consumirse o inactivarse debido a su introduccién en el
interior celular (Becerril R., 2011). En el caso de los mohos, como es habitual, son mas
escasos los estudios centrados en esta linea de investigacidon. Sin embargo, se ha
encontrado la misma conclusiéon en dos trabajos encontrados de micologia clinica, donde
determinaron las MIC y MFC de varios antifungicos clinicos en diferentes cepas por dilucion
en caldo. A pesar de que observaron ciertas variaciones segun la cepa y el antifungico
empleado, se obtuvo en general una fuerte dependencia de la concentracion del indculo en

las determinaciones de ambas concentraciones. En ambos trabajos sefialaron que el efecto
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del tamafio del indculo parece estar relacionado con el mecanismo de accion de las
sustancias, siendo mas acusado en caso de los antifingicos cuya accién antimicrobiana se

basa en un sistema enzimatico (Gehrt A, et al., 1995; Lass-Florl C., et al., 2003).

4.2. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y

de indculo: Método de difusion en disco en fase vapor

Como hemos visto en el experimento anterior, la concentracion del indculo claramente
es un factor importante que debemos considerar cuando se determina la actividad de un
aceite esencial. Si bien la metodologia anterior fue llevada a cabo mediante una dilucién en
caldo, es decir, en contacto directo con el moho, en este caso la evaluacién se hizo
mediante un disco de papel de filtro conteniendo canela sin contacto con el moho (en fase

vapor).

Los halos de inhibicion (H.l.) creados por diferentes volimenes del aceite esencial de
canela (2.5, 5, 10 y 20 pL) se midieron al cabo de siete dias en ambas concentraciones de
inéculo, esto es, 10° CFU/mL y 10* CFU/mL. Como se puede apreciar a primera vista, hay
una clara diferencia entre los perfiles de ambos indculos (figura 3.6) mientras que dentro de

cada uno de ellos, la influencia del volumen de canela es menos evidente.
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Fig. 3.6 H.l. (mm) creado por canela en fase vapor a diferente concentracion
frente a dos concentraciones de A. flavus (106 y 10* CFU/mL).

Para poder analizar si las diferencias observadas eran o no significativas (P < 0.05), se
llevod a cabo un andlisis estadistico por SPSS tal y como se ha explicado en la metodologia de

este experimento (ver apartado 3.6.1).
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4.2.1. Analisis estadistico

Se analizaron las diferencias en el HI: a) al variar el inéculo y mantener el mismo

volumen de canela y b) entre los diferentes volimenes de canela sin modificar el inéculo.

En primer lugar, la prueba T para muestras independientes revelé diferencias
significativas entre los dos indculos 10* CFU/mL y 10° CFU/mL a todos los volimenes de

canela excepto el de 20 L.

Por otra parte, dentro del mismo indculo no se obtuvieron diferencias entre los
diferentes volimenes de canela en la concentracién mas baja (10* CFU/mL), encontrandose
un solo caso en la més alta (10° CFU/mL), la cual se detecté entre los volimenes de canela

de 10 pL-20 plL.

Por tanto, como podemos observar, la actividad de canela en fase vapor es mas

dependiente de la concentracién de indculo que de la concentracion de aceite esencial.

Esta misma conclusion ha sido obtenida de manera repetida en experimentos
anteriores. Aunque no se muestran los datos, comentaremos como ejemplo, las
conclusiones de uno de ellos, también llevado a cabo en fase vapor. Al inocular A. flavus por
pincho en el centro de una placa desde una suspensién de 10° CFU/mL, se inhibié
completamente el crecimiento tras colocar un disco en la tapa con 2 pL y 3 pL de canela. Se
aumento el indculo, sembrando 20 pL de la misma suspension anterior por extensidn, sin
encontrar crecimiento con 5 plL de canela en fase vapor. Sin embargo, al inocular finalmente
100 pL desde la misma suspensién de moho (sembrado también por extensidn), si que se
observé crecimiento con 5 pL y 10 uL de canela en fase vapor, obteniéndose ademas halos
de inhibicion muy parecidos entre ambas concentraciones. En otros experimentos, donde se
probaron diferentes inéculos (tanto diferentes volimenes de la misma suspensidn como
diferentes érdenes logaritmicos) y distintos volimenes de canela en fase vapor, se obtuvo

siempre la misma conclusion.

De esta manera, queda demostrada la importancia de la influencia del indculo en la
actividad de los aceites esenciales, habiéndolo determinado tanto en medio liquido en el

primer experimento como en este caso en fase vapor.
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La comparacién de los resultados con otros autores se llevard a cabo en el apartado
siguiente del PET, ya que también en ese experimento con el material activo se estudié la

relevancia del tamafio de indculo.

4.3. Estudio de la influencia de la concentracion de aceite esencial y

de indculo: envase de PET activo con canela en fase vapor

Como se ha explicado anteriormente, este experimento también tuvo como uno de sus
objetivos, el estudiar la influencia del tamafio del inéculo en la accién alcanzada por el
envase activo. Sin embargo, en este caso la evaluacion se llevé a cabo con films de PET

activos, en un rango de concentracién de canela de 2 %-8 % (PET 2 % -8 %).

4.3.1. “Short-term evaluation” o evaluacién a corto plazo

En la figura 3.7 se observan los resultados del crecimiento a corto plazo de A. flavus con

las [dminas control o testigo (PET 0 %) y activos con canela (PET 2 %).
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Fig. 3.7 PET activo con canela en fase vapor frente a A. flavus.

Las barras corresponden a PET control (0 %) y activo (2 % canela). El eje vertical
corresponde a una escala cualitativa descrita en el texto (0-4 puntos), considerando
las tres réplicas. Las concentraciones de inéculo (0) y (-1) corresponden a 10°y 10°
CFU/mL respectivamente. La dilucién siguiente (104 CFU/mL) no se representa en el
diagrama ya que fue completamente inhibida a todas las concentraciones de PET
activo.

El crecimiento de A. flavus en las placas control (PET 0 %) mostrd un ligero retraso entre
las concentraciones de 10° CFU/mL y 10° CFU/mL, traduciéndose en el segundo caso en una

intensidad de esporulacién algo menor. Sin embargo, esta apreciacion no modificé la escala
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aplicada de 5 puntos (desde 0 a 4), ya que ademas de ser cualitativa, no es lo

suficientemente sensible como para poder reflejar este hecho.

Por otra parte, el control de la concentracién mas baja de A. flavus (10* CFU/mL)
alcanzd el crecimiento total un dia mas tarde respecto a las otras, pero debido a que los
films activos inhibieron completamente el crecimiento en todas las réplicas de esta
concentracién, ésta no se muestra en el diagrama. Lo mismo ocurre en relacién a las
concentraciones de canela de 4 %, 6 % y 8 % ya que las tres produjeron inhibicidn total en
todos los casos. Debido a esto, la figura 3.7 sélo muestra los datos que pueden
representarse, que son los correspondientes al control y PET 2 % canela frente a 10°y 10°

CFU/mL.

Como podemos observar en la figura 3.7, las barras negras muestran el crecimiento
paulatino de A. flavus control (a 10° y 10° CFU/mL), el cual llegd a su totalidad a los cuatro
dias de experimento. El PET activo con 2 % de canela inhibié totalmente el crecimiento de A.
flavus en el caso de la concentracién mas baja de indculo (10" CFU/mL), causando en las
otras dos un retraso en el crecimiento del moho, siendo éste mas evidente en el caso de la
concentracién intermedia. De esta manera, el PET 2 % con la concentracion mas alta de
inéculo (barras color salmén) crecié de manera completa un dias mas tarde que el control
(barras color negro), mientras que en el caso de 10° CFU/mL el promedio de las réplicas no

alcanzd el crecimiento total al cabo de 12 dias de experimento (barras color verde).

Debido por tanto a las diferencias de crecimiento obtenidas entre el PET 0 % y PET 2 %,
se hizo referencia a esta ultima como concentracion “sub-inhibitoria”. Por otra parte, a las
concentraciones superiores de canela (PET 4 %-8 %) inicialmente se les denomind

“inhibitorias”, ya que no produjeron crecimiento del moho en ningun caso.

4.3.2. “Long-term evaluation” o evaluacion a largo plazo

Como se ha comentado previamente en la metodologia correspondiente (ver apartado
3.8), las placas siguieron incubandose hasta un periodo de dos meses para evaluar la
durabilidad de la accién antifiingica obtenida. Las tres réplicas de 10°> CFU/mL expuestas al
PET con 2 % de canela que habian mostrado un crecimiento medio siguieron creciendo
lentamente tras los 12 dias de ensayo, alcanzando el crecimiento total una semana mas
tarde. Sin embargo, el resto de placas activas donde se habia conseguido inhibir el

crecimiento del moho durante los 12 dias de experimento, siguieron manteniendo la misma
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actividad durante los dos meses. De esta manera quedd demostrada la durabilidad de los

films activos.

Ademas de esto, a la hora de preparar los materiales, parte de estos se guardaron en
nevera durante un periodo de 2 meses, para poder asi estudiar la estabilidad de los mismos.
La evaluacion posterior de los mismos se llevd a cabo por medio del mismo experimento,
pero con los materiales almacenados en lugar de los recién preparados. La Unica diferencia
que se observd fue en relacion a la concentracidn sub-inhibitoria (PET 2 %), donde en las
concentraciones de indculo intermedia (10° CFU/mL) y baja (10° CFU/mL), el moho
consiguié crecer completamente en una de las placas, mostrando inhibicién total en las
otras dos réplicas. La dilucion mas alta de inéculo se comporté mostrando también un
retraso del crecimiento de manera semejante al experimento 4.2. Por otra parte, las
concentraciones de canela de 4 %- 8 % volvieron a demostrar su alto poder inhibitorio, ya

que impidieron cualquier desarrollo del moho a las tres concentraciones de inéculo.

4.3.3. Determinacion de la actividad “fungicida” o “fungiestatica”

Por ultimo, se evaluaron estas Ultimas placas donde el PET 4 %- 8 % habia inhibido por
completo el crecimiento de A. flavus para comprobar si la actividad era “estatica” o “cida”,

por medio de dos métodos tal y como se explicé en el apartado correspondiente (3.8).

En los resultados de ambos métodos se observd que el moho que habia conseguido
inhibicidn total durante los dos meses del primer experimento, no consiguié volver a crecer,
confirmando asi la accién fungicida de esas concentraciones tras ese tiempo de exposicion,

por lo que dichas concentraciones se denominaron de aqui en adelante, “fungicidas”.

4.3.4. Influencia de la concentracién de inéculo y de aceite esencial

Este experimento ha vuelvo a demostrar, de la misma manera que en los anteriores de
este capitulo, la enorme relevancia no sélo de la concentracidén de activo sino del tamafio

del inéculo. Una vez mas, resulta evidente que ambas guardan una estrecha relacién.

La importancia de la concentracion de activo se ha sefialado también en multiples
trabajos. Por ejemplo, se ha demostrado que concentraciones diferentes de aceite esencial
de boldo, poleo y clavo, actian en diferente grado en la fase Lag del moho y en el contenido

de aflatoxina B1 (Passone M. A., et al.,, 2013). Esta misma conclusién en cuanto a la
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influencia de la concentracidn del aceite esencial en la actividad del mismo la han
encontrado multiples autores, entre los que podemos citar los siguientes (Bluma R., et al.
2009; Gutiérrez L., et al., 2010; Lopez P., et al., 2007a; Matan N., et al., 2006; Rodriguez A.,
et al., 2008; Velazquez-Nufiez M. J,, et al., 2013).

Sin embargo, como se ha comentado en el punto 4.1, hay menos estudios en cuanto a la
influencia de la concentracion de inéculo. Ademas de los trabajos mencionados en dicho
apartado, podemos destacar en el caso de los mohos alterantes de alimentos, el trabajo de
Rasooli I., et al. (2006) donde se evidencid claramente el efecto del tamafio del indculo en la
cinética de muerte de A. niger frente a una variedad del tomillo. Ademas, Wilkinson H. H., et
al. (2004) asociaron el incremento en la concentracion de esporas con las diferentes etapas

de produccion de aflatoxina B1 y de sus metabolitos precursores.

No se han encontrado datos hasta el presente de la influencia de la concentracién de
indculo de moho en la actividad en fase vapor de un envase activo. Este estudio es clave a la
hora de poder optimizar la concentracidon de activo necesaria, ya que como es légico,
conseguir la concentracion minima de agente activo no sdélo abarata el coste del envase,

sino que asegura la aceptacion sensorial del alimento por parte del consumidor.

Sin embargo, como veremos en el punto siguiente (4.4), también es necesario tener en
consideracion las diferentes situaciones que pueden tener lugar durante el almacenamiento

del producto y en qué grado afectan éstas a la actividad del envase antifungico.

4.4. Estudio de un envase activo con canela, a diferente pH y

temperatura

En este caso, se evalud el crecimiento de una sola concentracién de inéculo (10°

CFU/mL) de A. flavus 2949, A. flavus 2687, P. roquefortiy P. expansum, bajo PP control (PP O
%) y PP activo (2 %- 6 % canela), en diferentes condiciones de temperatura y pH. Cabe
recordar, que la diferencia entre las dos cepas de A. flavus empleadas radica en la
produccién de aflatoxina B1 (micotoxina altamente carcinogénica) por parte de la segunda

de ellas.

El crecimiento del moho producido se midié utilizando la misma escala cualitativa que

en el experimento anterior, la cual establecia un total de cinco puntos de crecimiento
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(figura 3.4): (0) nada de crecimiento, (1) poco, (2) medio, (3) fuerte y (4) total. En este caso,
en vez de representar el resultado promedio de las tres réplicas como se hizo en el
experimento del PET, se eligid hacerlo en porcentaje de crecimiento. Para ello, se sumaron
los puntos correspondientes de cada una de las tres réplicas de cada opcidn, convirtiendo la
suma en porcentaje de crecimiento respecto al control (PP 0 %), donde los 12 puntos
totales (4 puntos por réplica) corresponden a un 100 % de crecimiento. Hay que tener en
cuenta que igual que ocurria en el experimento anterior, en el caso de existir un
crecimiento parcial el grado de crecimiento alcanzado no constituye un valor absoluto, sino
gue mas bien nos esta indicando una tendencia de mayor o menor actividad. Esto se pone
aun mas de manifiesto en el caso de pequefias diferencias que la escala no es capaz de
distinguir, como puede ser la apreciacién de una ligera reduccién en la intensidad de la

esporulacion.

Respecto a la actividad general, los PP activos mostraron una actividad muy similar al
PET, ya que de nuevo la concentracién sub-inhibitoria volvié a corresponder al PP 2 % CIN,
mientras que las concentraciones superiores, en este caso 4 % y 6 % de canela, inhibieron el
crecimiento de A. flavus por completo. Por lo tanto, igual que ocurria antes, en las figuras
3.8 y 3.9 sélo se representan la concentracion sub-inhibitoria (PP 2 %) y los controles, bajo

las diferentes condiciones de incubacion estudiadas para cada cepa.

Ademas de esto, tras haber demostrado en el capitulo anterior la influencia que las
variables y pH ejercen sobre el crecimiento normal del moho, se quiso estudiar cémo

afectaban éstas a la actividad en fase vapor del envase activo.

4.4.1. Influencia de la temperatura en la actividad de PP con canela en

fase vapor

En primer lugar, se evalud la actividad de los films de PP con canela bajo diferente
temperatura y sin modificar el pH del medio de cultivo (es decir, a pH 5.6). Los resultados se

muestran en la figura 3.8.
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Aflavus 2949 (pH 5.6) a) Aflavus 2687 (pH 5.6) b)
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Fig. 3.8 PP activo con canela en fase vapor a diferente temperatura y pH 5.6.

Crecimiento de A. flavus 2949 (a), A. flavus 2687 (b), P. expansum (c) y P. roqueforti (d) bajo PP
control (0 %) y PP activo (2 % canela). El eje vertical corresponde al porcentaje de crecimiento,
calculado en relacion a una escala cualitativa (0-4 puntos) descrita en el texto, considerando las

tres réplicas. Ambas cepas de A. flavus se evaluaron a 25 °C y 37 °C, y las dos de Penicillium a 25
°Cy6°C.

Como se puede observar, el crecimiento del moho se vio afectado por la temperatura.
En el caso de las dos cepas de A. flavus, el PP 2 % con canela inhibié completamente el
crecimiento de ambas a 37 °C (figura 3.8 a, b). En el caso de 252 C, A. flavus 2949
experimentd un crecimiento total en dos de las tres réplicas (66 % de crecimiento), mientras
que en A. flavus 2687 sdlo crecié una de ellas de manera parcial y que ademas empezé tras
los 20 dias de incubacién (llegando a un total de 20.83 %). La inhibicidn total producida por
PP 2 % a 37 °C puede ser debida a una disminucién en la tasa de esporulacion en las dos

cepas de A. flavus a esa temperatura.

Por otra parte, la temperatura de 6 °C produjo un esperado retardo en el crecimiento y
en la esporulacién de los dos controles de Penicillium (figura 3.8 c, d). Es evidente por tanto,
que la influencia concomitante de la temperatura y la canela, explica la gran actividad del PP
2% observada en este caso, ya que sélo una placa de P. expansum crecié de manera parcial

(16.66 %), encontrando inhibicidn total en P. roqueforti.
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4.4.2. Influencia de la temperatura y del pH en la actividad de PP con

canela en fase vapor

Tras el experimento anterior, se quiso estudiar la actividad de los films activos con
canela a pH 3 (figura 3.9). De la misma manera, se evalud la actividad antifungica del
material en fase vapor bajo las dos temperaturas de incubacién establecidas para cada

cepa, en este caso A. flavus 2949 y P. roqueforti.

A. flavus 2949 (pH 3) a) P. roqueforti (pH 3) b)

100 -
90 -
80
70
60 |
—e— control (372C) 50 1

40 -

30
—e— 2% (37°C) 20 -
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Crecimiento (%)

Crecimiento (%)

—&— control (252C)
—#&— control (252C)
0
2% (252C) —e— control (62C)
—— 2% (25°C/6°C)
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Fig. 3.9 PP activo con canela en fase vapor a diferente temperatura y pH 3.

Crecimiento de A. flavus 2949 (a) y P. roqueforti (b) bajo PP control (0 %) y PP activo (2 % canela).
El eje vertical corresponde al porcentaje de crecimiento, calculado en relacién a una escala
cualitativa (0-4 puntos) descrita en el texto, considerando las tres réplicas. Ambas cepas de A.
flavus se evaluaron a 25 °Cy 37 °C (a,b,e), y las dos de Penicillium a 25 °Cy 6 °C (c,d,f). Ademas, A.
flavus 2949 (e) y P. roqueforti (f) se estudiaron a pH 3.

Como se puede observar al comparar las figuras 3.8 (a,d) y 3.9 (a,b), los controles de
ambas cepas incubados a 25 °C crecieron dos dias mas tarde al disminuir a pH 3 el medio de
cultivo. Sin embargo, el cambio de los controles fue mayor en el caso de las temperaturas
de 37 °Cy 6 °C. Comparando ambos pH encontramos un retraso de crecimiento de 6 dias en
el caso de A. flavus a 37 °C (figura 3.8 a y figura 3.9 a) y de 5 dias en P. roqueforti a 6 °C
(figura 3.8 d y figura 3.9 b). De esta manera, los controles de ambas cepas mostraron un
comportamiento similar ante la disminucion de pH. Sin embargo, en el caso de las muestras
PP 2 %, el pH resultd ser mas influyente en P. roqueforti, donde de nuevo parece razonable
asociar la reduccion del crecimiento de 33.33 % a pH 5.6 hasta la inhibicion total a pH 3 (a
25 °C), a la influencia que el pH ha demostrado ejercer sobre la velocidad de crecimiento y

esporulacion del moho.

Por tanto, las muestras activas mostraron un decrecimiento del moho que se vio
reforzado en aquellos casos donde las condiciones de cultivo no fueron dptimas. Esto

concuerda con los resultados obtenidos en el capitulo anterior, donde a pesar de que los
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cambios en pH y temperatura no provocaron cambios en las determinaciones de MIC y
MFC, si que demostraron influir claramente en el desarrollo de la colonia del moho control.
En esta ocasidon, se ha omitido la comparacion bibliografica con los resultados de otros

autores, ya que dicha discusién se encuentra en el apartado correspondiente del capitulo 2.

4.4.3. Determinacion de la actividad “fungicida” o “fungiestatica”

En este caso, la determinacidn de la actividad fungicida o fungiestatica se llevd a cabo
tras un estudio preliminar de PP activo con canela sobre el moho A. flavus (datos no
mostrados), donde los films de PP 4 % y 6 % mostraron el mismo poder inhibitorio de
siempre. Esas laminas se liberaron de la exposicidon del aceite esencial de la misma manera
que en el experimento del PET (apartado 3.7), tras sélo 15 dias de haber estado el moho
expuesto. No se obtuvieron crecimientos en ninguna de las resiembras hechas, de manera

gue de nuevo se confirmé la accién fungicida de PP 4 % y PP 6 % tras 15 dias de exposicion.

4.5. Discusion de los resultados de otros autores: actividad del

envase activo

Como se ha visto en la introduccién del presente capitulo, el material empleado en un
envase activo influye en un alto grado en la actividad antimicrobiana alcanzada. Ademas, la
elevada heterogeneidad en la composicion de los aceites esenciales y la influencia del
sustrato del envase activo en los estudios antimicrobianos, dificulta enormemente la
comparacion de resultados. Con esta intencion, los experimentos realizados en la presente
tesis constan de los mismos materiales de envase y aceites esenciales que los empleados
previamente por compafieros del mismo grupo GUIA. Debido a esto, la utilizacidon de esos
datos ha servido como base a la hora de disefiar varios experimentos de la presente tesis,
lo cual explica que exista una referencia tan sélida hacia aquellos trabajos realizados dentro

del grupo GUIA.

La comparacién de los resultados obtenidos en este capitulo con los polimeros

sintéticos se abordara en el primer apartado de esta discusion.

Por otra parte, a pesar de no haberse utilizado en la presente tesis, se ha querido incluir
en la presente discusidon, un resumen sobre algunos puntos destacables en cuanto a la

actividad antimicrobiana del papel parafinado y de los materiales biodegradables.
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4.5.1. Comparacion de la actividad antifiingica de los polimeros sintéticos

Los resultados obtenidos en cuanto a la actividad de los films activos de PET y PP estan
en concordancia con los experimentos previos llevados a cabo en el grupo GUIA con los
polimeros sintéticos. Cabe destacar dos trabajos intimamente relacionados entre si, que
evaluaron la capacidad antimicrobiana de films de diferentes materiales plasticos (PP y el
copolimero PE/EVOH (Polieteileno/ vinil alcohol), con los aceites esenciales de canela y
orégano (Gutiérrez L., et al., 2010; Lépez P., et al., 2007a). De la misma manera que los
datos presentados en este capitulo, en ambos trabajos se consiguié una inhibicién completa
de los mohos estudiados, con un 4 % de canela en fase vapor. Sin embargo, en ambos casos
se aprecid una mejor actividad con el PP que con el copolimero, ambos evaluados a la
misma concentracion nominal de activo, encontrando ademds una concentracion mas alta
de los compuestos volatiles en las atmdsferas del primer material. Esto se debe a una mayor
interaccion de los compuestos detectados, carvacrol (y timol en menor grado) en el caso del
orégano, y cinamaldehido en el caso de canela con la matriz PE/EVOH, ya que el EVOH es
muy polar. La difusidn de los compuestos a través del PE donde se aplica el recubrimiento
activo provoca que los grupos funcionales polares presentes en orégano y canela,
fundamentalmente grupos hidroxilo y aldehido, alcancen el EVOH e interaccionen con él, y
se fijen por tanto en mayor grado en la matriz que contiene de EVOH que en el PP,
provocando entonces una mayor retencion (Gutiérrez L., et al.,, 2010; Lépez P., et al,,
2007a). La liberacion de carvacrol desde EVOH ha sido ampliamente estudiada por los
autores Cerisuelo et al. En un primer trabajo crearon un modelo matematico, donde
determinaron la liberacion de carvacrol desde films de PP y de EVOH (EVOH-29), en
diferentes condiciones de humedad relativa (HR), mediante la constante de Henry’s.
Mientras que la liberacién de carvacrol desde el PP fue constante y apenas cambid con la
HR, en el caso de EVOH éste soélo se liberd en gran medida frente a condiciones de elevada
humedad. Los autores explicaron este hecho de la misma manera que la comentada
anteriormente. Esto es, la retencion de carvacrol en EVOH es debido a la interaccidn de la
estructura fenol de éste con los grupos OH del polimero. En cambio, al aumentar la
humedad relativa se reduce la solubilidad de carvacrol en el polimero, debido a la
naturaleza altamente hidrofilica del EVOH que en presencia de humedad debilita los
puentes de hidrégeno intermoleculares, provocando en ese caso una gran liberacién del
compuesto (Cerisuelo J. P., et al. , 2012b). Utilizando el mismo modelo matemdtico,

estudiaron cdmo la incorporacién de nanoarcilla de bentonita mejoraba las propiedades del
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EVOH anterior (Cerisuelo J. P., et al. , 2012a). Por ultimo, los datos recogidos en ambos
trabajos sirvieron para disefiar un envase para salmoén, consistente en PP/EVOH/PP, donde
gracias al modelo matematico establecido anteriormente, establecieron las condiciones
adecuadas para su manufactura y para asegurar la liberacion del compuesto vy la estabilidad

frente a la humedad relativa (Cerisuelo J. P., et al., 2013).

Como se ha visto también en otros trabajos, la liberacion de los compuestos activos es
mayor por parte de los films monocapa con respecto a los multicapa (Buonocore G. G., et al.
, 2005). Esto es légico, ya que en una multicapa los agentes activos se reparten, mediante el
coeficiente de particidn, entre los distintos componentes del material multicapa, incluidos

los adhesivos.

Sin embargo, se ha demostrado en varias ocasiones, que ademas de la concentracion
inicial de activo en el material, la actividad antimicrobiana alcanzada esta en funcién, entre
otras variables, de: 1) la velocidad de la liberacidn de los compuestos, 2) la concentracion
que llega al medio de cultivo (o alimento), 3) la fase Lag o fase inicial de crecimiento del

microorganismo, 4) el tiempo de exposicion.

Los autores Lopez P., et al. (2007a) demostraron que tanto cinamaldehido como
carvacrol, presentaban un maximo de concentracion en torno a las tres horas,
disminuyendo mds paulatinamente en el caso de carvacrol. Posteriormente, Gutiérrez L., et
al. (2010) analizaron la concentracién de cinamaldehido y carvacrol que llegaba al agar,
donde detectaron concentraciones crecientes de los compuestos al aumentar la
concentracion nominal de estos en el material, si bien dicho incremento no fue
proporcional en ningln caso. Uno de los puntos interesantes del trabajo mencionado, se
centra en las concentraciones detectadas de ambos compuestos en dos situaciones
diferentes: el crecimiento o no de microorganismos. Los resultados mostraron que en
aquellos casos donde se conseguia inhibir el microorganismo, la concentracion detectada
tanto de cinamaldehido como carvacrol era claramente mayor con respecto a cuando se
producia dicho crecimiento. Ademas, este hecho se tratard con mayor profundidad en el

ultimo experimento del capitulo 4 de esta tesis.

Los resultados obtenidos por Gutiérrez L., et al. (2010) mostraron una vez mas, que la
actividad antimicrobiana no depende sélo de la concentracién de activo, ya que los films de
PE/EVOH volvieron a ser menos activos, pero en este caso las concentraciones detectadas

en el agar para cinamaldehido y carvacrol fueron mayores que para el PP. Sin embargo, para
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ejercer el mismo nivel de actividad la concentracidén necesaria de activo fue mayor en los
films de PE/EVOH. De esta manera, la peor eficacia de dicho material respecto a PP se debe
a una velocidad de liberacién mdas lenta, que provoca una actividad menor contra el

microorganismo durante su fase Lag.

En conclusidn, a la hora de diseiar un envase activo hay que tener en cuenta que para
conseguir inhibir el crecimiento de un microorganismo, hace falta ademas que el aceite
esencial alcance un umbral minimo de concentracidon durante la fase Lag (inicial) de
crecimiento del mismo, la cual varia como es natural en relacién a la cepa (Gutiérrez L.,

2010).

Con respecto a otros autores, se ha investigado la migracion de otras sustancias desde
polimeros, como es el caso de nisina y natamicina (Hanusova K., et al., 2010). Nostro A, et
al. (2012) analizaron la liberacidn de carvacrol y cinamaldehido midiendo la absorbancia de
disoluciones acuosas que contenian trozos de films de EVA (Polietileno co-vinilacetato) al
3.5% vy 7 % de activo. Los resultados mostraron que la cantidad liberada de aceite esencial
dependia claramente de la concentracidn inicial nominal en el polimero. Ademas, en torno a
las 16 horas se produjo en ambos casos la liberacién del 60 %-80 % respecto al total del
compuesto, siendo mayores las concentraciones detectadas de carvacrol que
cinamaldehido. Entre los analisis microbioldgicos llevados a cabo, destaca la importante
reduccion de formacidon de biofilms sobre los polimeros activos de carvacrol y
cinamaldehido respecto al control. Cabe decir que la aparicidon de dichos biofilms no se
debié a una contaminacién del material, sino que los formaron mediante incubacién del

material con diferentes cepas bacterianas en el laboratorio.

4.5.2. Papel parafinado

Los trabajos previos llevados a cabo en el grupo GUIA demostraron que en el caso del
papel parafinado activo, éste necesita una concentracién mas elevada de canela para poder
producir el mismo efecto inhibitorio y fungicida que el obtenido en este capitulo con ambos
materiales plasticos. Concretamente en uno de los trabajos, Rodriguez A., et al. (2008)
evaluaron un papel parafinado que contenia el mismo aceite esencial de canela que el
empleado en nuestro caso, pero frente a una carga microbiana mucho menor (10° CFU/mL)
del moho Rhizopus stolonifer. La concentracion de canela necesaria fue mayor que en los

experimentos presentados en el capitulo, ya que los papeles activos comenzaron a mostrar
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actividad a partir del 2%, consiguiendo una inhibicion moderada con el 4 % y una inhibiciéon
total al 6 %. Si comparamos estos datos con el experimento del PET de este capitulo, vemos
gue efectivamente se necesitd una concentracién de activo mucho mayor, ya que ademas la
diferencia de indculo utilizado en ambos experimentos, de 10°> CFU/mL en el papel

parafinado a 10° CFU/mL en el PET, es altamente determinante.

Por otra parte, las pruebas de migracion del activo en pan de molde revelaron una vez
mas, que la actividad alcanzada depende de la fase Lag del microorganismo. De esta
manera, a pesar de que los papeles con una concentraciéon de canela del 6 % fueron mas
activos que los del 4 %, no se detectaron en el pan diferencias significativas entre ambos
porcentajes dentro de cada activo. En un trabajo posterior con tomates cherry, donde se
analizo la actividad antifungica de un papel kraft parafinado a las mismas concentraciones
de canela y orégano que las previas, se detecté también una concentracion mdas elevada en
el tomate en el caso de orégano que de la canela, a pesar de resultar mas activo el envase
con ésta ultima. El perfil de ambos compuestos reveld una répida liberacién en ambos casos

dentro de las tres primeras horas de experimento (Rodriguez-Lafuente A., et al., 2010).

4.5.3. Materiales biodegradables

Tal y como se mostré en la tabla 0.3 de la introduccién general, los materiales
biodegradables presentan limitaciones en cuanto a sus elevadas permeabilidades al vapor
de agua, a los gases y a su limitada resistencia mecanica. Ademas de esto, la velocidad de
liberacion de los compuestos activos, es en muchas ocasiones dependiente de la humedad
relativa y la temperatura tal y como muestran los siguientes trabajos llevados a cabo con
diferentes materiales (Balaguer M. P., et al., 2013b; Balaguer M. P., et al., 2013c; Chalier P.,
et al., 2009; Mascheroni E., et al., 2011).

4.6. Discusion de los resultados de otros autores: durabilidad y

estabilidad de la accion antimicrobiana del envase activo

4.6.1. Durabilidad y estabilidad de los polimeros sintéticos

Los dos experimentos llevados a cabo en este capitulo (PET y PP), han demostrado una
actividad duradera en el tiempo, ya que las inhibiciones alcanzadas se mantuvieron

constantes durante varios meses. Asi mismo, la estabilidad de los mismos se comprobd en
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el experimento del PET, donde se vio que las laminas analizadas dos meses después de su

preparacion, guardaban la misma actividad que aquellas que se evaluaron inmediatamente.

Ambos pardmetros son muy importantes para la industria, ya que se necesita que la
accion sea duradera y estable en el tiempo. Por ello, diversos autores han analizado la
influencia de los mismos. Asi, Suppakul P., et al. (2011) demostraron que a pesar de que las
concentraciones de los compuestos de albahaca en films de LDPE disminuyeron al cabo de
un afo, la actividad antimicrobiana de los mismos no varié, confirmando asi la enorme

estabilidad y durabilidad de la acciéon antimicrobiana inicial.

4.6.2. Permeabilidad de los polimeros sintéticos y modificacion de su

estructura tras la adicién de activo

También dentro de los diferentes polimeros sintéticos, las propiedades cambian. Segun
se recoge en un trabajo del afio 1995, la permeabilidad tanto al oxigeno como al diéxido de
carbono se situaria en este orden decreciente: LDPE (Polietileno de baja densidad) > PS
(poliestireno) > PC (Policarbonato) > PP (Polipropileno) > HDPE (Polietileno de alta
densidad) > BiOPP (Biaxial orientado Polipropileno) > PET (Polietileno Tereftalato) > PVdC
(cloruro de Polivinilideno). En el caso de la permeabilidad a la humedad, los resultados
fueron muy similares destacando sélo la mayor permeabilidad del PS frente a la menor del
PVdC. (Hertlein J., 1995). A pesar de que el EVOH (etilen-vinil alcohol) no se estudié en ese
trabajo, se sabe que éste proporciona muy alta barrera frente a los gases en ausencia de
humedad mientras que pierde estas propiedades con la humedad. Es por ello, que el EVOH
se utiliza como capa interna en muchas estructuras multicapa, reforzando asi su baja
barrera frente a la humedad y pudiendo ser utilizado en numerosas aplicaciones de envase

(Aucejo S., et al., 2000).

En este contexto, los envases de LDPE y HDPE no serian apropiados para el
almacenamiento de hierbas, ya que su elevada permeabilidad a los gases provoca una
pérdida considerable de los compuestos volatiles, siendo mds conveniente, por ejemplo,
algunas estructuras multicapa (Chaliha M., et al. , 2013). Sin embargo, el LDPE sigue
estudiandose como envase activo (Vasile C., et al., 2013), asi como el PP (Torlak E., et al.
2013). Otros materiales, como el copolimero PP/PVA han demostrado su aplicacién in vivo
al preservar la calidad de la carne fresca durante mas tiempo, gracias a la actividad del

aceite esencial de canela y del extracto de ruibarbo (Chen G., et al., 2014).
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El uso tan extensivo del PET en la fabricacién de botellas se debe fundamentalmente a
gue es un polimero muy puro, semicristalino, facil de procesar y con bajas permeabilidades
a la humedad y a los gases (Minelli M., 2014). Destacan también sus elevadas propiedades
mecanicas y su estabilidad quimica (Gohil R. M., 2012). Sin embargo, quiza la caracteristica
mas interesante sobre éste es la posibilidad de utilizar PET reciclado, cuya aceptacion para
uso alimentario ha ganado mucho en los Ultimos afios debido al desarrollo de la tecnologia
de reciclado que permite una descontaminacion eficaz. Hay que destacar ademas que esto
es posible por la poca capacidad de absorcién del PET de otros contaminantes y la dificil
difusién de los mismos en el seno del polimero. Uno de los trabajos recientes encontrados,
muestra la actividad antifungica de un envase activo con PET reciclado (Junqueira-

Gongalves M. P., et al., 2013).

Ademads, en contraste con algunos de los materiales biodegradables citados
anteriormente, los films EVA (copolimero de etileno y Acetato de vinilo) no sufrieron
modificaciones en su superficie tras la aplicacién de los aceites esenciales de carvacrol y
cinamaldehido (Nostro A., et al., 2012) asi como de citronela, linalol y eugenol (Nostro A, et

al., 2013).

Tras la exhaustiva revision bibliografica, resulta evidente que la eleccion del polimero es
un paso esencial para conseguir un material eficaz en la propiedad del producto. Como
sefialan Catald R., et al. (2009), la seleccion del material deberd tener en cuenta las

condiciones de conservacion y de vida util deseadas para cada producto.

De esta manera, a pesar de que en los ultimos afios ha aumentado considerablemente
el estudio de nuevos materiales, los polimeros sintéticos siguen siendo hoy en dia muy
utilizados, ya que en general ofrecen grandes prestaciones en cuanto a la reducida
permeabilidad a los gases y a la gran resistencia mecanica que soportan. Por tanto, a dia de
hoy las propiedades funcionales de los materiales biodegradables no son comparables a los
polimeros sintéticos, tal y como se mostré en la tabla 03 de la introduccidén general de esta

tesis. como bien recoge un completo trabajo sobre el tema (Wihodo M., et al., 2013).

Para finalizar, los experimentos de este capitulo han demostrado que el envase activo
constituye una alternativa eficaz para conseguir la proteccién del producto desde el inicio
del proceso. Esto evitaria la propagacion de esporas que produce en muchos casos la
contaminacion de los productos adyacentes. Como se vera en el ultimo capitulo de la

presente tesis, el envase activo no sélo es capaz de inhibir el crecimiento del moho, sino de
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reducir o evitar la produccidon de micotoxinas, que son metabolitos secundarios producidos
por algunas especies de mohos, muchas de ellas con reconocida toxicidad vy

carcinogenicidad.

Ademas, las buenas propiedades demostradas a largo plazo por un lado en cuanto a la
durabilidad de su actividad y a la estabilidad del material, presenta a los polimeros
sintéticos como buenos candidatos para el envase activo a nivel industrial, ya que son

capaces de mantener por otro lado su actividad bajo diferentes condiciones de cultivo.

Por ultimo, aunque no se ha trabajado con ello en esta tesis, cabe mencionar que desde
hace afios se investiga el uso de atmdsfera modificada para evitar el crecimiento flngico.
Merece la pena destacar tres excelentes trabajos llevados a cabo en pan, donde en el
primero consiguen la inhibicion mediante diferentes concentraciones de nitrégeno y didxido
de carbono (Guynot M. E., et al. , 2003), y en los otros dos adicionan la atmdsfera

modificada a un envase activo (Nielsen P. V., et al., 2000; Suhr K. I., et al., 2005).
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5. CONCLUSIONES

En primer lugar, se ha destacado la importancia de estudiar la influencia de la
concentracién de inéculo y de la concentracidn de aceite esencial en la actividad antifungica
alcanzada. Sin embargo, los datos obtenidos respecto a las seis sustancias evaluadas
(canela, cinamaldehido, orégano, carvacrol, clavo y eugenol), muestran una clara diferencia
entre ellas. De esta manera, el aceite esencial de canela y su compuesto mayoritario
(cinamaldehido), fueron los compuestos donde se encontré una mayor influencia en la
actividad al variar la concentracion de indculo. Una de las posibles razones que explicaron
este hecho, fue la existencia de un mecanismo de accion claramente mas complejo de

canela y cinamaldehido respecto a las otras sustancias evaluadas.

Ademas de esto, la actividad en fase vapor del aceite esencial de canela demostré en el
experimento del disco de difusion, ser mas dependiente de la concentracion de indculo que
de la concentracién de aceite esencial. Por su parte, el experimento de PET reveld una vez
mas, que la eficacia de la actividad depende en alto grado de la concentracidn inicial de

indculo.

Respecto a la actividad producida por el envase activo, ambos materiales produjeron el
mismo grado de actividad. De esta manera, la incorporacién de un 2 % de canela en los films
de PPy PET, produjo un claro enlentecimiento del moho respecto al control, constituyendo
asi la concentracion sub-inhibitoria. Las concentraciones superiores (a partir del 4 % de
canela), ejercieron en ambos materiales un efecto inhibitorio que demostré ser no sélo

fungiestatico sino también fungicida.

El experimento del PP demostrd la buena actividad alcanzada bajo las diferentes
variables de temperatura y pH evaluadas. Los datos obtenidos mostraron que los
compuestos volatiles del aceite esencial de canela fueron capaces de ejercer su accion
antifdngica incluso en la temperatura de nevera (6 °C). En resumen, la modificacién de las
condiciones de dichas variables, vio ligeramente reforzada la actividad antiflngica, debido a
un menor crecimiento del moho bajo condiciones extremas (como por ejemplo, pH 3y 6

°C).

Ambos materiales demostraron también poseer no sdélo actividad a corto plazo, sino

también a largo plazo, debido a una larga duracién de la actividad. Ademas, en el caso del
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PET, la estabilidad de los materiales queddé demostrada tras obtener el mismo resultado de
actividad antifungica con films almacenados durante dos meses que con aquellos

preparados inicialmente.

Para terminar, y tal y como se ha demostrado por tanto a lo largo de este capitulo, el
aceite esencial de canela se presenta como un agente de eleccidn para su aplicacién en fase
vapor. Ademas, ambos materiales han mostrado ser adecuados, haciendo del envase activo
un sistema eficaz y fiable, capaz de garantizar la proteccion del producto por medio de la
inhibicién de su crecimiento fungico. Como se verd en la ultima parte de la tesis, esta
actividad se complementa asi mismo con una posible reduccién de la produccién de

micotoxinas.

Por ultimo, hay que considerar siempre, que cuanto antes se aplique el envase activo, la
respuesta alcanzada sera mucho mayor, ya que tanto la concentracién de indculo como la
fase Lag del moho ejercen un efecto directo sobre la actividad del envase. Este aspecto es
vital, ya que permite aplicar una concentracion de aceite esencial mas baja, traduciéndose
en una mayor aceptacion sensorial del producto y en un menor encarecimiento en la

produccién del envase.
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1. INTRODUCCION

A pesar de que la presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de los aceites
esenciales, se ha querido aprovechar esta introduccion para exponer brevemente el
mecanismo de accién de los principales antifungicos clinicos. A diferencia de lo que ocurre
con los aceites esenciales, estas sustancias sintéticas son disefiadas con el objetivo de actuar

frente a una diana en concreto, lo que implica un necesario y profundo conocimiento previo.

En el caso de los aceites esenciales, la heterogeneidad en su composicidon provoca en
muchos casos un dafio multi-target previo a la muerte celular. Sin embargo, como es
evidente, esto variara en relacidon a la composicion del aceite esencial y también de la cepa
de moho. Debido a esto, muchos de los estudios de mecanismo de accién se llevan a cabo
con los compuestos mayoritarios de dicho aceite esencial, para asi minimizar las posibles
interacciones entre los componentes de éste. Los datos de su mecanismo de accidn
encontrados hasta el momento, obtenidos tanto en esta propia tesis doctoral como por otros

autores se veran a lo largo de la parte experimental de este capitulo.

El estudio del mecanismo de accion es un paso fundamental para poder optimizar el
desarrollo de un envase activo. En primer lugar, permite estudiar las posibles aplicaciones del
mismo, conocer los factores que pueden influir en su actividad, asi como la concentracién
necesaria de activo y las posibles combinaciones mas efectivas. Ademas de esto y como
veremos en este primer punto de la introduccion, el estudio del mecanismo de accién arroja
informacién vital para entender los posibles mecanismos de resistencia que pueden

desarrollar los microorganismos.
1.1. Los antifiingicos clinicos y su mecanismo de accion

Como hemos visto a lo largo de la tesis, los hongos son microorganismos no sdlo capaces
de alterar casi cualquier producto alimentario, sino que también son responsables de
importantes micosis. Los antifungicos clinicos que se administran desde hace afios para su
tratamiento son ampliamente conocidos, los cuales actian atacando dianas especificas del
hongo. Debido a una mayor complejidad estructural, estos presentan un mayor nimero de

dianas que las bacterias, tal y como se aprecia en la figura 4.1 (Murray P. R., et al., 2006).
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Fig. 4.1 Posibles dianas de los antifungicos.
(Murray et al. 2006)

Podriamos resumir las sustancias antifungicas empleadas en clinica en funcion de las
principales dianas frente a la cual actian. Destacan como los mas importantes los polienos,

los azoles, las equinocandinas y las aliaminas.

Desde la década de los 50 hasta el descubrimiento de los azoles, los polienos
constituyeron el tratamiento de eleccién. La anfotericina B es el compuesto mas importante
dentro de estos, cuya accidn antifungica se debe a la unién con el ergosterol de la membrana
plasmatica de los hongos. Aunque hasta hace unos afios se creia que la unién de los polienos
al ergosterol de la membrana plasmatica causaba en todos los casos la formacién de poros y
la consecuente permeabilizacion de membrana y pérdida de componentes celulares,
investigaciones mdas recientes han demostrado que no es necesaria la formacién de dichos
poros para su accidn. Sin embargo, en el caso de formarse estos, la actividad antifingica se
ve reforzada (Delattin N., et al., 2014). A pesar de que los casos de resistencia a los polienos
son excepcionales, el uso de los mismos, principalmente de anfotericina B, se vio restringido
debido a los efectos tdxicos producidos, especialmente nefrotdxicos (Delattin N., et al.,,
2014). Esto se explica debido a que la anfotericina es capaz de unirse también al colesterol
presente en las membranas celulares de los mamiferos (Murray P. R,, et al., 2006), por lo que
la administracion de la misma mediante liposomas reduce dichos efectos toxicos (Delattin N.,
et al., 2014; Ghannoum M. A,, et al., 1999). Sin embargo, dichas aplicaciones se ven limitadas

debido al elevado coste (Murray P. R., et al., 2006).

Los azoles es otro de los grupos mas ampliamente investigados en clinica, de los cuales

los mds conocidos son los imidazoles como miconazol y ketoconazol, y los triazoles como
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fluoconazol, itraconazol y voriconazol. Dichos compuestos ejercen su accidon antiflingica
mediante la inhibicién de la sintesis de ergosterol, concretamente inhibiendo la enzima
lanosterol 14 oa-demetilasa que es dependiente del citocromo P450, responsable de la
conversion del lanosterol a ergosterol. Esto produce una deplecién del ergosterol y un
aumento de sus precursores, causando ademas algunos de ellos una accion estatica sobre el
crecimiento fungico (Balkis M. M., et al., 2002; Delattin N., et al., 2014). Ademas de esto, se
ha visto que algunos azoles como el miconazol, inducen la acumulacién de ROS en los hongos
(Delattin N., et al., 2014). Los hongos tratados por tanto con azoles, presentan una
membrana plasmatica con alteraciones en su estructura y funciones (Balkis M. M., et al.,
2002; Ghannoum M. A,, et al., 1999). Como es evidente, también los azoles pueden presentar
toxicidad debido a su posible uniéon con el colesterol de las membranas de los mamiferos, sin
embargo la dosis requerida para ello es mucho mas elevada que la necesaria para su accion
antifungica (Balkis M. M., et al., 2002; Ghannoum M. A,, et al.,, 1999). Por ejemplo, el
voriconazol es 250 veces mas activo frente a la enzima fungica que frente a la mamifera
(Ghannoum M. A., et al.,, 1999). El compuesto que mas interfiere con la biosintesis del
colesterol en las membranas de mamiferos es el ketoconazol, y por tanto, el mas téxico de
este grupo (Balkis M. M., et al., 2002; Ghannoum M. A,, et al.,, 1999; Murray P. R., et al.,
2006). En el caso de las aliaminas, éstas presentan la misma diana que los azoles, sin
embargo, actuan inhibiendo el primer paso de la sintesis de ergosterol, habiéndose
encontrado en este caso un mayor efecto antifingico debido al incremento de escualeno que

a la deficiencia en la produccién de ergosterol (Balkis M. M., et al., 2002).

Las equinocandinas son los antifingicos mas recientes dentro de los que se utilizan para
el tratamiento clinico. Estas inhiben la enzima B 1,3-glucano sintetasa, que como cabe
recordar, es la enzima que cataliza la formacién del B 1,3-D-glucano, un polisacarido esencial
en la estructura de la pared celular fungica. La principal ventaja es que presentan una diana
especifica de los hongos, ya que las células de mamiferos no contienen pared celular, sin
embargo su espectro es estrecho ya que estd limitado a Candida y Aspergillus. Los
compuestos mds conocidos son la caspofungina, la micafungina y la anidulafungina (Delattin

N., et al., 2014).
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1.2. La resistencia a los azoles: un problema emergente

Hace casi 20 afios que empezaron a publicarse los primeros datos concernientes a la
resistencia de Aspergillus fumigatus frente a itraconazol. Desde entonces esta situacion ha
ido agravandose, hasta el punto de que en el afio 2010 dos laboratorios de Estados Unidos
detectaron una tasa de resistencia del 50% de A. fumigatus frente al itraconazol (Denning D.
W., et al., 2011). Existen numerosos trabajos que sefialan el aumento de resistencia de los
hongos a estos antifungicos sintéticos, fundamentalmente a los azoles (Balkis M. M., et al.,
2002; Denning D. W,, et al., 2011; Ghannoum M. A,, et al., 1999; Mortensen K. L., et al. ,
2010; Vermeulen E., et al. , 2013). Este hecho es altamente preocupante, ya que se ha
determinado que los pacientes que sufren de aspergillosis invasiva resistente a los azoles,

presentan un riesgo de mortalidad del 88% (Denning D. W., et al., 2011).

Debido a que los azoles son ampliamente utilizados para la proteccion antifungica de los
productos agricolas, desde hace algunos afios existe una hipdtesis que apunta a que
precisamente, el uso extensivo de estos antifiingicos en el ambiente es la causa del aumento
de la resistencia encontrada en Aspergillus. Una de las evidencias que apoyan esta teoria, es
la estructura molecular tan semejante que comparten los triazoles empleados en agricultura
y en clinica. Sin embargo, tal y como apunta el “European Centre for Disease Prevention and

III

Control” (ECDC, 2013), son necesarios mas estudios para confirmar esta hecho.

La resistencia a los azoles se ha convertido en un problema de salud publica, donde
existen dos grupos de pacientes claramente afectados: aquellos que presentan aspergillosis
que afectan al sistema nervioso central, y aquellos con aspergillosis crénica. Las razones en
ambos grupos son diferentes, ya que en el primer caso se debe a que las alternativas
probadas han resultado ser menos eficaces que los azoles, mientras que en el segundo caso
se trata de un aspecto econdmico. Hay que tener en cuenta que a dia de hoy, los azoles son
el Unico grupo de las sustancias activas frente a Aspergillus que pueden administrarse por via
oral, por lo que la sustitucion de dichos tratamientos crénicos por otros que requieran de una

administracidn por via venosa, aumentaria considerablemente los costes (ECDC, 2013).
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1.3. Los aceites esenciales como alternativa

Si bien es cierto que en clinica las alternativas son mas dificiles de alcanzar, no ocurre lo
mismo en el campo agroalimentario. Los datos mostrados hasta el momento parecen indicar,
gue una sustitucion parcial del uso de los antifliingicos sintéticos en agricultura, mejoraria la
situacién actual en relacion a la problematica que plantea el excesivo uso de estos. Como
bien se ha expuesto a lo largo de la tesis, el envase activo constituye una opcién efectiva para
evitar la proliferacion microbiana del producto, pudiendo aplicarse ademas desde las fases
iniciales de la cadena, como son el almacenamiento y el transporte del producto, que

constituyen etapas criticas en la contaminacién del alimento.

1.4. Algunas de las técnicas empleadas

1.4.1. Microscopia

Aunque a dia de hoy las técnicas microscopicas siguen evolucionando y formando parte
de los estudios mas complejos, no hay que olvidar que el desarrollo de las mismas se debe a
muchos siglos de constante evolucion. Sélo basta con echar un vistazo a los hallazgos mas
notables en cuanto al tema. Zacharias Jensen inventd ya entre los afios 1591-1608 el
microscopio compuesto, aunque fue Johannes Kepler en 1611 quien mejoro su disefio, en el
que tanto el objetivo como el ocular pasaron a ser de tipo convexo (Soto Eguibar E., 1993). El
microscopio fue la herramienta responsable de la introduccidon por primera vez del término
“célula” por parte del inglés Robert Hook en 1655, del descubrimiento de los protozoos por
parte de Anton Van Leewenhoek en 1674, quien a su vez perfecciond las lentes del
microscopio, del postulado de la teoria celular por Schleiden y Schwann en 1838, etc (Alberts
B., et al., 1994). A esta larga lista habria que sumar una multitud de brillantes cientificos que
gracias a las técnicas microscdpicas pudieron aportar hallazgos claves para la ciencia, como

son Robert Koch, Alexander Fleming y Ramon y Cajal entre muchos otros.

A dia de hoy, las técnicas microscdpicas siguen reinando en el campo de la microbiologia.
A pesar de que el microscopio dptico se sigue empleando de manera rutinaria en la mayoria
de los laboratorios, su limite de resolucidon de 0.2 um hace que en muchas investigaciones
sean necesarias técnicas superiores. Aunque no vamos a entrar en detalle en cada una de las
técnicas que existen en la actualidad, citaremos las que se emplean con mayor frecuencia en

micologia.
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Quiza la diferencia de cuando aplicar una u otra técnica, estriba en la preparacién previa
de la muestra. En la microscopia electrénica, con una resolucién normal de 0.1 nm, la fuente
de iluminacién es un haz de electrones que viajan por una columna donde se ha producido
vacio, hasta que chocan con la muestra. De esta manera, el Microscopio Electrénico de
Transmisidon (TEM) emplea los electrones que han atravesado la muestra, mientras que el
Microscopio Electrénico de Barrido o “Scanning Electron Microscopy” (SEM) utiliza los
electrones dispersados o emitidos a partir de la superficie de la muestra. La informacién que
aportan ambos métodos es diferente, ya que el TEM proporciona detalles de orgdnulos
celulares, necesitando para ello que la muestra se presente en cortes ultrafinos (de 50 a 100
nm), mientras que con el SEM se obtienen imagenes tridimensionales de superficie. Debido
al vacio de la cdmara en ambos casos, no es posible estudiar la célula viva en estos casos, ya
que ésta necesita una etapa previa de fijacion y deshidratacion. Cabe mencionar que desde
hace unos afios, la técnica e-SEM o “environmental (ambiental) SEM permite analizar
muestras humedas. Un excelente trabajo del 2008, explica las diferencias entre el SEM
convencional, asi como el e-SEM y otras técnicas aiin mas innovadoras como la Microscopia

de Fuerza Atémica (AFM) (Kaminskyj S. G. W., et al., 2008).

Debido a que la microscopia electrénica requiere una fijacion de muestra, no es posible
analizar las células vivas. Para ello se puede recurrir a la utilizacion de un microscopio de
contraste de fases 0 a un microscopio de campo oscuro, los cuales permiten la observacion
directa de la muestra. Sin embargo, a dia de hoy una de las técnicas mas aplicadas para el
estudio del mecanismo de accién de antifungicos, es la microscopia de fluorescencia,
utilizdndose con frecuencia un microscopio confocal (Hickey P. C., et al. , 2009; Hickey P. C.,
et al. , 2005; Riquelme M., et al. , 2007). Basicamente, ésta consiste en el marcaje de
organulos o zonas de interés dentro de la célula mediante tinciones de fluorescencia
(fluorocromos). Las esporas de los mohos presentan irregularidades a la hora de la
penetracion de los fluorocromos, debido fundamentalmente a la diferencia en el estado
germinativo de éstas (Brul S., et al., 1997; Oakley B. R., et al., 1985). El completo trabajo de
Hickey P. C., et al. (2005), ofrece una informacién detallada sobre los flurocromos que han
sido utilizados con éxito para la tincion de mohos. Asi mismo, presenta la concentracion
aproximada necesaria para cada uno de ellos, e incluye una explicacidon del método que se
utiliza con frecuencia para el analisis de las hifas, denominado “agar invertido”. Como ya se
ha visto en la introduccidn general de la tesis, la distribucidn de los organulos en la hifa es

heterogénea y ademas, dependiente de la fase de crecimiento de ésta. A pesar de todo,
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mediante una correcta manipulacion de la muestra y el uso de una concentracion 6ptima de

flurocromo, es posible obtener resultados excelentes.

1.4.2. Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

El FTIR es una herramienta analitica que dentro del campo de la micologia se ha aplicado
por un lado con fines de identificacidon, bien de especies o de metabolitos producidos (Fischer
G., et al. , 2006; Naumann A., 2009). Sin embargo, también se ha utilizado para analizar
posibles cambios en la composicién celular (Saulou C., et al. , 2010; Szeghalmi A,, et al.,
2007). En cualquier caso y como se discutira en el capitulo, hay que tener en cuenta el estado
de la muestra de partida para poder asi optimizar la preparacién de la misma (Fischer G., et
al.,, 2006; Gazi E., et al. , 2005). La radiacion infrarroja comprende tres zonas diferente:
infrarrojo cercano (4000-13000 cm™), medio (400-4000 cm™) y lejano (100-400 cm™) (Stuart

B., 2004), siendo la zona media donde se llevan a cabo los estudios biolégicos.

Cabe recordar que la espectroscopia de infrarrojo es una técnica basada en la vibracién
de los atomos de una molécula. Para ello, tiene que existir un cambio en el momento dipolar
de la molécula durante la vibracion (entendido como “infrared-active molecule”). Dentro de
lo que se denomina “vibracién”, ocurren movimientos de elongacidon o “stretching” y de
deformacién o “bending”. Las vibraciones pueden ser simétricas o asimétricas en el caso de
“stretching”, o tener lugar dentro y fuera del plano en el caso de “bending” (Stuart B., 2004).
De esta manera, el espectro de infrarrojo resultante se obtiene de la fraccidon de radiacion
absorbida por una muestra cuando ésta es atravesada por el haz infrarrojo. Por tanto, dicha
energia absorbida que se puede observar en cualquiera de los picos de un espectro,
corresponde a la frecuencia de vibracién. Sin embargo hay que tener en cuenta, que la
intensidad de sefial obtenida serd mayor en las moléculas asimétricas que en las simétricas.
De igual modo, cuanto mds alejados se encuentren en la tabla periddica los 4tomos de una

molécula, mas intensas seran las bandas formadas (Stuart B., 2004).

Por otra parte, la transformada de Fourier (FT) ha ayudado a mejorar la calidad de los
espectros de infrarrojo ademas de a reducir el tiempo necesario para la adquisicién de los
datos. Esto se produce mediante la interferencia entre dos haces, dando lugar a un
interferograma. Para ello, la radiacion emitida desde la fuente pasa a través de un

interferémetro antes de llegar a la muestra y finalmente al detector. El interferémetro mas
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utilizado en espectrometria es el de Michelson, que consiste en dos planos perpendiculares

entre si (Stuart B., 2004).

Las diferentes vibraciones que ocurren a lo largo de gran parte o de la totalidad de una
molécula forman lo que se conocen como las bandas de un espectro de un infrarrojo, es
decir, cada banda observada corresponde al movimiento de vibracién de un enlace en
concreto. Debido a que cada compuesto posee un comportamiento Unico, la asociacién de

estas bandas se conoce como huella dactilar del compuesto o “fingerprint”.
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2. OBJETIVOS Y ESQUEMA DE TRABAJO

Una vez determinada la actividad antifungica de los diferentes aceites esenciales
empleados (canela, orégano y clavo) y de sus compuestos mayoritarios respectivos (ver
capitulo 2), y tras haber evaluado la actividad de los envases activos con canela en fase vapor
(ver capitulo 3), se procedioé a estudiar el mecanismo de accion de las diferentes sustancias.

El desarrollo experimental llevado a cabo se muestra en el diagrama de la figura 4.2.

El primero de los experimentos llevados a cabo, las curvas de muerte, sirvid para
establecer el punto de muerte de los mohos frente a cada uno de los aceites esenciales, ya
que el comportamiento descrito en éstas guarda una estrecha relacién con su mecanismo de
accion. A continuacion, los dos experimentos posteriores sirvieron para poder observar los
dafios causados en la morfologia del moho Aspergillus flavus. El primero de ellos se realizod
por microscopia dptica, donde se evaluaron diferentes zonas de crecimiento de la placa Petri
tras la exposicién en fase vapor de cinamaldehido, carvacrol y eugenol, estudiando también
tres tiempos de exposicién. Tras esto, gracias al aumento de resolucién que aporta la
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) se pudieron estudiar con detalle los cambios
provocados por el aceite esencial de canela en fase vapor en el moho inoculado en la placa, y
por los tres aceites esenciales en las esporas expuestas a diferentes concentraciones en

contacto directo en medio liquido.

Los experimentos de microbiologia se completaron con un estudio de espectroscopia de
infrarrojo (FTIR) de manera que se pudieran evaluar posibles cambios en la conformacion de

las proteinas de la banda amida | a la exposicidén de canela en fase vapor.

Por ultimo, se estudié por cromatografia de gases (GC) la difusién de cinamaldehido,
carvacrol y eugenol en las diferentes zonas de inhibicién que crean dichos compuestos en la
placa Petri. Ademas, se evalud la influencia que guarda el crecimiento del moho con la

proporcién de compuesto detectada en cada una de dichas regiones.
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CAPITULO 4
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Fig. 4.2 Disefio experimental del capitulo 4.

Como puede observarse, cada experimento realizado se explica en su apartado de “métodos” y
“resultados” correspondientes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Instrumentos

Ademas de los instrumentos y materiales utilizados de manera rutinaria a lo largo de

toda la tesis (ver apartado 3.1 del capitulo 1), en este capitulo se emplearon:

pH-metro Seven Easy (Mettler Toledo).

Discos de papel de filtro de 9 mm (Whatman).

Calibre digital (0-150 mm) (COMECTA S.A.).

Agitador rotacional, mini twist (Select Bioproducts).

Portafiltros Swinnex (13 mm) Pqg/10 (SX0001300) (Millipore).

Membrana policarbonato (13 mm) de 0.22 um Pq(100 (GTTP01300) (Millipore).

Microplacas estériles de 12 pocillos (Scharlab).

D N NI N N N Y N N

Microscopio Electronico de Barrido: Inspect F Scanning Electron Microscope

(SEM) (FEL.

v" FTIR del primer experimento: Bruker Vertex 70 Interferometer, acoplado a un
microscopio Bruker Hyerion 2000 Vis-IR (Bruker).

v" FTIR del segundo experimento: Bruker Vertex 70 Interferometer, acoplado a un

microscopio Bruker Hyperion 3000 Vis-IR.

3.2. Aceites esenciales (EOs)

Como agentes antifungicos, se utilizaron los aceites esenciales de canela, orégano y clavo
evaluados en los capitulos 2 y 3. En el capitulo 2 se puede encontrar la informacién completa
en relacién a la nomenclatura de la planta, la procedencia de cada sustancia, el niUmero CAS
(ver tabla 2.1), asi como la composicidn de las atmdsferas de los tres aceites esenciales (ver

tabla 2.2).
3.3. Cepas de mohos y medios de cultivo
En este capitulo se utilizaron sélo dos de las cepas empleadas en los dos capitulos

anteriores. Como ya se explicé en ocasiones anteriores, los dias de incubacién hacen

referencia al tiempo necesario de preincubacidn para la recogida de esporas a la hora de
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hacer los indculos iniciales. En cada experimento del capitulo se detallara el uso de las cepas,

asi como las condiciones de cultivo establecidas en cada caso.

Tabla 4.1 Cepas utilizadas a lo largo de este capitulo 4.

Todos los cédigos corresponden a la CECT (Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo). Los dias de incubacion
hacen referencia a la incubacién previa para la utilizacién de dicha cepa, de manera que el tiempo de
cada experimento varié segun el objetivo.

. Medio Incubacion
Cepa (CECT) Abreviatura de cultivo (dfas)
Aspergillus flavus 2949 A. flavus MEA/CZP (*PDA) 7
Penicillium roqueforti 2905  P. roqueforti PDA 7

* Los indculos de esta cepa se extrajeron desde medio de cultivo PDA, ya que era mas favorable para la
recogida de esporas. Sin embargo, las posteriores siembras de los experimentos en medio sdlido, se
hicieron sobre MEA o CZP. Como en este capitulo sélo se evalué una cepa de A. flavus, la abreviatura no
incluye el cédigo de referencia.

De manera similar a los capitulos anteriores, los medios de cultivo empleados fueron los

siguientes:

PDA: Potato Dextrose Agar (Scharlab).
MEA n2 1: Malt Extract Agar (Scharlab).
CZP: Czapek (Scharlab).

YEB: Yeast Extract Broth (Scharlab).

AN N N RN

Para las diluciones de indculo se empled NaCl al 0.9 % (Panreac).

Todos los caldos y medios de cultivo fueron preparados segln las indicaciones de cada
uno de ellos y esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, excepto en el caso de

MEA, donde se recomienda su esterilizacién a 115 °C durante 15 minutos.

3.4. Reactivos

Etanol sin estabilizar, grado HPLC (Scharlab).
Glutaraldehido (Panreac).

Cacodilato sédico (Panreac).

AN N NN

Sacarosa (Panreac).
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3.5. Curvas de muerte

Se evalud la velocidad en el mecanismo de accion de los tres aceites esenciales (canela,
orégano y clavo) sobre ambas cepas, A. flavus y P. roqueforti. Tras una incubacién previa
durante 7 dias a 25 °C en medio PDA, se extrajeron los indculos de las dos cepas,
ajustandolos en NaCl 0.9 % a una concentracidn final de 10° CFU/mL (ver apartado 3.5.2 del

capitulo 2).

Las muestras se prepararon por medio de una macrodilucion en caldo YES (Yeast Extract
Broth), similar al método explicado en los capitulos anteriores en las concentraciones
minimas inhibitorias y fungicidas (MIC y MFC), pero en este caso, en un volumen final de 4
mL en vez de 2 mL. En la figura 4.3 se muestra un esquema de la preparacién de los tubos

problema, asi como de la evaluacidén de los diferentes puntos de la curva de muerte.

"‘ i EO (mg/mL) |
3560 pL YES ! !

™ | 400 L inéeulo ! > CIN(canela): 0.2y 0.4 |
40 pL [aceite esencial] (EO)| -.-.> : > OR (orégano): 0.4y 0.8 !

; » CLO (clavo): 1.6y 3.2 i

Ao
(1/10)/‘1 (1/100),‘ (1/1000)

En agitacion
100uL 100#’- / 100uL /

5 7 dias (incubacion)

Fig. 4.3 Esquema de la formacién de las muestras para las curvas de muerte de los tres EOs.

Igual que en ocasiones anteriores, hay que tener en cuenta que la concentracién de

inéculo final en el tubo es de 10° CFU/mL. Todos los tubos problemas se mantuvieron en
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agitacién constante durante todo el tiempo que durd la curva. El tiempo de la curva de
muerte se inicia inmediatamente tras la adicion del aceite esencial, ya que si no, se pierde el
contaje de los puntos iniciales. Como se observa en el diagrama (figura 4.3), en los diferentes
tiempos se extrajeron 100 pL de la solucién inicial, las cuales se diluyeron (1:10) en 900 L de
NaCl 0.9 % las veces necesarias para poder llevar a cabo el recuento posterior de colonias en
placa Petri. La siembra en placa (100 pL) se realizd6 en superficie por medio del asa de
Drigalsky como en ocasiones anteriores, empledandose medio de cultivo MEA en el caso de A.
flavus y PDA para P. roqueforti. Los resultados se obtuvieron tras el contaje del nimero de
colonias por mL (CFU/mL) en las placas tras 5-7 dias de incubacion. A la hora de calcular la
concentracion de moho presente en el tubo inicial a partir del recuento en placa de la
dilucion correspondiente, es importante considerar el ultimo factor (1:10) correspondiente a
la dilucidn en placa, debido a que el recuento se indica sobre 1 mL. De esta manera, un
resultado por ejemplo de 30 colonias en la dilucién (1:1000), hara referencia a 3 x 10°
CFU/mL en la disolucion inicial (o tubo problema). Los recuentos se realizaron en las placas
que contenian un rango de 10-60 colonias de moho. Conforme el antifungico actua, es
necesario coger la muestra de una disolucion mas concentrada, es decir, en los ultimos
puntos de la curva la alicuota de la disoluciéon problema se siembra sin diluir. Por tanto, los
recuentos finales de la curva de menos de 10 colonias (procedentes de la disolucion inicial)
no se consideraron para su representacion grafica, sin embargo, si se tuvieron en cuenta ya

que se considerd como presencia de crecimiento.

Finalmente, para minimizar la influencia en la variabilidad entre la concentracidn inicial
de indculo entre las diferentes réplicas de cada muestra, los recuentos obtenidos (CFU/mL)
se transformaron en logaritmo “Lg”, haciendo referencia la concentracién en cada punto de
la curva (Lg N) a la concentracidn inicial en el tiempo cero (Lg No), quedando por tanto en

cada tiempo, Lg N/No.

Por ultimo, las muestras control se realizaron de la misma manera pero afiadiendo 40 pL
de etanol, para comprobar la inocuidad de dicha concentracion en el medio conteniendo el

moho.

Los tiempos a los cuales se fueron extrayendo las alicuotas se distribuyeron en funcién de
la velocidad de cada aceite esencial. Cada una de las muestras (de aceite esencial) se realizo

por duplicado un minimo de 3 veces, llevandolo a cabo en dias diferentes.
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3.6. Microscopia Optica: Dafio celular causado por los compuestos

volatiles de cinamaldehido, carvacrol y eugenol

Se quiso observar los dafios producidos por el cinamaldehido, carvacrol y eugenol en el
moho, cuando estos se exponen en fase vapor. Dichos compuestos se escogieron por ser los
compuestos mayoritarios del aceite esencial de canela, de orégano y clavo respectivamente.

Este experimento se llevé a cabo sobre la cepa A. flavus.

A partir de un cultivo de 7 dias en PDA, se extrajeron inéculos ajustandolos en NaCl 0.9%
a una concentracion final de 10° CFU/mL (ver apartado 3.5.2 del capitulo 2). En el caso de las
placas activas la siembra se realizé6 por medio del asa de Drigalsky con 100 pL de indculo,
colocando un disco con el aceite esencial en la tapa de la placa, de la misma manera a la
mostrada en el experimento 3.6 del capitulo 2. De esta manera, las placas activas contenian
10 pL en fase vapor de cinamaldehido, carvacrol y eugenol. Los controles, sin disco activo, se
sembraron inoculando dos o tres alicuotas de 10 pL de la misma suspensién inicial en
diferentes puntos de la placa Petri, de manera que el moho pudiera crecer en colonias
individualizadas. Todas las placas (activas y controles) se cerraron con parafilm. El

experimento se llevé a cabo por triplicado.

Las placas se incubaron a 25 °C, procediéndose a su andlisis tras 24 horas, 48 horas y 72
horas de incubacion. Como se ha explicado en capitulos anteriores, el método de difusidn en
disco provoca tres zonas diferenciadas en el medio de cultivo, las cuales las hemos
denominado: halo de inhibicidn, halo de retardo (o zona 1) y zona periférica (o zona 2). Esto
ocurre debido a que el aceite esencial (tanto en contacto directo como en fase vapor),
difunde desde la parte central donde la concentracidon es mayor, hasta la periferia de la placa.
En la figura 4.4 se observan las diferentes zonas de manera esquematica, la cual también se

utilizara para explicar la metodologia de los siguientes experimentos de SEM y FTIR.
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Zona 2

e Zonal

Halo de inhibicién

Fig. 4.4 Dibujo esquematico de las tres zonas creadas por el gradiente de concentracién del EO
tras el experimento de disco de difusion (izquierda). Trozos escogidos para el estudio de cada
zona (derecha).

En el momento de la observacidon se extrajo un trozo de muestra de cada una de las tres
zonas, haciendo para ello una incisidn en el medio de cultivo de 2 cm? y colocando la muestra
directamente sobre un portaobjetos de vidrio. Esta técnica permite la visualizacion de
esporas o micelio formado sin necesidad de destruir la muestra, ni de fijarlas por medio de
tinciones. En el caso de los controles, el drea extraida correspondié a un trozo de la colonia

formada. Todas las muestras se observaron por microscopia dptica.

3.7. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

3.7.1. Dario ultraestructural causado por el aceite esencial de canela en

fase vapor

Se evaluaron los cambios morfoldgicos del moho A. flavus en presencia del aceite
esencial de canela en fase vapor. Para ello, las muestras activas se prepararon de la misma
manera a la mencionada en el apartado anterior (punto 3.5), pero evaluando tres volimenes
de aceite esencial en el disco activo: 10 pL, 20 pL y 30 pL. En esta ocasidn, tanto las placas
activas como controles se sembraron con 100 pL de inéculo previamente ajustado a 10°
CFU/mL por medio del asa de Drigalsky. EI medio de cultivo empleado esta vez fue CZP.

Todas las placas se cerraron con parafilm y se incubaron a 25 °C.

212



SECCION IlI: Capitulo 4

Extraccion del H. retardo
“plug” de lcm’

Fijacion Lavado Deshidratacion EtOH
toda la noche 20 min 2 veces 20 min
(cacodilato Na) (H0 (30, 50, 70, 90 y 100%)

destilada)

Fig. 4.5 Preparacion y extraccion del halo de retardo de una muestra activa, para SEM.
Como se ve, el halo de retardo la zona de interés. En el caso de los controles, debido al
crecimiento homogéneo del moho, el “plug” se extrajo de un punto cualquiera de la placa.

En la figura 4.5 se muestran los pasos seguidos tras la extraccién de la muestra desde la
placa. La muestra extraida correspondié a un “plug” de moho junto con el medio de cultivo
del halo de retardo en el caso de las placas activas, mientras que en los controles ésta se
cogi6 de una zona cualquiera, debido al crecimiento homogéneo del moho. A diferencia del

experimento anterior, en esta ocasion el trozo fue algo menor (1cm?).

Una vez extraidos, cada uno de ellos se introdujo en un tubo de ensayo de 5 mL que
contenia 1 mL de 2.5 % de glutaraldehido en tampdn cacodilato de sodio con sacarosa. Las
muestras se dejaron a temperatura ambiente toda la noche para su fijacidn. Al dia siguiente,
se retird el tampodn cacodilato por medio de una pipeta, y se lavé cada una de las muestras,
dejandolas 20 minutos con 1 mL de agua destilada. A continuacién, se realizd una
deshidratacion en gradiente de etanol (30, 50, 70, 90 y 100 %), repitiendo cada uno de ellos
dos veces y dejandolos actuar durante 20 minutos. Las muestras permanecieron en el Ultimo
paso (100 % etanol), y se mantuvieron en nevera hasta el momento de analisis. Antes de su
estudio, se sacd del tubo cada trozo de muestra, depositdndolo sobre un trozo de un

cubreobjetos de vidrio, para su recubrimiento con oro.

Las imdagenes de SEM se tomaron por medio de un microscopio marca Inspect F,

trabajando entre 5-30 kV y con una resolucién de 1.5 nm.
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3.7.2. Danio ultraestructural causado por los aceites esenciales de canela,

orégano y clavo en contacto directo

En este experimento se quiso observar los danos producidos en A. flavus por los tres
aceites esenciales empleados a lo largo de la presente tesis (canela, orégano y clavo), esta
vez en contacto directo en medio liquido. A diferencia del experimento anterior, en esta
ocasion interesaba estudiar los dafios producidos en las esporas del moho incubadas a
diferentes concentraciones de activo. Para ello, el indculo de moho fue extraido de una placa
previamente incubada a 25 °C durante 7 dias, ajustandolo a una concentracién de 10°
CFU/mL. Las muestras se prepararon en tubos de ensayo mediante el método de dilucién en
caldo empleado para los experimentos de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) vy

Concentraciéon Minima Fungicida (MFC) explicada en experimentos anteriores.

Tras 48 horas de incubacion en agitacidon constante, se recogieron las esporas de las
concentraciones de activo a partir de la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC), es decir,
aquellas donde no se produjo crecimiento macroscépico de moho en el tubo. Para poder
centrifugar las muestras, se dividid el volumen de cada uno de los tubos de MIC (2 mL) en dos
microtubos de 1.5 mL. En el caso de los controles, se utilizaron indculos de moho recién
recogidos de una placa de cultivo tras 7 dias de incubacion en PDA. Esto es debido a que las
esporas inoculadas en un caldo de cultivo, presentan a las 48 h germinacién completa y un
avanzado desarrollo del micelio. Debido a esto, las esporas expuestas a concentraciones
iguales o superiores a la MIC de canela, se compararon con esporas recién cogidas de una

placa de cultivo sin haber sido expuestas al aceite esencial.

Extraccion esporas
(A partir de MIC)

» »

Centrifuga
Lavado Filtrado En placa 12 pocillos:
7 min (portafiltro ¢ Fijacion (toda la noche, cacodilato Na)
(SFE) con membrana) ° 3 lavados (15 min H,0 destilada)

e Deshidratacion EtOH (2 veces, 15 min)
(30, 50, 70, 80, 90, 96 y 100%)

Fig. 4.6 Preparacion de las muestras para el segundo experimento de SEM.
En el caso de las muestras activas éstas procedian del experimento de MIC/MFC, mientras que
las esporas control se extrajeron de placas de medio cultivo tras 7 dias de incubacidn.
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Como se puede ver en la figura 4.6, cada una de las muestras se sometié a una
centrifugacion de 5 minutos a 9892 g. El pellet recogido de cada tubo se lavd durante 7
minutos con 1 mL de suero fisioldgico estéril (SFE), filtrando posteriormente la disolucion por
medio de una jeringa de 2.5 mL con un portafiltro acoplado que contenia una membrana de
policarbonato de 13 mm de didmetro y 0.22 um de poro. Tras el filtrado, cada una de las
membranas se depositd en una placa de 12 pocillos, los cuales contenian 1.5 mL de tampdn
cacodilato (2.5 % glutaraldehido y 0.3 % de sacarosa en 0.1 M de tampén cacodilato). La
placa se dejo 2 h a temperatura ambiental y toda la noche a 62 C para la fijacién de las
muestras. Al dia siguiente, se lavaron las membranas 3 veces con 1.5 mL de agua destilada,
utilizando para ello diferentes pocillos de la placa, y dejando actuar cada lavado durante 15
minutos. Por ultimo, igual que en el experimento anterior, se llevd a cabo el gradiente de
deshidratacién, empleando en esta ocasién 30, 50, 70, 80, 90, 96 y 100 % de etanol,
repitiendo cada paso dos veces y dejando actuar 15 min cada uno de ellos. De esta manera,
las membranas que contenian las esporas se guardaron en 100% de etanol, hasta que en el
momento del andlisis se depositaron en el soporte del SEM para su recubrimiento con oro. El

equipo utilizado fue el mismo que en el experimento previo del SEM.

Todas las muestras se realizaron por duplicado.

3.8. Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Los posibles cambios bioquimicos producidos en A. flavus debido al aceite esencial de
canela en fase vapor fueron analizados por medio de FTIR. El objetivo principal fue el analisis
de las esporas del moho, dividiendo para ello el experimento en dos partes claramente

diferenciadas.

La preparacion inicial de las muestras fue en ambos casos la misma, sembrando placas de
medio CZP con 100 uL de inéculo de A. flavus a una concentracién de 10° CFU/mL, y
aplicando 10 pL de canela en las muestras activas por medio de un disco de Whatmann en
fase vapor, tal y como hemos visto en numerosas ocasiones a lo largo de esta tesis. Por otra
parte, las placas de medio CZP inoculadas pero sin disco activo, constituyeron los controles.

Todas las placas se cerraron con parafilm y se incubaron a 25 °C.
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3.8.1. Primer experimento de FTIR

En el primer experimento de FTIR las muestras (control y activo) se incubaron durante 7
dias, tras lo cual se recogieron las esporas de las placas activas con un asa de siembra,
procediendo éstas de la zona 2, desde su comienzo al terminar el halo de inhibicién y hasta la
periferia de la placa. En el caso de los controles las esporas se extrajeron de diferentes zonas
de la placa, ya que al no contener aceite esencial, el crecimiento del moho es homogéneo. En
la figura 4.7 se muestra el método seguido para la extraccién de las esporas y la preparacion

de éstas para su andlisis por FTIR.

Extraccion de zona 2 Secado

Esporas con el asa ,_’ (T2 ambiente) ‘l
g . FTIR |

O
2 Centrif
entrifugas b m e = a
O
7 d (incubacidn) Lavado Depésito en soporte IR (ZnSe)
H,0 destilada 600 pL de pellet de 10’ sp/mL

Fig. 4.7 Preparacion de las muestras para el primer experimento de FTIR.
En el equema se muestra el proceso desde una placa activa (difusion en disco en fase vapor).

Para cada una de las muestras (control y activo), las esporas se depositaron en un
microtubo que contenia 1 mL de agua destilada, llevando a cabo dos centrifugaciones de 7
min a 9892 g para lavar tanto la muestra control como activa. La concentracion extraida de
esporas desde la placa Petri fue de 10’ sp/mL. De cada una de las muestras, del pellet final
obtenido se depositaron 600 puL en soportes individuales de IR (discos de ZnSe de 4 mm de
grosor y 40 mm de didmetro), dejandolos secar a temperatura ambiente antes de analizar

por IR.

Se optimizaron tanto el procedimiento de extraccién, como la centrifugacidn necesaria
para el lavado por centrifugacidn sin perder muestra y el volumen adecuado para el depédsito
en el soporte de infrarrojo. Para ello, previamente se probd a extraer inéculos de diferentes
concentraciones de esporas (10° sp/mL y 10’ sp/mL), depositando a su vez distintos
volumenes de los pellets finales tras las centrifugas (300, 600 y 1000 uL). Por otra parte, para

comprobar que no se perdia muestra durante el proceso, se conté el nimero de esporas por
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mL (contaje por camara de Neubauer), tanto en el indculo inicial del primer microtubo como

tras las dos centrifugaciones.

El FTIR utilizado fue un interferdmetro Bruker Vertex 70 acoplado a un microscopio
Bruker Hyperion 2000 Vis-IR, y con detector MCT. Cada soporte contenia una muestra
(control o activo). Los espectros de absorcidon se tomaron en al menos 20 puntos diferentes
de cada soporte que contenia la muestra, por medio de 256 scans, entre 4000 y 850 cm™ y

con una resolucién espectral de 4 cm™.

El experimento se llevd a cabo por triplicado.

3.8.2. Segundo experimento de FTIR

A diferencia del anterior, en esta ocasion se quiso evaluar la influencia del tiempo de
exposicién al aceite esencial de canela. Para ello, las placas fueron preparadas en tres sets

independientes de muestras, incubandolas durante 6 dias, 11 dias y 24 dias.

Tal y como se muestra en la figura 4.8, las esporas fueron recogidas de la zona 1 y de la
zona 2 por medio del asa de siembra, depositandolas en un microtubo que contenia 1 mL de
agua destilada para su lavado. Las esporas de las placas control se recogieron como en el

caso anterior.

Secado
(T2 ambiente)

LTI
o)

Extraccion de zonas 1y 2 -
Esporas con el asa T
L= — " 1
I FTIR
O Lo a
O —_— —> D —— L.
O Centrifuga Centrifuga Depdsito en
soporte de IR (ZnSe)
Sets de: Lavado Fijacién Lavado Deshidr. EtOH
6 d (incubacion) 7 min 2h 7min 2 veces 20 min + centrifuga

11d (incubacion) (4,0 dest.)  (Cacod.Na (H,0dest.) (30,50, 70,90y 100%)
24 d (incubacion)

Fig. 4.8 Preparacidn de las muestras para el segundo experimento de FTIR.
En el equema se muestra el proceso desde una placa activa (difusion en disco en fase vapor).
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Cada muestra se sometio a una primera centrifugacion, afiadiéndole al pellet resultante 1
mL de tampon cacodilato de sodio (ver apartado 3.7.2), el cual se dejé actuar durante 2 horas
para la fijacion de las esporas. Tras un segundo lavado con agua destilada, acompafiado de
una centrifugacion, éstas fueron deshidratadas en un gradiente de etanol (30, 50, 70, 90 y
100%). Todos los pases se llevaron a cabo mediante centrifugaciones (9892 g durante 7 min),

y dejando actuar cada uno de ellos durante 20 min.

En el momento del andlisis, se recogieron los pellets con una pipeta Pasteur,
depositandolos en las mismas ventanas de ZnSe. En esta ocasidn se utilizd un interferémetro
Bruker Vertex 70 acoplado con un microscopio Bruker Hyperion 3000 Vis-IR, con un detector
FPA (Focal Plane Array) con 64x64 elementos. Los espectros de absorcién se tomaron por
medio de 128 scans en modo binario 2 x 2, obteniendo en cada adquisicion espectros
simultaneos de 32 x 32. Cada uno de los espectros cubrié un area de muestra de 5.2 x 5.3
um?. Se eligieron varias zonas dentro de cada muestra, con la ayuda del microscopio. Se
utilizé el mismo rango de longitud de onda que en el caso anterior, y se obtuvo la misma

resolucion.

El experimento se llevo a cabo por duplicado.

3.8.3. Procesamiento de datos

Para el analisis de los datos se utiliz6 en ambos experimentos el software OPUS (version
6.5, Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Alemania). Tras una primera compensacion atmosférica,
se llevd a cabo una primera derivada utilizando el algoritmo de Savitzky-Golay con 9 puntos
de suavizado (“smoothing points”). Los siguientes andlisis del primer experimento se
analizaron con el programa Igor Pro (versidon 6, Wavemetrics, Portland, OR, Estados Unidos),

mientras que en el segundo experimento todo se realizé en OPUS.

En la seccidon de resultados y discusidon correspondiente se encuentra una explicacion

mas detallada del analisis de datos llevados a cabo en cada uno de los experimentos.

3.9. Influencia del crecimiento del moho en la difusion de los

compuestos volatiles de los aceites esenciales

En los anteriores capitulos de esta tesis hemos visto reiteradamente que la exposicién a

los aceites esenciales crea diferentes zonas de crecimiento en el moho inoculado,
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observandose entonces las comentadas zonas en el medio de cultivo: halo de inhibicién, halo
de retardo y zona 2. No obstante, tal y como se discutié en el primer barrido de actividad de
los aceites esenciales y sus compuestos mayoritarios llevados a cabo en el capitulo 2, no

todas las sustancias muestran el mismo comportamiento.

Debido a esto, este experimento tuvo como primer objetivo el analisis de la difusion en
fase vapor de los compuestos principales de los aceites esenciales de canela, orégano y clavo,
esto es, cinamaldehido, carvacrol y eugenol respectivamente. Sin embargo, como también
interesaba estudiar la difusién de los mismos en ausencia y en presencia de crecimiento de

moho, se prepararon sets de muestras inoculadas con moho y sin inocular.

3.9.1. Formacion de las muestras inoculadas y sin inocular

Por un lado, las muestras inoculadas se sembraron por asa de Drigalsky con 100 L de 10°

CFU/mL de A. flavus 2949, tras un cultivo previo de 7 dias en PDA. Las placas activas se
formaron de la misma manera que en el resto de experimentos realizados por difusiéon en
disco en fase vapor. Esto es, se afiadié 10 pL de cada uno de los compuestos a evaluar
(cinamaldehido, carvacrol y eugenol) en discos Whatman de 9 mm, colocandolos en la tapa
de la placa para su evaluacién en fase vapor. Los controles consistieron en placas inoculadas
con el moho pero sin disco activo. Por otra parte, las muestras de medio de cultivo sin

inocular se formaron de la misma manera pero sin sembrar el moho.

En todos los casos se utilizaron placas conteniendo 15 mL de medio PDA medido con
probeta estéril. Todas las placas se cerraron con parafilm y se incubaron a 25 °C durante 4

dias que durd el experimento.

Se hicieron cuatro réplicas para las muestras con moho y tres réplicas para las no

inoculadas.

3.9.2. Extraccion de las muestras

Tras los 4 dias de incubacidn, en primer lugar se hicieron las fotos de cada una de las
réplicas y se midieron los halos de inhibicidn y de retardo formados en las placas inoculadas.
Dichos halos obtenidos se utilizaron como referencia para las placas de medio de cultivo sin
inocular. Para ello, para cada compuesto se realizé un promedio de los halos de inhibicidn,

dibujandolo a continuacion en las placas sin inocular correspondiente, partiendo siempre
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desde el disco central. En la figura 4.9 podemos ver un ejemplo visual de una de las réplicas

de cada opcidén (inoculada y no inoculada) para cada una de las tres sustancias.

A continuacion, se extrajeron las muestras que interesaba evaluar. Cada una de ellas se
depositd en el interior de un vial de 20 mL de cromatografia de gases, el cual se cerrd por
medio del tapdn de rosca para impedir la pérdida de los compuestos volatiles. Todas las

muestras extraidas se pesaron en la balanza analitica de precisién.

Carvacrol: Placas inoculadas (izquierda) y sin inocular (derecha)

Fig. 4.9 Marcaje de los halos de inhibicidn, en placas activas inoculadas y sin inocular.
Fila superior (cinamaldehido), centro (eugenol) e inferior (carvacrol). En todos los casos
se muestra la imagen de una de las réplicas de cada opcién. Como figura en el texto, el
promedio de los halos de inhibicién de las réplicas activas inoculadas sirvié para poder
establecer el didametro de los halos de inhibicién en las placas sin inocular.

El criterio de muestra seleccionado se establecié de la siguiente manera, tal y como se
puede ver en la figura 4.10. Por un lado, de las muestras inoculadas y expuestas con
cinamaldehido y carvacrol se recogié muestra tanto del halo de retardo como de la zona 2,
extrayendo entre 30 y 35 “plug”s del medio de cultivo con la ayuda de un sacabocados de 6
mm. Sin embargo, las placas inoculadas con carvacrol no presentaron halo de retardo,

motivo por el cual sélo se analizaron el halo de inhibicién y la zona 2.
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Activos inoculados: cinamaldehido (d); eugenol (e); carvacrol (f)

Fig. 4.10 Extraccion de las muestras de las diferentes zonas.
Las imagenes muestran una réplica de cada opcién. En la parte superior se
pueden ver tanto el control sin inéculo (a) como inoculado (b). La extraccién

“. n

de las placas activas sin inocular se llevd a cabo como en la figura “c”,
mientras que en fila inferior se ve un ejemplo de las zonas extraidas para
cinamaldehido (d), eugenol (e) y carvacrol (f).

Por otra parte, también se extrajeron dos zonas en lugar de tres en el caso de las placas
activas sin inocular. Esto se debid a que al no existir moho, no fue posible poder distinguir
entre dos zonas tan préximas como son el halo de inhibicién y halo de retardo. Por ultimo, la

“wu

extraccion de los controles, tanto con moho como sin él, se realizé por medio de ““plugs” de

diferentes puntos repartidos por la superficie del medio de cultivo.

Respecto al criterio de extraccion aplicado, hay que mencionar dos aspectos
fundamentales. El primero de ellos es que para cada compuesto activo estudiado (tanto en

“au

las placas inoculadas como sin inocular), se extrajo el mismo nimero de ““plugs” del halo de
retardo como de la zona 2. Asi mismo, para poder asociar de la manera mas precisa el
gradiente de concentracidn obtenido dentro de cada una de las placas o réplicas, éstas se
marcaron previamente a la extraccién, de manera que en todo caso se supo de qué réplica
provenia exactamente cada dato. Esto permite, comparar de manera fiable los resultados no
solo a nivel global para cada tipo de muestra, sino también dentro de las réplicas individuales
qgue componen cada una de ellas. Por ultimo, las cuantificaciones de los compuestos

obtenidos se estudiaron junto con las fotografias de los crecimientos macroscdpicos de todas

las réplicas.
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3.9.3. Cromatografia de gases-Espectrometria de masas (GC-MS)

El analisis de las muestras se llevé a cabo mediante una microextraccién en fase sélida
por espacio de cabeza (HS). Los analitos se sorbieron y concentraron por medio de una fibra
SPME (Solid Phase Microextraction) suministrada por Supelco (Bellefonte, PA, USA). Para ello,
se empled un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard modelo 6890 (Agilent Technologies),
con una columna HP5MS de 30 metros de longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um
de espesor de fase, y un detector de espectrometria de masas 5973 (Hewlett Packard). El
equipo dispone de un inyector automatico programable, CTC Analytics CombiPal (Agilent,
Palo Alto, CA, USA). De esta manera, los analitos sorbidos por la fibra se transportan de

manera automatica al portal de inyeccidn, donde son desorbidos para su separacién.

Cada compuesto se analizé en modo “scan” (con una relacién m/z de 40 a 350,
identificandose por comparacién de su espectro de masas con los compilados en la bases de
datos del GC-MS, y en modo “SIM” (Selective lon Monitoring), utilizando para ello las masas
caracteristicas obtenidas previamente para cada uno de los tres compuestos. La
cuantificacion de los diferentes compuestos se llevd a cabo mediante concentraciones
conocidas de cada uno de ellos, diluidos en el mismo medio de cultivo pero sin agar, esto es,

en PDB. Cada recta de calibrado utilizada estuvo compuesta por un minimo de cuatro puntos.

La inyeccion se realizd en modo spitless a una temperatura de 250 °C, con un flujo de
Helio de 1 mL/mL (99.999 % pureza, calidad C50, Carburos Metdlicos). El resto de los

parametros utilizados se muestran en la tabla 4.2.

Tabla 4.2 Parametros utilizados para la extraccién por SPME (GC-MS)

CombiPal HS-SPME
Tiempo de preincubacion (s) 300
Temperatura de incubacion (°C) 40

Velocidad de agitacion del vial durante extraccion (rpm) 500

Tiempo de extraccion (s) 300
Tiempo de desorcién (s) 120
Tiempo de limpieza de la fibra (s) 180

Tras la identificacidén de los compuestos, se calculd el Limite de Deteccion (LOD) y Limite
de Cuantificaciéon (LOQ), utilizando para cada uno de ellos entre 4 y 5 concentraciones bajas

de patrdén de referencia.

222



SECCION IlI: Capitulo 4

3.9.4. Analisis estadistico

La comparacion de las areas obtenidas de los tres compuestos se llevd a cabo utilizando
la version 15.0 del programa estadistico SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). En primer lugar, se
determind si la zona de la placa ejercia un efecto significativo en la deteccidon del compuesto
volatil, lo cual se analizd6 comparando dichas areas, tanto en las placas inoculadas como sin
inocular. A continuacion, interesaba estudiar la influencia del crecimiento del moho en la
distribucion de los compuestos, comparando para ello la misma zona de ambos tipos de

muestras, inoculada y sin inocular.

El analisis se realiz6 mediante una distribucién t-student en el caso de disponer de dos
grupos de poblacién, y por Anova de 1 factor cuando se tenian mas de dos. Los mismos
analisis se han utilizado en otras ocasiones a lo largo de esta tesis (ver por ejemplo punto
3.6.3 del capitulo 2). En todos los casos se llevd a cabo previamente la prueba de Levene para
determinar la homocedasticidad de varianzas, comparando las medias por medio de las
pruebas Welch o Brown-Forsythe en el caso de no asumir igualdad de varianzas (p-valor en la
prueba de Levene < 0.05) y por medio de Anova en situacidon contraria. Por otra parte, se
identifico el origen de las diferencias detectadas por Anova de 1 factor mediante las
comparaciones multiples post-hoc. Dentro de éstas Ultimas, se aplicé el test de Bonferroni en
el caso de asumir igualdad de varianzas mientras que en el caso de no ser iguales, se realizd
el test T2 de Tamhane (T2) afiadiendo en algunos casos concretos el de T3 de Dunnett. En

todos los casos el nivel de confianza fue del 95 %.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Curvas de muerte

Las curvas de muerte de los tres aceites esenciales se muestran en la figura 4.11.
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Fig. 4.11 Curvas de muerte de los aceites esenciales de canela (a,b), orégano (c,d) y clavo (e,f)
frente a las cepas A. flavus CECT 2949 (W) y P. roqueforti CECT 2905 (@ ).

Cabe recordar que las MFC obtenidas para A. flavus fueron de 0.1-0.2 mg/mL (canela),

0.4 mg/mL (orégano) y 0.8-1.6 mg/mL (clavo). En el caso de P. roqueforti se obtuvieron

valores similares, con 0.2-0.4 mg/mL (canela), 0.4-0.8 mg/mL (orégano) y 3.2 mg/mL (clavo).

De esta manera, las MFC estudiadas para canela y orégano fueron las obtenidas para P.

roqueforti en las dos cepas, ya que la MFC de A. flavus para estas dos sustancias se
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encontraba también dentro de dichos rangos. Las concentraciones de clavo evaluadas
fueron 1.6 mg/mL y 3.2 mg/mL, correspondiendo la primera al valor mas alto dentro del
rango de MFC de A. flavus, y la segunda a la MFC de P. roqueforti, que fue ligeramente
mayor. La eleccion de las concentraciones se hizo de manera que permitiera por un lado,
estudiar la MFC individual de cada cepa, y por otro establecer una comparativa de ambas

cepas a una misma concentracién dada.

Como se puede observar en la figura 4.11, a pesar de que la canela ha demostrado
poseer la actividad antifungica mas alta en esta tesis, su cinética de muerte es mas lenta en
comparacion con orégano y clavo. Este hecho es todavia mas acusado en las concentraciones
elevadas (fig. 4.11 d y 4.11 f) donde se observd un rapido descenso en los primeros minutos.
Comparando el punto de muerte entre las dos cepas, podemos observar una ligera diferencia
entre ellas, lo cual podria ser atribuible a que las tres sustancias mostraron unas MFC
ligeramente menores para A. flavus que para P. roqueforti. Ademds, cabe mencionar la

diferente forma descrita por las tres sustancias, especialmente en el caso de canela.

Como es bien sabido, la velocidad de accidon de una sustancia activa esta en relacién con
el mecanismo de accién de ésta, y no con su potencia antimicrobiana (Becerril R., 2011;
Cebrian G., et al., 2008). Los autores Rasooli I., et al. (2006) encontraron el mismo resultado,
ya que al determinar la MIC de dos especies de tomillo por un método similar de
macrodilucidn en caldo, la sustancia mas activa mostré un comportamiento mas lento en la

curva de muerte.

Por ultimo, las curvas de muerte mostradas sugieren un comportamiento diferente para
el aceite esencial de canela que para las otras dos sustancias. EI mismo hallazgo se obtuvo en
un trabajo previo en el grupo GUIA con bacterias, apoyando la hipdtesis de que el
cinamaldehido (compuesto mayoritario de canela) entraria en el interior de la célula,
mientras que carvacrol y eugenol tienen una acciéon mas directa en la membrana (Becerril R,

2011).

4.2. Microscopia Optica: Dafio celular causado por los compuestos

volatiles de cinamaldehido, carvacrol y eugenol

Cabe mencionar que las imagenes de esporas que se muestran en este apartado

corresponden a imagenes compuestas, es decir, debido a que en algunos casos las esporas se
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encontraban muy dispersas, éstas se agruparon dentro de la misma figura para facilitar la
presentacién de los resultados. De esta manera, para poder observar la distribucién original
de las esporas en cada una de las muestras, se ha incluido la figura 4.12, donde se ve como
ejemplo tres de las numerosas imagenes tomadas del halo de inhibicidn para cada sustancia

en los diferentes tiempos de exposicion.

Cinamaldehido 24 h Carvacrol 24 h

Cinamaldehido 48 h Carvacrol 48 h

Cinamaldehido 72 h Carvacrol 72 h

Eugenol 24 h

Eugenol 48 h

Eugenol 72 h

Fig. 4.12 Distribucion de las esporas de A. flavus en el H.I. de las placas activas
con cinamaldehido, carvacrol y eugenol, en los diferentes tiempos de exposicion.

Los controles, inoculados mediante una alicuota de 10 pL de indculo (106 CFU/mL),
fueron creciendo de manera radial. Como era de esperar, el centro de la colonia presenté un
desarrollo mds elevado y desorganizado, lo cual dificultdé enormemente la observacién mas
alla de las 24 horas de incubacién. Debido a esto, se estudid la morfologia de las hifas mas
periféricas de la colonia, ya que ademas éstas pueden compararse con las hifas que se van

desarrollando en el halo de retardo de las placas activas. Las vistas generales de las imagenes
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fueron tomadas con el objetivo de 10, mientras que para la observacién en detalle se utilizé
el de 40. Las imagenes resultantes del dafio de los tres compuestos tras 24 y 48 horas se

muestran en las figuras 4.13 y 4.14.

Fig. 4.13 Dafio celular en A. flavus tras 24 horas (m.éptica).

Control (a,b); cinamaldehido (c); carvacrol (d); eugenol (e). Las flechas de colores indican
algunas de las zonas mas relevantes de las alteraciones observadas: dafio en membrana
externa y pared celular (flecha negra); pérdida de contenido citoplasmatico (flecha
amarilla); formacién de “bleds” en las placas expuestas a carvacrol (flecha roja).
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Fig. 4.14 Dafio celular en A. flavus tras 48 horas (m.dptica).

Control (a,b); cinamaldehido (c); carvacrol (d); eugenol (e). Las flechas de colores indican
algunas de las zonas mas relevantes de las alteraciones observadas: dafio en membrana
externa y pared celular (flecha negra); pérdida de contenido citoplasmatico (flecha amarilla);
formacion de “bleds” en las placas expuestas a carvacrol (flecha roja).
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El dafio tras 72 horas con cinamaldehido, carvacrol y eugenol se muestran en las figuras

4.15,4.16 y 4.17 respectivamente.

Fig. 4.15 Dafio celular en A. flavus tras 72 horas por cinamaldehido (m.dptica).

Control (a,b), halo de inhibicién (c) y halo de retardo (d,e). Las flechas de colores indican algunas de las zonas mas
relevantes de las alteraciones observadas: dafio en membrana externa y pared celular (flecha negra); pérdida de
contenido citoplasmatico (flecha amarilla); formacién de “bleds” en las placas expuestas a carvacrol (flecha roja).

229



SECCION IlI: Capitulo 4

e

Fig. 4.16 Dafio celular en A. flavus tras 72 horas por carvacrol (m.éptica).

Halo de inhibicion (a) y halo de retardo (b,c). Las flechas de colores indican algunas de las zonas mas
relevantes de las alteraciones observadas: dafio en membrana externa y pared celular (flecha negra);
pérdida de contenido citoplasmatico (flecha amarilla); formacién de “bleds” en las placas expuestas a
carvacrol (flechas y circulos rojos).
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4

Fig. 4.17 Dafio celular en A. flavus tras 72 horas por eugenol (m.éptica).
Halo de inhibicidn (a,b), y halo de retardo (c,d).

Tras las primeras 24 horas de incubacion, todas las esporas del control habian germinado
(fig. 4.13), mostrando en la periferia de la pequefia colonia hifas con un desarrollo normal, las
cuales fueron creciendo de manera organizada con el fin de colonizar el sustrato (a, b). Las
placas activas mostraron un crecimiento casi inapreciable en la periferia, ocupando el halo de
inhibicidn casi la totalidad de la superficie. Las esporas inoculadas mostraron un dafio mayor
al ser expuestas a carvacrol (d) y eugenol (e) que a cinamaldehido (c). De esta manera, el

cinamaldehido afecté de manera irregular a las esporas, ya que una parte de ellas si se
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mostraron afectadas, mientras que el aspecto de otras fue aparentemente normal. Sin
embargo, en el caso de carvacrol destacé la reduccién en el nimero de esporas por campo
con respecto a cinamaldehido y eugenol, algo que puede observarse claramente en la figura
4.12. En este caso, las pocas esporas que se encontraron presentaron las membranas
visiblemente alteradas, mostrando multiples prolapsos y evaginaciones en la pared celular
(flechas negras), muchas de ellas con pérdida del contenido celular (flechas amarillas). No
obstante, la observacién mas destacable fue la formacion de microvesiculas en los tres
tiempos de exposicion (flechas y circulos rojos), todos ellos de un tamafio practicamente
constante, con un didametro promedio en torno a 2 um. Ademas de esto, la concentracién de
dichas vesiculas fue aumentando considerablemente, encontrando a las 72 horas muy pocas
esporas en el halo de inhibicion y estando las pocas restantes severamente dafiadas. Aunque
no se ha encontrado ningun resultado semejante en otros trabajos con mohos, la formacion
de “bled” se ha visto en algunas células durante la apoptosis celular, donde la membrana
celular que se desprende forma vesiculas que acaban expandiéndose debido a una
contraccion celular mediada por los filamentos de actina del citoplasma (Wickman G., et al.,
2012; Wickman G. R, et al., 2013). Aunque es cierto que las imagenes obtenidas no bastan
para poder afirmar de manera rotunda de que se traten de “microbleds”, es un resultado que
tras haberse repetido de manera constante en todos los tiempos, apunta una vez mas a un

dafio severo en la pared y en la membrana externa.

A excepcion de la formacién de las mencionadas vesiculas y tal y como se ha comentado
antes, los dafos causados por eugenol fueron muy similares a los de carvacrol. En ambos
compuestos se observé irregularidad de las envolturas externas con destacados prolapsos,
encontrando en numerosas ocasiones y sobre todo a las 72 horas, gran cantidad de restos

celulares dispersos (figuras 4.16 y 4.17).

Sin embargo, en el caso de cinamaldehido, a las 24 horas se observaron muchas esporas
con apariencia normal, aumentando el dafio a partir de las 48 horas, observando entonces
esporas completamente abiertas y pérdida de contenido celular, aunque como bien se ha

dicho, éste se liberé en menor cantidad que en eugenol y carvacrol.

Ademas de las esporas, tras las 72 horas de incubacién se formaron en las placas activas
los denominados halos de retardo. Por tanto, en este tiempo se analizaron muestras
procedentes del halo de inhibicion y del halo de retardo para cada compuesto. Si

comparamos las imagenes tomadas del control con los compuestos activos, podemos
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destacar varios aspectos. Como se ha comentado con anterioridad, las hifas control
correspondieron a la periferia de la colonia del moho, concretamente a la parte distal de
éstas, lo que se conoce como apex. Estas crecieron de manera unidireccional en los tres
tiempos del control (fig.4.13-4.15), siendo las hifas rectilineas, de paredes turgentes y sin
mostrar ramificaciones en su parte mas distal. Sin embargo, las hifas del halo de retardo a las
72 horas mostraron claras anomalias en los tres compuestos activos. De esta manera, en el
halo de retardo expuesto a cinamaldehido se observaron hifas unidireccionales como en el

control, pero practicamente todas ellas bifurcadas e incluso trifurcadas en el apex (fig. 4.15).

Carvacrol y eugenol volvieron a mostrar un comportamiento comun, ya que en ambos
casos las hifas desarrolladas en el halo de retardo crecieron formando pequefias colonias
irregulares, sin orden aparente (fig. 4.16 b y fig. 4.17 c). Sin embargo, el hallazgo mas
importante de estas dos sustancias, fue que muchas zonas de esas hifas se encontraron
dafiadas, vertiendo hacia el exterior contenido citoplasmdtico, viéndose incluso en algunos

casos poros en la envoltura externa (fig. 4.16 cy fig. 4.17 d).

En la introduccidon general de la tesis hemos visto que los mohos son organismos
complejos, en cuanto a su estructura, crecimiento y reproduccién. Tal y como vy se vio, el
citoesqueleto de los mohos es una estructura dindmica, que juega un papel importante en
funciones vitales como son el mantenimiento de la forma, y el control del movimiento
celular, pero también en el transporte de vesiculas y organulos y en la division celular. Dentro
del citoesqueleto de los mohos, los principales componentes son los filamentos de actina y
los microtubulos, ambos de composicidon proteica. Los primeros estdn constituidos por
mondmeros de actina y los segundos por heterodimeros ensamblados de a- y B-tubulina
(Riguelme M., et al., 2011). Después de unos afios de controversia donde se creia que los
microtubulos citoplasmaticos no influian en el crecimiento apical de la hifa, se demostré que
efectivamente estos si que juegan un papel fundamental, ya que a pesar de que durante el
proceso de mitosis la mayoria de estos se desensamblan, una pequefa porcién permanece
durante la mitosis para cubrir las necesidades requeridas para el crecimiento del apex. De
hecho, el transporte de larga distancia del material desde las vesiculas secretoras se asocia a
dichos microtubulos (Riguelme M., 2013). En un trabajo anterior de los mismos autores, el
moho Aspergillus nidulans fue tratado con dos sustancias inhibidoras del citoesqueleto. En el
caso de la exposicidon a benomil, provocé un crecimiento andmalo de las hifas, mostrando en
las imagenes un cambio en la direccion de éstas y una ramificacion excesiva. Sin embargo, el

tratamiento con citocalasina A no afectd a la direccionalidad de las hifas, pero si causé una
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bifurfacién en el dpex de las mismas (Hickey P. C., et al., 2005). A pesar de que harian falta
estudios suplementarios que apoyaran esta hipodtesis, los resultados obtenidos en este
experimento en relacién al halo de retardo de cinamaldehido tras 72 horas, donde se
observd una clara excesiva bifurcacién e incluso trifurcacion en el apex de las hifas, puede ser
un indicador de una afectacién del citoesqueleto, provocando asi el crecimiento anémalo en

comparacion con las hifas control.

Debido a las limitaciones de resolucién de microscopia dptica, el siguiente experimento
se llevd a cabo mediante Microscopia Electrénica de Barrido (“SEM” Scanning Electron
Microscopy), para asi poder completar la observacién de los dafios provocados por
cinamaldehido, carvacrol y eugenol, utilizando en esa ocasidn los aceites esenciales de los

cuales derivan estos.

Por tanto, la discusion en torno al dafio ultraestructural provocado tanto por los aceites
esenciales como por sus compuestos mayoritarios, se abordara en el siguiente apartado de

SEM, junto con la comparacién bibliografica de los resultados.

4.3. Microscopia Electréonica de Barrido (SEM)

4.3.1. Dariio ultraestructural provocado por el aceite esencial de canela en

fase vapor

Debido a que el aceite esencial de canela ha sido la sustancia que ha aportado una mayor
actividad a lo largo de esta tesis, en este primer experimento de SEM se quiso estudiar el
dafio producido por sus compuestos volatiles sobre una de las cepas mas estudiadas, A.
flavus. Para ello, cabe recordar que las placas activas se formaron mediante un disco de

aceite esencial de canela en fase vapor, evaluando en este caso el halo de retardo formado.

En las figuras 4.18 y 4.19 se muestran los resultados de las muestras control (sin disco) y

activas respectivamente.
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Fig. 4.18 Resultados de SEM de las muestras control.
Vista general (a, b); detalles de una hifa (c) y un conidiéforo (d, e) y de las
esporas formadas en éste (f) donde se pueden apreciar las espiculas
caracteristicas de la superficie de éstas.

235



SECCION IlI: Capitulo 4

Fig. 4.19 Resultados de SEM de las muestras activas.

Dafio provocado con diferente volumen de aceite esencial de canela en fase
vapor: 10 plL (a, b); 20 uL (c, d); 30 uL (e, f). Detalle de un conidiéforo
claramente afectado (b). Como puede verse, la esporulacién se redujo casi a su
totalidad, donde la Unica espora individual encontrada estaba completamente
deformada (d).

Como se ha discutido de manera reiterada a lo largo de la tesis, el halo de retardo que se
forma tras la exposicién a un aceite esencial constituye la concentracion sub-inhibitoria de
éste. A pesar de que la observacidn macroscépica muestra un micelio blanquecino con
remarcable ausencia de esporulacion, las muestras analizadas reflejan que la parte mas

cercana de ese halo, colindante con el halo de inhibicion, se encuentra altamente dafiado.

En el control (fig. 4.18) podemos observar un micelio aéreo donde se alzan numerosos
conidiéforos (a, b). Las hifas se muestran rigidas, conservando su forma tubular y con la
pared rugosa caracteristica (c). Los conidiéforos muestran vesiculas globosas (d, e), asi como

las esporas en detalle con las espiculas cubriendo la superficie de éstas (f).
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Por el contrario, las muestras expuestas al aceite esencial de canela mostraron un dafno
evidente (figura 4.19). Con 10 puL de activo, el micelio se mostré como un conjunto de hifas
que habian perdido la forma, encontrandose agregadas unas a otras. Los pocos conidiéforos
encontrados mostraban un fuerte dafio en las fidlides (“phialides”), muchas de ellas con
ausencia de esporas. El aumento de volumen de aceite esencial provocd una masa de micelio
mas agregada (c), obteniendo con 30 pL hifas practicamente adheridas al sustrato (e, f) y una
inhibicién completa de la esporulacion. Una de las esporas individuales encontradas (d) se
mostré completamente deformada, apreciando en esa misma imagen, las hifas
completamente aplanadas (d). Los dafos encontrados podrian deberse a dos escenarios
diferentes, que el moho creciera de manera aberrante debido a la exposicién de los

compuestos volatiles de canela, o bien que éstos provocaran el daiio una vez crecido éste.

4.3.2. Dano ultraestructural causado por los aceites esenciales de canela,

orégano y clavo en contacto directo

Tal y como vimos en las curvas de muerte (fig. 4.11), los aceites esenciales de canela,
orégano y clavo mostraron diferencias entre ellos, destacando sobre todo el comportamiento
de canela frente a orégano y clavo. En el experimento posterior vimos que efectivamente,
cinamaldehido (compuesto mayoritario de canela) mostré un comportamiento claramente
diferente respecto a carvacrol y eugenol, compuestos mayoritarios de orégano y clavo
respectivamente. Por ultimo, al inicio del capitulo 3 comprobamos que la variacion en la
concentraciéon de indculo afectaba mas a la actividad de canela y cinamaldehido que al
orégano, clavo y ambos compuestos mayoritarios, lo cual se ha asociado precisamente con

una diferencia en el mecanismo de accién de los agentes activos.

En resumen, todos los experimentos llevados a cabo hasta ahora apuntan a que el aceite
esencial de canela se comporta de una manera diferente y menos directa que orégano y

clavo.

Por este motivo, en este segundo experimento de SEM se quiso estudiar el dafo
producido en las esporas del moho A. flavus cuando éstas son expuestas a los aceites
esenciales de canela, orégano y clavo a concentraciones fungicidas. Como se ha explicado en
la metodologia, se partié desde medio liquido, analizando la morfologia de las esporas
inoculadas en los tubos problema. Las MFC (Concentracion Minima Fungicida) obtenidas

previamente en el capitulo 2, fueron: canela (0.1-0.2 mg/mL), orégano (0.4 mg/mL) y clavo
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(0.8-1.6 mg/mL). En el caso de canela, ademas de las dos concentraciones del rango MFC se
evaluaron dos concentraciones superiores, ya que el experimento de microscopia Optica
discutido en este capitulo (ver apartado 4.2) habia mostrado dafios menos visibles en las
envolturas externas para cinamaldehido que para los otros compuestos. Las concentraciones
de orégano estudiadas correspondieron a su MFC y una concentracidn superior, mientras

gue con clavo éstas fueron las dos halladas en el rango de MFC.

Las figuras 4.20-4.23 muestran las imagenes de las esporas control, tratadas con canela,

orégano y clavo respectivamente.

Fig. 4.20 Resultados de SEM de esporas control
(a-c)

Fig. 4.21 Resultados de SEM de esporas tratadas con canela.
Cada fila muestra tres réplicas de la misma concentracion:
0.1 mg/mL (a), 0.2 mg/mL (b), 0.4 mg/mL (c), 0.8 mg/mL (d).
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Fig. 4.22 Resultados de SEM de esporas tratadas con orégano.
Cada fila muestra tres réplicas de la misma concentracion: 0.4
mg/mL (a), 0.8 mg/mL (b), 1.6 mg/mL (c).

Fig. 4.23 Resultados de SEM de esporas tratadas con clavo.
Cada fila muestra tres réplicas de la misma concentracién:
0.8 mg/mL (a) y 1.6 mg/mL (b).

Como puede observarse en la figura 4.21 a, las esporas expuestas a canela 0.1 mg/mL
fueron parcialmente afectadas, ya que parte de ellas no mostraron dafio (izquierda),
mientras que otras se vieron claramente deformadas (centro). Al aumentar la concentracion
a 0.2 mg/mL (b), siendo ésta la concentracién mayor dentro del rango de MFC de canela,
vemos que el dafio es severo, estando la mayoria de las esporas completamente seccionadas.
Concentraciones superiores al rango de MFC mostraron una destruccién masiva de éstas,

formando en muchos casos una masa celular irreconocible (c, d).
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Las esporas expuestas a la MFC de orégano (0.4 mg/mL) se vieron claramente mas
dafiadas que la concentracién mas baja del rango de MFC de canela. Es decir, todas las
esporas de esta concentracién estaban alteradas (fig. 4.22 a), bien deformadas (izquierda) o
formando una masa celular (derecha). De manera similar que con canela, al aumentar la
concentracion al doble y triple de la MFC, la mayoria de éstas se mostraban adheridas
formando una masa. Sin embargo, lo que destacd de orégano fueron los poros que se
pueden observar en la superficie de la pared de celular de muchas de las esporas, como
muestra la imagen del centro de la concentracion de 0.4 mg/mL (fig. 4.22 a) y la foto de la

espora abierta de la izquierda de la concentracién de 0.8 mg/mL (fig. 4.22 b).

Por dultimo, las esporas tratadas con clavo (fig. 4.23) conservaron mas su forma
redondeada, formando éstas una masa celular sélo con la concentracion mas elevada de su
rango de MFC (1.6 mg/mL) (figura 4.23 b). Una vez mas, el clavo mostré especial dafio en la
pared celular, como bien muestran los enormes poros de las imagenes izquierda y centro de

la MFC (figura 4.23 a).

4.3.3. Discusion de los resultados de otros autores

Los experimentos de microscopia dptica y electrénica (SEM), han demostrado que los
aceites esenciales son capaces de alterar la morfologia del moho tanto en fase vapor como

en contacto directo.

Por una parte, los dafos obtenidos en el experimento de microscopia dptica por
carvacrol y eugenol en fase vapor (ver apartado 4.2), mostraron desde el principio en el halo
de inhibicidon esporas con pérdida de integridad de membrana, causando una liberacién de
material citosplasmatico. Asi mismo, las hifas del halo de retardo tras 72 horas de exposicién
formaron pequenas colonias formadas por hifas con la pared dafiada en muchas ocasiones.
Ademas, los poros observados en SEM en las envolturas externas de las esporas de A. flavus
por los aceites esenciales de orégano y clavo indican que la pared celular es una diana clara
de sus compuestos fendlicos carvacrol y eugenol respectivamente. También, cabe recordar
que las curvas de muerte obtenidas en el primer experimento de la tesis (ver apartado 4.1),
mostraron una mayor velocidad de accion de ambos aceites esenciales comparado con
canela, acentuandose el resultado con las dosis altas. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Chami F., et al. (2005), donde los aceites esenciales de orégano y clavo

demostraron afectar a la pared celular de Saccharomyces cerevisiae. No sdlo el
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comportamiento de las curvas de muerte fue muy similar a los mostrados en este capitulo,
sino que las imagenes de SEM revelaron grietas en la superficie de las levaduras al tratarlas
con orégano, y formas aberrantes de éstas con clavo. El orégano también causé alteraciones
en la superficie de Sclerotinia sclerotiorum (Soylu S., et al. , 2007). La misma conclusién se ha
obtenido en trabajos posteriores con otras sustancias como Thymus pulegioides (Riquelme
M., et al., 2007) cuyos compuestos mayoritarios son carvacrol y timol y con Syzygium
aromaticum con un alto contenido de eugenol (Pinto E., et al. , 2009). En ambos casos,
Candida albicans y Aspergillus fumigatus se tifieron positivamente con IP (Yoduro de
Propidio), un flurocromo que tiene la capacidad de penetrar en la célula tras el dafio en las
envolturas externas, reduciendo ademas el contenido de ergosterol, compuesto especifico de
la membrana plasmatica fungica. De esta manera se hace hincapié una vez mas, en la gran
afinidad de estos compuestos por la pared celular. Hay que tener en cuenta que la reduccidn
de la biosintesis de ergosterol torna mas porosa a la membrana, y que ademas, el grupo
hidroxilo caracteristico de estos compuestos fendlicos aumenta su capacidad hidrofilica,

facilitando asi la interaccidon con la membrana plasmatica (Ahmad A,, et al., 2011).

En relacién a cinamaldehido, merece una mencion especial la comentada bifurcacion y
trifurcacién del dpex de las hifas del halo de retardo formado tras 72 horas en fase vapor,
obtenidas en el experimento de microscopia éptica. Tal y como se ha discutido, las hifas
mantuvieron la unidireccionalidad hacia la colonizacién del sustrato, pero la excesiva
bifurcacion manifiesta una clara alteracién en su crecimiento. Ademas, las imagenes del
segundo experimento de SEM a la concentracion de MFC mas elevada del rango (0.2 mg/mL)
mostré las esporas completamente seccionadas y abiertas, mientras que la concentracién
mas baja de MFC les afectdé de manera irregular. Khan M. S. A, et al. (2011) midieron la
actividad antielastasa y antiqueratinasa de varias sustancias en el moho Aspergillus niger, en
el que el cinamaldehido provocd la reduccién mas alta de la enzima antielastasa y mayor
disminucion en la actividad de la enzima queratinasa que eugenol. A. niger se escogié para
dicho experimento, porque presentaba una mayor produccion de dichas proteinasas,
estando éstas relacionadas con la patogenia del moho, ya que facilitan la destruccién tisular y
digieren importantes proteinas como los anticuerpos (Khan M. S. A, et al., 2011). En
levaduras del género Candida, también isoeugenol provocd dafios mas severos en la
membrana respecto a metoxicinamaldehido, afectando ademas ambos compuestos a la
actividad de la enzima ATP-asa, aunque el pH del interior celular disminuyé en mayor grado

en las células tratadas con isoeugenol. Ademas de esto, este trabajo destaca que ambas
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sustancias fueron activas frente a todas las cepas testadas, incluyendo aquellas resistentes a
fluconazol, causando ademas un nivel de toxicidad menor que éste, ya que el porcentaje de
hemodlisis encontrado fue menor (Shao X., et al. , 2013). Los mismos autores obtuvieron el
mismo resultado un ano mas tarde con cinamaldehido (Shreaz S., et al. , 2013). Por otra
parte, la reduccion en la esporulacién causada por la concentracidn sub-inhibitoria del aceite
esencial de canela en fase vapor (ver apartado 4.3.1), ha sido observada también por otros
autores en el caso de cinamaldehido, donde se puede observar en las imagenes de

microscopia éptica, conididforos incompletos (Carmo E. S., et al., 2008).

En conclusion, los resultados mostrados en este capitulo apoyan la hipdtesis que se
baraja desde hace algunos afios, que apunta a que el cinamaldehido, compuesto principal del
aceite esencial de canela empleado, podria entrar al menos parcialmente, en el interior de la
célula, actuando de esta manera como una sustancia activa multi-target (Becerril R., 2011).
En los trabajos con bacterias se han obtenido conclusiones parecidas a los mostrados en este
capitulo, ya que carvacrol y eugenol provocan una disrupcion mayor de la membrana que
cinamaldehido, aumentando los dos primeros la permeabilidad de ésta, e incrementando el
contenido extracelular de ATP en comparacién con cinamaldehido (Oakley B. R., et al., 1985).
También en bacteriologia se ha encontrado que el cinamaldehido juega un papel
fundamental como inhibidor de la divisién celular, ya que modifica la morfologia del “Z ring”
de las bacterias (Wickman G. R., et al., 2013). Ademas de esto, los resultados mostrados en
un trabajo previo del grupo GUIA evidenciaron un dafio mayor en la pared celular bacteriana
por los films activos de orégano que de cinamaldehido, detectando ademds cinamaldehido

en el extracto de células muertas (Becerril R., et al., 2007).

Ademas de las sustancias evaluadas en este capitulo, muchos otros compuestos han
demostrado tener capacidad de alterar la morfologia de los mohos, como es el caso del
aceite esencial de tomillo, (Rasooli I., et al., 2006), camomila (Tolouee M., et al. , 2010) y
naranja (Sharma N., et al. , 2008). En este ultimo, se pueden observar bifurcaciones en el
apex de las hifas de A. niger, de manera similar a los resultados discutidos para el halo de

retardo de cinamaldehido en microscopia dptica.

También ha habido avances en el estudio del mecanismo de accién de los aceites
esenciales. De esta manera, un trabajo reciente demostré que el aceite esencial del arbol del
té, provocaba cambios en la estructura de Botrytis cinerea, obteniendo un incremento de los

acidos grasos saturados en detrimento de los insaturados (Shao X., et al., 2013). El mismo
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resultado fue obtenido unos afios antes por Di Pasqua R., et al. (2006) en el tratamiento de
bacterias con aceites esenciales. Otro de los estudios relevantes de Pinto et al., se centrd en
la actividad antifungica del aceite esencial Ferulago capillaris, constituido principalmente por
monoterpenos hidrocarbonados. A diferencia de un trabajo previo de la misma autora
discutido anteriormente, en este caso el aceite esencial evaluado no redujo el contenido de
ergosterol. Sin embargo, el estudio arrojé una aportacién interesante, ya que a pesar de que
a partir del octavo de la MIC (MIC/8) se redujo la actividad mitocondrial hasta en un 50 %, la
posterior evaluacion del potencial de membrana mitocondrial por medio de la acumulacién
de rodamina 123, dio resultados inesperados. A diferencia de lo que ocurria con el yoduro de
propidio, la rodamina es un flourocromo que necesita potencial de membrana para poder
penetrar, por lo que tife selectivamente las células vivas. De esta manera, las
concentraciones inferiores a MIC/16 provocaron un aumento progresivo en la acumulacion
de dicho fluorocromo, encontrando el mismo resultado al aumentar progresivamente la
concentracion activa hasta llegar a un valor préximo al control con el doble de la MIC. El
primer resultado se asocié con una recuperacion del potencial de membrana al ir
disminuyendo gradualmente las concentraciones sub-inhibitorias, mientras que el aumento
de fluorescencia a concentraciones inhibitorias elevadas se relaciond con un mecanismo de
defensa celular, ya que existen proteinas anti-apoptdticas que puedan expresarse en casos
de dafo celular severo en un intento de contrarrestar el estrés oxidativo (da Cruz Cabral L., et

al., 2013).

4.4. Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

En ambos experimentos se partié de placas activas inoculadas expuestas a un disco de
canela en fase vapor y de controles inoculados pero sin agente activo. Sin embargo, tal y
como vimos en la metodologia, la zona escogida asi como el andlisis de los datos de cada

experimento vario.

4.4.1. Primer experimento de FTIR

A priori, la optimizacidon del depédsito dio buenos resultados, ya que con 600 pL de
volumen de una suspensién de esporas a una concentraciéon de 10’ sp/mL, se consiguid
cubrir la superficie del soporte de ZnSe de manera homogénea (figura 4.24). Ademas de esto,

el contaje por cdmara de Neubauer demostré que las dos centrifugaciones realizadas desde
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la extraccion de las esporas hasta el depésito final en la ventana de IR no provocaron pérdida

de muestra.

Fig. 4.24 Depdsito de muestra en el soporte de ZnSe:
10° sp/mL (a) y 107 sp/mL (b).

Por cada una de las muestras se analizaron hasta 20 puntos diferentes de cada ventana
de IR, es decir, contando las tres réplicas se obtuvo un total de 60 espectros para control y
activo. Tras una compensacion atmosférica y normalizacion de los espectros, se realizé una

primera derivada (utilizando el programa OPUS).

Después de un primer barrido que abarcé un rango de longitud de onda de 800 a 2800
cm™, de todas las bandas obtenidas, nos quedamos con un total de 7: amida | (1700-1600 cm’
1), amida Il (1600-1480 cm™), acidos nucleicos (1180-1300 cm™), carbohidratos (900-1200 cm’
1), lipidos (C=0 en 1725 cm™, C-H entre 2800-2996 cm?), y las de los enlaces N-H derivados de
las proteinas (3025-3150 cm™). Las bandas fueron muy similares a las descritas por Naumann
A. (2009) y Saulou C., et al. (2010) para la clasificacién de 26 cepas diferentes de mohos, y
para estudiar el mecanismo de accién de una sustancia activa en la levadura Saccharomyces

cerevisiae respectivamente.

El analisis de los datos se llevd a cabo mediante un analisis cluster, siguiendo el algoritmo
de Ward y calculando las diferencias mediante la distancia Euclidea. No se encontraron
diferencias entre las muestras control y activo, considerando las tres réplicas independientes

realizadas en diferentes sesiones.

Esto pudo deberse fundamentalmente a dos problemas esenciales. En primer lugar, la
muestra estaba compuesta por esporas recogidas de la zona 2, tanto de la parte mas
colindante al halo de retardo como del drea mas periférica de la placa Petri. De esta manera,
en el hipotético caso de haber sufrido algin cambio bioquimico, la heterogeneidad de la
muestra bioldgica recogida impidié una interpretacion mas precisa de los resultados

obtenidos.
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Por otra parte, a pesar de que el depdsito cubria practicamente la totalidad de la
superficie del soporte utilizado, el espesor resultante no fue homogéneo. Esto se puede
apreciar claramente si observamos la primera derivada de las principales bandas evaluadas,
de los espectros normalizados y sin normalizar (figura 4.25). Este resultado nos indica que
otro de los problemas encontrados en esta parte experimental, radicé en las diferencias

notables entre los espesores de las diferentes muestras analizadas.
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Fig. 4.25 Primera derivada de algunos espectros de muestras control y activas.
Espectros no normalizados (izquierda) y normalizados (derecha).

4.4.2. Segundo experimento de FTIR

Tras los resultados del experimento anterior, en este caso se recogieron esporas de zonas
diferentes, halo de retardo (zona 1) y la zona periférica (zona 2), constituyendo cada una de
ellas una muestra independiente. Se decidié analizar ambas zonas, ya que el halo de retardo
se forma debido a una clara influencia del aceite esencial, la cual se manifiesta por una
disminucién macroscépica del crecimiento del moho, acompafiada por una fuerte reduccion
en la tasa de esporulacion. Ademas, se quiso estudiar también la influencia del tiempo de
exposicidn en los posibles cambios bioquimicos experimentados, por lo que se prepararon
sets de muestras de 6, 11 y 24 dias de incubacién. En la figura 4.26 se muestra uno de los
espectros de una muestra control, con las bandas mas relevantes para este estudio, y debajo,

la primera derivada de esas mismas bandas, de diferentes muestras control y activas.
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Fig. 4.26 Espectro de FTIR de una de las muestras de A. flavus.
Arriba: sefializacion de las bandas mds importante.
Abajo: primera derivada correspondientes a controles, halo de
retardo (zona 1) y zona periférica de la placa Petri (zona 2).

Sin embargo, la preparacion de la muestra no resulté adecuada, obteniéndose ademas
una distribucidn irregular en el depdsito de IR, como muestran las imagenes del microscopio
acoplado, correspondientes al control, zona 1y zona 2 de una de las réplicas de 6 dias (figura

4.27).

FTe ] 0 FrE: ]
Deeapkc 3Micran]

Fig. 4.27 Deposito de muestra en el soporte de ZnSe de una de las réplicas activas de 6 dias:
control (izquierda), zona 1 (centro), zona 2 (derecha).

El andlisis de datos fue complejo y se realizd en diferentes etapas. En primer lugar se
integraron las 7 bandas definidas en el primer experimento de FTIR, sin embargo, dentro de
la misma muestra se observaron diferencias de sefal notables dentro de los 1024 espectros
obtenidos por cada punto. Evidentemente, este problema se relacion6 de manera directa
con las irregularidades encontradas entre los depdsitos de las diferentes muestras, tanto en

distribucidn como en espesor del film creado.
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Se intentd solventar el problema del depésito de dos maneras. En primer lugar se
establecieron ratios mediante una combinacién de las 7 bandas descritas anteriores, lo cual
ayudd a disminuir la enorme variabilidad encontrada en primera instancia. Sin embargo,
seguia existiendo un problema fundamental, que consistié en que muchos puntos tomados
por el detector FPA, realmente no contenian muestra de moho. Debido a esto, se cred un
filtro comun, utilizando para ello 3 bandas de gran anchura partiendo de las 7 definidas
anteriormente, quedando de esta manera: “proteinas” (1754-1485 cm?), “proteinas &
lipidos” (1479-1193 cm™) y “carbohidratos” (1200-1000 cm™). Para ello, se conté con las
imagenes del microscopio acoplado, de manera que fue posible asociar los datos de los
espectros con la zona de muestra evaluada. El procesamiento matematico quedd
determinado de manera que se establecié que un espectro contenia muestra biolégica en el
caso de cumplirse de manera simultanea los siguientes tres criterios fundamentales: el valor
para la banda normalizada de “proteinas” era mayor de 0.4, el valor para la banda
normalizada de “proteinas & lipidos” era mayor de 0.375 y por ultimo, el valor de la banda de

“carbohidratos” normalizada era mayor de 0.3.

Se aplicé el mismo filtro creado para todas las muestras, de manera que permiti
descartar aquellos datos que no procedian del moho, sino del soporte vacio. En la figura 4.28
se puede ver como ejemplo, una de las imagenes del microscopio acoplado de una de las
muestras evaluadas, donde cada cuadrado hace referencia a un marcador del tamafio de 1

pixel.

Fig. 4.28 Filtro aplicado para andlisis por FTIR.

Como puede observarse, el filtro es razonable pero no es perfecto, ya que descarta
algunas zonas que si que contienen muestra mientras que en otros casos incluye marcadores

vacios, encontrandose la mayoria de estos en las zonas cercanas a los bordes de la muestra.
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Finalmente, se aplicé el filtro a los espectros de todas las muestras, no encontrandose
diferencia entre las muestras control y activo. Lo Unico que se observé fue un ligero
desplazamiento de la amida | en el set de 24 dias, situdndose aproximadamente en 1637 cm™
en el caso de las muestras control y zona periférica (zona 2) y en 1632 cm™ en el caso del halo
de retardo (o zona 1). Sin embargo, las desviaciones estandar de las muestras fueron muy
elevadas, de manera que haria falta afiadir muestras mas optimizadas para poder

confirmarlo.

A pesar de que los experimentos de FTIR no arrojaron los resultados esperados, esto no
desmerece a la técnica en si. De hecho, desde hace afios se plantea como una alternativa a la
hora de identificar y clasificar las especies de mohos, tal y como reflejan los siguientes
trabajos (Fischer G., et al., 2006; Naumann A., 2009; Pena R, et al. , 2014). Sin embargo, el
procedimiento empleado a la hora de preparar la muestra es vital. Asi, Fischer G., et al.
(2006) publicaron un trabajo donde compararon hasta cinco protocolos diferentes de
preparacion de muestra, partiendo siempre desde una suspension de esporas. Desde un
punto de vista bioldgico las esporas tienen una importancia innegable, ya que contienen
micotoxinas y son el medio de dispersidn en los bioaerosoles. Ademas, también presentan un
estado fisiolégico menos variable e influenciado por las condiciones de cultivo que el micelio.
Sin embargo, hay que tener en cuenta que a diferencia de las bacterias y las levaduras, las
esporas de los mohos son hidrofébicas, lo que provoca que haya que tratarlas con especial
cuidado. Por eso, de los cinco protocolos probados, los mejores resultados los obtuvieron al
dispersar éstas inicialmente en 40 % de metanol. Finalmente, de los films de esporas
obtenidos, descartaron aquellos que fueron excesivamente finos o gruesos, pasando por un
control de calidad, ya que en esos casos los analisis no fueron reproducibles en cuanto a
intensidad de sefial (Fischer G., et al., 2006). Por otra parte, Naumann A. (2009) también
consiguid en un 95-99 % clasificar satisfactoriamente hasta 26 especies diferentes de mohos
mediante ATR-FTIR. Esto fue posible gracias a que antes de depositar el micelio extraido, éste
fue transformado en un polvo seco, de manera que se elimina la gran heterogeneidad

inherente de las hifas.

La técnica de FTIR también se ha empleado para estudiar los cambios bioquimicos
sufridos por un moho durante las diferentes etapas de desarrollo. Asi, en un excelente
trabajo llevado a cabo con Neurospora, se analizé la diferencia de intensidad entre las bandas
de: la hifa vegetativa, la hifa durante la esporulacién, la espora germinando y la espora

madura. Destaca la gran heterogeneidad del micelio comentada en ocasiones anteriores, ya
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que pocas micras detras del apex, la composicién de la hifa cambia notablemente. Los
autores obtuvieron también un perfil diferente entre los diferentes estadios de crecimiento,
ya que las bandas de lipidos y carbohidratos de las esporas maduras y las esporas durante la
germinacion fueron mucho mayores en comparacion con la hifa vegetativa. La ventaja de las
imagenes de microscopio es evidente, ya que los cambios obtenidos en las distintas fases
pudieron ser facilmente asociados a los diferentes momentos de desarrollo del moho (Jilkine
K., et al. , 2008). De manera similar, Szeghalmi A., et al. (2007) analizaron las bandas
obtenidas en tres mohos diferentes (Aspergillus nidulans, Neurospora y Rhizopus) a dos
niveles diferentes de la hifa, el dpex y a 150 um de éste. Encontraron una alta variabilidad en
la intensidad de las bandas correspondientes a las proteinas y carbohidratos, tanto entre las
tres cepas como entre los dos puntos de la hifa escogidos. Ademads de esto, analizaron el

crecimiento del moho en condiciones de estrés como alta temperatura y pH basico.

Las ventajas de la técnica por tanto son claras, ya que permite asociar los cambios
bioquimicos sufridos por el moho, durante diferentes procesos como son el crecimiento o
una situacion de estrés debido por ejemplo a condiciones de incubacion. Siguiendo esta
linea, el FTIR ha sido utilizado para investigar el mecanismo de accién de las sustancias
activas. Skotti E., et al. (2014) analizaron la actividad antifingica de seis plantas aromaticas
frente al moho Alternaria alternata, de las cuales tres de ellas consiguieron reducir la
produccién de esporas mientras que las otras tres las aumentaron. Dividieron por tanto las
seis muestras en dos grupos de poblaciones, y realizaron un andlisis de componentes
principales (PCA) con la segunda derivada de las bandas mas importantes, encontrando
cambios en la intensidad de las bandas entre las muestras control y tratadas (con ambos
grupos de plantas). Concretamente, las variaciones mds notables se obtuvieron para las
bandas de amida |, I, lll y polisacaridos, lo que sugiere la activaciéon de diferentes
mecanismos moleculares por parte del moho frente a la situacidn de estrés al cual estd

expuesto.

Siguiendo la misma linea, Saulou C., et al. (2010) encontraron un desplazamiento de
hasta 30 cm™ en la levadura Saccharomyces cervisiae expuesta a un recubrimiento de plata
en comparacion con levaduras de un indculo recién recogido. Este resultado coincide con el
ligero desplazamiento observado en nuestras muestras activas correspondientes a la amida |,
aunque tal y como fue discutido previamente, las elevadas desviaciones estandar indican que
seria necesario procesar un mayor numero de muestras para poder confirmar dicho

resultado.
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Con todo esto, queda reflejado que la técnica de FTIR presenta unas prestaciones claras
para su utilizacion en el estudio de los mohos, ya que permite asociar los cambios sufridos
por estos a su estructura heterogénea y su complejo desarrollo. A lo largo de la discusién
hemos visto que la técnica es aplicable tanto a nivel de identificacién y clasificacion de
especies, lo cual es una tarea ardua en este campo, como en los estudios mds precisos de
mecanismo de accidn de sustancias activas y de cambios bioquimicos sufridos por situaciones
de estrés. Sin embargo, la preparacion de muestra sigue siendo un obstaculo a vencer en
muchas ocasiones, ya que no es facil obtener un depdsito homogéneo, sobre todo si se trata
de micelio. En este contexto, recientemente se ha publicado un método validado, donde
consiguen resultados satisfactorios mediante la rotura del micelio en pequefos trozos,

seguida de dos centrifugaciones (Lecellier A,, et al., 2014).

Por tanto, este ultimo trabajo publicado en este afio 2014 podria servir como una
referencia muy Util en nuestro caso, ya que como hemos visto, el halo de retardo (colindante
al halo de inhibicién) que se forma tras la exposicién al aceite esencial de canela estd
compuesto fundamentalmente por micelio. El anélisis de las esporas, siendo que éstas se
encontraban ya mas lejos del halo de inhibicién, no mostré cambios, lo cual incide una vez
mas en el interés del analisis del micelio crecido en dicho halo de retardo. Ademas,
experimentos previos en este capitulo han confirmado que el micelio crecido en esa zona,
experimenta una fuerte reduccién en la esporulacién, y un crecimiento anormal que se hizo
patente tanto en la ultraestructura de las hifas mostrada por SEM, como por la excesiva

bifurcacion del dpex de las hifas obtenidas por microscopia dptica.

4.5. Influencia del crecimiento del moho en la difusion de los

compuestos volatiles de los aceites esenciales

En experimentos previos de esta tesis doctoral hemos visto que los aceites esenciales de
canela, orégano y clavo, se comportan igual que sus compuestos mayoritarios respectivos
cinamaldehido, carvacrol y eugenol. Sin embargo, también se ha observado en varias
ocasiones a lo largo de esta tesis, que el moho expuesto a los aceites esenciales que consigue
crecer, lo hace manifestando unas claras diferencias en relacién al aspecto macroscépico en
la placa. De esta manera, al comienzo del capitulo 2 vimos que ademas de crearse halos de
inhibicién de didmetro diferente, cinamaldehido forma un halo de retardo muy nitido y

marcado que consta fundamentalmente de micelio sin esporulacién (fig. 4.29 a), mientras
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que en eugenol éste suele ser también visible pero algo mas irregular o difuso (fig. 4.29 ¢), y
por ultimo en el caso de carvacrol, éste apenas se distingue de la zona 2 o periférica (fig. 4.29
b). Esto conlleva importantes cambios morfoldgicos en el moho, como los mostrados en los

experimentos de microscopia dptica y electrénica (SEM) de este capitulo.

Se sabe que los aceites esenciales son sustancias complejas, formadas por compuestos
con diferente lipofilidad e hidrofilidad. De esta manera, cuando se afiaden a un medio de
cultivo, los aceites esenciales se distribuyen en su fase acuosa, en un grado que depende de
la hidrofilidad de los compuestos que contenga. Como varios autores apuntan desde hace
unos afos, la eficacia antifingica de los aceites esenciales en fase vapor se debe a una
absorcion de estos en el agar, difundiendo a través de él, y a una deposicion directa en el

micelio del moho (Inouye S., et al., 2000; Tullio V., et al. , 2007).

De esta manera, el objetivo de este experimento fue estudiar el mecanismo de difusién
de los aceites esenciales, evaluando también la influencia del crecimiento del moho en dicha
difusién. Para ello, en lugar de trabajar con los tres aceites esenciales mas estudiados en esta
tesis (canela, orégano y clavo), se ha optado por utilizar en esta ocasiéon sus compuestos

mayoritarios, evitando asi la interferencia de otras sustancias en menor concentracién.

Fig. 4.29 Imagenes de halos de inhibicién y retardo de A. flavus tras 4 dias.
Exposicion en fase vapor de: cinamaldehido (a), carvacrol (b) y eugenol (c). La
zona 2 corresponde a la zona periférica de la placa.

Tal y como se ha explicado en la metodologia correspondiente (ver apartado 3.9), se
midieron los halos de inhibicién de las placas activas con moho, utilizando el promedio
resultante de las 4 réplicas inoculadas para establecer el halo de inhibicién y de retardo de
las placas activas sin inocular. En la tabla 4.3 se encuentran la medida de los halos, asi como
los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) para cada compuesto. La deteccién de
los compuestos se llevd a cabo simultaneamente en modo SCAN y SIM, confirmando en éste

ultimo las masas caracteristicas de cada uno de ellos mediante la relacion masa-carga (m/z).
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Tabla 4.3 Datos de los compuestos analizados en su difusion.

Halos de inhibicion (H.l.) y de retardo (H.R.), junto con la desviacién estandar (SD), de
cinamaldehido, carvacrol y eugenol, en las placas inoculadas con A. flavus. El Limite de
Deteccidén (LOD) y Limite de Cuantificacion (LOQ), ambos en ng/g, hacen referencia a las
concentraciones minimas detectables y cuantificables, mostrandose el coeficiente de
correlacién lineal obtenido (R?).

HI. +SD HR. +SD | LOD LOQ R? m/z
(mm) (mm) (ng/g) (ng/g)
131
CINAMALDEHIDO | 45.71 429 6376 490 | 543 1810 0.9995 103
77
104
ESTIRENO 0.18 0.60 0.9986 78
51
135
CARVACROL 38.72 241 1.20 3.99 0.9988 50
91
164.1
EUGENOL 2994 111 5886  1.43 3.97 1325 09884 149

Tras el andlisis cromatografico, se integraron las dreas de los compuestos obtenidos en

modo SCAN y se evalud lo siguiente:

> Compuestos obtenidos en las placas inoculadas y sin inocular.

> Difusion de los compuestos volatiles en las diferentes zonas de la placa Petri. Para
ello primero se compararon los tres compuestos, evaluando después dentro de cada
uno de ellos, las diferencias obtenidas entre las distintas zonas de la placa mediante

un analisis estadistico.

> Influencia del crecimiento del moho en la distribucién de los compuestos en las
diferentes zonas. En este caso, se analizaron los perfiles de distribucidn de las placas
inoculadas con moho, respecto a las placas sin inocular. Las diferencias significativas

se determinaron también mediante andlisis estadistico.

Cabe recordar que las areas evaluadas en las placas activas inoculadas fueron: halo de
inhibicién (H.1.), halo de retardo (H.R.) y zona 2 (o zona periférica). Sin embargo en las placas
activas sin inocular, es decir, las placas con medio de cultivo y expuestas al agente activo
pero sin moho, sdlo se evaluaron dos zonas: la parte central de la placa y la zona mas
periférica. Como es légico, al no existir moho en dichas placas, no se crean diferentes zonas

de crecimiento, por lo que el halo de inhibicidn en estas placas no inoculadas corresponde
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simplemente al punto central de la placa, de la misma superficie que el halo de inhibicién de
las placas inoculadas con el moho. A pesar de esto, para evitar confusiones se ha mantenido
el mismo nombre en ambos tipos de placas activas, tanto en las inoculadas como las sin
inocular, de manera que el halo de inhibicion hace siempre referencia a la parte central de la
placay la zona 2 a la parte mas periférica. Hay que afiadir, que en las placas sin inocular no se
evalud la zona que corresponderia al halo de retardo en las placas inoculadas. El andlisis de
dicho halo de retardo en estas placas sin inocular demostré en un experimento previo (datos
no mostrados) no ser reproducible, obteniendo datos contradictorios entre las réplicas de
una misma muestra. Esto se explica debido a que el crecimiento del moho marca los limites
visuales de las zonas a extraer (figura 4.29), de manera que las placas activas sin inocular
carecen de dicho indicador. Ademas, hay que tener en cuenta que el halo de retardo es
siempre una zona que se aprecia con mayor dificultad, situandose en el medio del halo de
inhibicién y de la zona 2 (zona periférica) y siendo normalmente de menor tamafo que éstas.
Dicho halo de retardo tampoco se evalud en las placas inoculadas con moho y expuestas a
carvacrol, debido a que en este compuesto, la falta de nitidez del halo formado dificulté la
extraccién de muestra de manera éptima, ya que no hay apenas diferencia visual entre el

halo de retardo y la zona 2 o periférica.

4.5.1. Compuestos obtenidos en las placas inoculadas y sin inocular

Las figura 4.30 muestran un ejemplo de los cromatogramas del halo de inhibicién, de las

placas activas con cinamaldehido, inoculadas con el moho y sin inocular.

En primer lugar tal, las placas sin moho mostraron un alto contenido de benzaldehido
(tiempo de retencidon de 14 minutos) (fig. 4.30 a), disminuyendo mds de 2 drdenes de
intensidad en el caso de las placas inoculadas con el moho (figura 4.30 b), lo que explica que
haya que acercarse al ruido para apreciar un pequefio pico donde aparece la flecha naranja.
Ademas de esto, dicho compuesto no aparecié en el resto de zonas evaluadas, tanto en el
caso de estar inoculadas como en los que no, de manera que sélo se vio a las

concentraciones mas elevadas, esto es, en el halo de inhibicién.
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Fig. 4.30 Cromatogramas de las muestras de cinamaldehido.

Placas activas sin inocular (a) e inoculadas con moho (b). Se ha escogido como ejemplo visual el
halo de inhibicion por ser la mas interesante en la aparicién de compuestos.

El benzaldehido es un producto que puede resultar de la degradacién de cinamaldehido.
Asi, en un trabajo anterior llevado a cabo en el grupo GUIA, (Rodriguez A., 2009) se analizé la
composicion de una emulsion activa de parafina con canela recién preparada, y otra
almacenada durante cinco semanas. Los resultados de las atmdsferas analizadas por
cromatografia de gases, mostraron que con el tiempo, la concentracién de cinamaldehido fue
disminuyendo mientras que la de benzaldehido fue aumentando. Como bien sefialé el autor,
Hay que tener en cuenta que la formacién del benzaldehido desde el cinamaldehido ocurre a
través de una reaccién retroaldol en medio acuoso y que se ve favorecida por la

temperatura.
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Sin embargo, el hecho mas destacable de las muestras de cinamaldehido fue la aparicién
de estireno, un producto que se forma tras un proceso de degradaciéon de algunos
compuestos de la canela, entre ellos el cinamaldehido. A diferencia del benzaldehido, en este
caso si que se observé una clara influencia no sdélo entre las diferentes zonas de la placa sino

también del moho. Esto se discutird mas adelante.

A pesar de que no existen muchos trabajos al respecto, la biotransformacion del
cinamaldehido por parte de algunas cepas de mohos ha sido descrita anteriormente (Hao B.
H., et al. , 2013; Wickman G. R., et al., 2013). En uno de estos trabajos, se analizaron las
concentraciones obtenidas de hasta 100 muestras de diversas variedades de canela
procedentes de diferentes origenes y con diferente actividad de agua (a,), donde se
encontraron niveles de estireno en un rango entre < 0.5 pg/g a 523 ug/g. Entre las variedades
de canela utilizadas, la que presentd una concentracién mas baja de estireno correspondié a
la misma variedad que se ha utilizado en esta tesis, es decir, Cinnamomum zeylanicum
(procedente de Sri Lanka). En el otro extremo encontraron una variedad de canela
procedente de la region de Korintji (Indonesia), donde dichas concentraciones de estireno
fueron muy elevadas, aumentando ain mas conforme la actividad de agua fue mayor. Los
autores relacionaron este resultado con una posible mala conservacion de la canela durante
el transporte desde Indonesia a Francia, donde se realizé el estudio. Ademas de esto, los
autores contaminaron 5 muestras de canela de diferentes variedades entre las que se
encontraba la variedad de Sri Lanka, con tres especies de moho (Penicillium citrinum,
Penicillium oxalicum y Aspergillus niger). Las cinco muestras de canela se evaluaron ademas
enteras y molidas. Los resultados obtenidos mostraron que tras la inoculacidn de los mohos y
la incubacién de las muestras tras 10 dias, la concentracién de estireno aumento
considerablemente excepto en la variedad de Sri Lanka. En este ultimo caso, a pesar de que
la concentracidn de CO, liberado aumentd notablemente, la contaminacion fungica no
mostré un aumento considerable en el nivel de estireno. Finalmente, en todas las muestras
de canela obtuvieron niveles mdas bajos de estireno tras la molienda de ésta, lo que
relacionaron con un aumento en la liberacién de los compuestos volatiles procedentes de
ésta, lo cual provoca la inhibicién del crecimiento del moho y por ende, de la produccion de
estireno (Hao B. H., et al., 2013). Cabe mencionar que el estireno es un compuesto que no
tiene limite de migracion especifica y que puede usarse como mondémero pero no como
aditivo en la produccion de polimeros tal y como figura en el Reglamento (UE) N° 10/2011

sobre materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos. De esta
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manera, el estireno se utiliza para su polimerizacion en la formaciéon del poliestireno,
material empleado en muchos envases. Debido a que no tiene limite de migracion especifica
o “Specific Migration Limit” (SML), el estireno que migre desde el envase al alimento tiene
gue cumplir el limite de migracién global o “Overall Migration Limit” (OML) de 60 mg/kg (60
ppm). En un trabajo reciente, Gelbke H.-P., et al. (2014) evaluaron los limites de exposicion
segura (SEL) de los consumidores hacia el estireno como sustancia desde el material de
envase. Basandose en los efectos toxicos documentados en animales y humanos
(fundamentalmente en ambos destaca la ototoxicidad y alteraciones en la discriminacién del
color), establecieron el SEL en un rango entre 90-120 mg/persona/dia. Teniendo en cuenta el
consumo de 1 kg de alimento al dia por una persona adulta, el limite de migracién
considerado como seguro para los consumidores se quedaria entonces en 90 ppm, estando

por tanto su nivel de seguridad muy por encima del OML.

Los cromatogramas del resto de zonas de las placas con cinamaldehido no mostraron
picos adicionales que fueran relevantes para el estudio, ademas de los ya comentados. Si se
vieron importantes diferencias en la intensidad de la sefial entre cinamaldehido y estireno,
tanto en el caso de las placas inoculadas como en las no inoculadas, lo cual se discutira en el

siguiente punto.

Por ultimo, tal y como se puede observar, las muestras activas con carvacrol (figura 4.31)
y eugenol (figura 4.32) mostraron los mismos picos en los cromatogramas entre las placas sin
inocular (a) e inoculadas con el moho (b). Ademas, a diferencia del cinamaldehido, no se
observd ningln compuesto resultante de degradacién, ni como respuesta al crecimiento del
moho. En todos los casos se mostrd un ejemplo de los cromatogramas obtenidos, eligiendo el
halo de inhibicién, ya que dicha zona fue la mas interesante en el caso de cinamaldehido. Lo
Unico que vario respecto al resto de zonas estudiadas fue la intensidad de la sefial, tal y como

ocurria en el caso de cinamaldehido y que se tratara también a continuacion.

En todas las muestras analizadas, aparecieron pequefios compuestos de una intensidad
cercana al ruido, y que provenian bien de la propia fibra SPME, del medio de cultivo
empleado o incluso ftalatos procedentes del vial donde se contenian las muestras. No se
tuvieron en cuenta para el analisis ya que no influyeron en este experimento ni aportaron

mas informacion de la ya discutida.
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Fig. 4.31 Cromatogramas obtenidos en las muestras de carvacrol.

Placas activas sin inocular (a) e inoculadas con moho (b). Se ha escogido como

ejemplo visual el halo de inhibicion para poder comparar con cinamaldehido.
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Fig. 4.32 Cromatogramas obtenidos en las muestras de eugenol.
Placas activas sin inocular (a) e inoculadas con moho (b). Se ha escogido como
ejemplo visual el halo de inhibicidon para poder comparar con cinamaldehido.

4.5.2. Difusion de los compuestos voldtiles en las diferentes zonas de la

placa Petri

Los resultados de las diferentes zonas evaluadas de las placas activas tanto inoculadas
como sin inocular, se representan en las figuras 4.33 y 4.34. Para poder comparar la
intensidad de la sefial entre las placas inoculadas y no inoculadas de cada compuesto, los

diagramas de barras se han representado utilizando la misma escala.
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En primer lugar, la comparacion de las graficas de las placas activas sin inocular, nos
informan acerca del mecanismo de difusién de los compuestos volatiles en las diferentes
zonas de la placa. De esta manera, si observamos ambas figuras se aprecia que
cinamaldehido (figura 4.33 a), carvacrol (figura 4.34 a) y eugenol (figura 4.34 c) difunden de
manera muy semejante. Cabe recordar ademas en el caso de cinamaldehido, la presencia de
estireno, tal y como se menciond anteriormente. En definitiva, la disminucion de
cinamaldehido, carvacrol y eugenol desde el halo de inhibicién hasta la periferia, demuestra
gue estos alcanzan la concentracidn mas elevada en el centro de la placa, desde donde estos,

tras ser absorbidos por el agar, van distribuyéndose hacia la zona mas periférica.
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Fig. 4.33 Distribucion de cinamaldehido (a,b) y estireno (c,d) en distintas zonas de la placa.
En las placas sin inocular con el moho se analizaron dos zonas: halo de inhibicién (H.l.) y zona
2. En el caso de las placas inoculadas, se analizaron las tres zonas: halo de inhibicion (H. Inh),
halo de retardo (H. Ret) y zona 2. Nétese que en el caso de las placas inoculadas sélo se
detectd cinamaldehido en el halo de inhibicidon, mientras que aparecié estireno en las tres.
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Fig. 4.34 Distribucion de carvacrol (a,b) y eugenol (c,d) en distintas zonas de la placa.

En las placas sin inocular con el moho se analizaron dos zonas: halo de inhibicidn (H.l) y
zona 2. En el caso de las placas inoculadas, se analizaron las tres zonas: halo de inhibicién
(H. Inh), halo de retardo (H. Ret) y zona 2.

Esto se confirmd mediante un analisis estadistico, que reveld diferencias significativas (P
< 0.05) entre todas las zonas evaluadas de las muestras sin inocular en todos los casos, esto

es, cinamaldehido, carvacrol, eugenol, y el producto derivado del cinamaldehido, el estireno.

4.5.3. Influencia del crecimiento del moho en la distribucién de los

compuestos en las diferentes zonas

Las placas inoculadas mostraron perfiles diferentes respecto a la difusién normal de las
placas sin inocular, lo que indica que la presencia del moho juega un papel fundamental en la
distribucidn de los compuestos volatiles. De entre los compuestos evaluados, cinamaldehido
arrojé de nuevo los resultados mds interesantes (figuras 4.30 y 4.33). Por un lado, en dichas
placas inoculadas éste sélo fue detectado en el halo de inhibicion (figura 4.33 b), no
encontrandose por tanto ni en el halo de retardo ni en la zona 2. Esto significa que de
permanecer algo de concentracion en dichas zonas, ésta fue menor que el limite de
deteccion, siendo para cinamaldehido de 5.43 ng/g (tabla 4.3). Ademads, como se puede
observar en las placas de cinamaldehido sin inocular (figura 4.33 c), las concentraciones mas

elevadas de estireno correspondieron al centro de la placa, donde aun asi éstas fueron bajas,
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ya que la concentracion maxima detectada correspondid a la parte central de la placa
(llamado halo de inhibicién) y fue de 25 ng/g. Sin embargo, en el caso de las placas
inoculadas con el moho, la concentracidn de éste se dispard, aumentando la abundancia en
tres ordenes de magnitud respecto a las placas no inoculadas (figura 4.33 d). Hay que tener
en cuenta, que la MIC (Concentracion Minima Inhibitoria) y la MFC (Concentracién Minima
Fungicida) del estireno frente a esta misma cepa son mas elevadas que la del aceite esencial
de canela y cinamaldehido (datos no mostrados), por lo que es légico pensar que el moho
provoque dicha ruta de biotransformacion de un compuesto de menor toxicidad para su

desarrollo.

Para poder confirmar si efectivamente el moho ejercia un efecto significativo en la
intensidad de sefial de las diferentes zonas de cinamaldehido y estireno, se compararon éstas
entre las placas inoculadas y sin inocular. Se obtuvieron diferencias significativas en todos los
casos (P < 0.05), es decir, para ambos compuestos los halos de inhibicion y la zona 2 fueron

significativamente diferentes cuando se inoculé el moho.

En el caso de carvacrol la diferencia entre el halo de inhibicion y la zona 2 es claramente
mayor en las placas inoculadas que en las placas sin inocular (figura 4.34 a,b). Esto mismo se
vio en las muestras de eugenol, obteniendo una disminucidon gradual entre las tres zonas
evaluadas, y siendo alin mayor en este caso la diferencia entre el halo de inhibicién y zona 2

(figura 4.34 c,d).

El andlisis estadistico llevado a cabo entre las placas inoculadas y no inoculadas de
carvacrol y eugenol mostré los mismos resultados entre ellos. Esto es, se obtuvieron
diferencias significativas (P < 0.05) al comparar ambas zonas periféricas (zona 2) de las placas
inoculadas y sin inocular. Sin embargo, la comparacion de los halos de inhibicion de los dos
tipos de placa no mostraron diferencias significativas (P < 0.05), siendo ademas los dos Unicos

dos casos donde se encontré este resultado.

4.5.4. Discusion de los resultados con otros autores

Los resultados mostrados en este experimento, coinciden con los datos obtenidos
previamente en un experimento del grupo GUIA, donde la concentracién de cinamaldehido y
carvacrol que se detectd en el medio de cultivo, fue mayor en el caso de tener inhibicién del
microorganismo. lgual que ha ocurrido en nuestro caso, la diferencia entre la concentracion

que produjo inhibicion del moho y aquella concentracién que produjo crecimiento, fue
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mayor en el caso de cinamaldehido que en el caso de carvacrol (Gutiérrez L., et al., 2010).
Esto coincide con nuestros resultados mostrados de las placas inoculadas, ya que mientras
que en el caso de carvacrol se observa una notable disminucidn entre el halo de inhibicién y
la zona 2, en el caso de cinamaldehido la diferencia entre ambas zonas fue total debido a que
éste no se detectd mas que en el halo de inhibicién. Sin embargo, en este ultimo caso hay
que considerar que parte de esa desaparicion puede deberse a la biotransformacion del

cinamaldehido a estireno, tal y como hemos visto.

Como hemos visto a largo de la tesis, la actividad antifungica de los aceites esenciales y
de sus compuestos mayoritarios esta sujeta a varios factores, donde ademas de la
concentracion del agente activo, influye el tamafo del inéculo, las condiciones de cultivo, la
composicion del sustrato, etc. Sin embargo, no hay que olvidar también, sobre todo cuando
nos referimos a la actividad en fase vapor, que la velocidad de liberacién de estos al sustrato
es un factor esencial que influird de manera determinante en la efectividad del envase activo.

En el capitulo 3 se encuentra una amplia discusidon sobre este tema (ver apartado 4.5.1).

En un trabajo mencionado anteriormente y publicado por Inouye S., et al. (2000), los
autores relacionaron la actividad antifungica en fase vapor de siete aceites esenciales, con la
concentracion detectada de los compuestos volatiles tanto en el agar como en el micelio del
moho de Aspergillus fumigatus. De dicho experimento obtuvieron varias conclusiones muy
interesantes. La primera de ellas fue que el efecto antifungico alcanzado (medido como
inhibicion del crecimiento apical de la hifa) se debié en todos los casos al compuesto
mayoritario de cada aceite esencial. El experimento consistié en lo siguiente. Una vez que el
moho habia comenzado su crecimiento, lo expusieron a concentraciones crecientes de cada
aceite esencial y midieron cdmo afectaba a su crecimiento apical, determinando al mismo
tiempo la concentracion de los compuestos volatiles tanto en el agar como en el micelio.
Ademas de esto, tras una exposicion corta (30 minutos) el moho fue liberado del aceite
esencial, determinando entonces la accidon antifungica alcanzada, como fungistatica,
fungicida o intermedia en relacién a la capacidad de recuperacidn de crecimiento por parte
del moho. Entre las sustancias estudiadas figuraron los aceites esenciales de canela y tomillo,
siendo sus compuestos mayoritarios cinamaldehido y carvacrol. Finalmente, los autores
clasificaron las diferentes sustancias en tres grupos diferenciados en relacién al
comportamiento en su actividad y en su difusidn. Los aceites de canela y tomillo, asi como
sus compuestos mayoritarios, pertenecieron al tercer grupo, es decir, sustancias que

retardaron el crecimiento del moho a la dosis inicial, y que lo detuvieron completamente a
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una concentracion superior. Sin embargo, tras la retirada de la exposicién de estos, el moho
pudo recrecer pero de manera incompleta. Las concentraciones detectadas tanto en el agar
como en el micelio del moho por parte de canela y tomillo, fueron muy inferiores al resto de
sustancias evaluadas, destacando ademas el tomillo con las concentraciones mas bajas de
todas. Esto fue relacionado por los auotores con una menor volatilidad del carvacrol (Inouye
S., et al,, 2000). Sin embargo, si tenemos en cuenta tanto los resultados mostrados en este
experimento como los obtenidos en el capitulo 2 en relacién a la influencia del tiempo de
exposicidn en la actividad en fase vapor de los aceites de canela y orégano (ver experimento
4.3 del capitulo 2), se pone de manifiesto una vez mas, que ademds de la potencia
antifungica de la sustancia activa, la actividad en fase vapor depende en un alto grado de la
velocidad de liberacién de los compuestos volatiles. De esta manera, el momento en el cual
se alcance la concentracién minima efectiva influird directamente, y se alcanzard mayor o
menos actividad dependiendo de la fase Lag del moho en ese preciso momento. Debido a
esto, es probable que las concentraciones tan bajas obtenidas para carvacrol en el trabajo
discutido anteriormente (Inouye S., et al., 2000), se deban a su velocidad de liberacion mas

lenta, necesitando un tiempo de exposicién mas prolongado para liberarse completamente.

Por ultimo, los resultados obtenidos en este experimento han demostrado que la
exposicién en fase vapor de dichos compuestos volatiles crea en todos los casos un gradiente
de concentracion en la placa Petri. Como se esperaba, la parte central, justo el punto debajo
de donde se encuentra el disco activo, es la zona que muestra una concentracién mayor del
compuesto. De esta manera, la zona mas periférica de la placa presenta una clara
disminucién debido, tal y como se ha discutido, en primer lugar al proceso de difusién en siy
a que estos necesitan absorberse para difundir a través del agar. Sin embargo, como se ha
visto también, la presencia del moho influye notablemente en el perfil de distribucién de los
compuestos en las diferentes areas. Ademads de esto, tal y como ocurrié en los experimentos
de este capitulo, de nuevo cinamaldehido ha mostrado un comportamiento claramente
diferente respecto a carvacrol y eugenol, destacando entre otros aspectos ya mencionados,

la produccion de estireno como biotransformacion del cinamaldehido.
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5. CONCLUSIONES

Los experimentos llevados a cabo en relacidon al mecanismo de accion de las sustancias
evaluadas han demostrado por un lado, que el aceite esencial de canela presenta un
comportamiento claramente diferente respecto a los aceites esenciales de orégano y clavo.
Este resultado ha estado apoyado en primer lugar por las curvas de muerte, donde las
concentraciones de orégano y clavo provocaban la muerte rapida del moho sobre todo a las
concentraciones mas elevadas, mientras que con la canela se obtuvieron siempre los tiempos
de muerte mas largos. Esta diferencia en la cinética de muerte estd estrechamente
relacionada con su mecanismo de accidn, ya que las sustancias que actuan mas en las

envolturas externas provocan un dafio mas rapido.

Ademas de esto, los compuestos mayoritarios de canela, orégano y clavo, es decir,
cinamaldehido, carvacrol y eugenol respectivamente, demostraron por medio de la
microscopia dptica, dafios evidentes en el experimento de difusidn en disco. De esta manera,
las esporas que no germinaron y que estuvieron presentes en el halo de inhibicién resultaron
en todos los casos dafiadas, aunque en el caso de orégano y clavo se observaron dafios
mayores, traduciéndose en alteraciones evidentes en la pared celular y en las membranas,
formandose evaginaciones y prolapsos y provocando pérdida de material celular. Un
resultado muy llamativo fue en el caso de carvacrol, la formacién de pequeiias vesiculas de
tamafio bastante uniforme, que llegaron a ocupar casi la totalidad del campo observado en
detrimento de las esporas. Como era de esperar, los dafios producidos fueron mas extensos
con la exposicion mas prolongada (24 h, 48 h y 72 h). De esta manera, en el ultimo tiempo
(72 h) se estudiaron los halos de retardo formados, es decir, el crecimiento del moho que se
desarrolld colindante al halo de inhibicién. En el caso de carvacrol y eugenol se observé que
el moho crecié formando pequeiias colonias orientadas de manera irregular, y mostrando un
dafio severo en algunas zonas de las hifas, con pérdida de material citoplasmatico. En
cambio, el halo de retardo formado con cinamaldehido mostrd hifas turgentes y dirigidas
hacia la colonizacién de nuevo sustrato igual que ocurre en la periferia de una colonia de
moho control. Sin embargo, éste provocd una alteracion muy destacable en la parte distal de
las hifas, de manera que practicamente la totalidad de éstas presentaban una bifurcacion e

incluso trifurcacién en su extremo.
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Con el objetivo de ahondar con mayor profundidad en los dafos celulares anteriores, se
llevaron a cabo dos experimentos de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). En el primero
de ellos, el aceite esencial de canela aplicado en fase vapor, demostrd, tras seis dias en un
estudio de difusion en disco, dafos evidentes en el halo de retardo del moho, observandose
una brusca reduccién de la esporulacion, hifas completamente aplanadas y conidiéforos
aberrantes. Sin embargo, el siguiente experimento de SEM llevado a cabo con esporas
tratadas en medio liquido con los tres aceites esenciales, mostraron imagenes claras que
confirman los dafos anteriores observados por microscopia dptica. De esta manera, mientras
que canela provocé la rotura completa de las esporas a concentraciones superiores a su
Concentracion Minima Fungicida (MFC), orégano y clavo mostraron un claro dafio en las
envolturas externas de las esporas en todas las concentraciones fungicidas, lo cual fue muy
evidente en las imagenes de clavo, donde se observaron agujeros perfectamente formados

en la pared.

La técnica de espectroscopia de infrarrojo (FTIR) aplicada no aporté los resultados
esperados. Sin embargo, el problema fundamental radicé en el depdsito de muestra, debido
a la elevada complejidad de la muestra, y a que el objetivo que se buscaba era muy
especifico. Sin embargo, ambos experimentos han servido como un estudio preliminar que
deja abierta la aplicaciéon de dicha técnica como una herramienta muy util a la hora de
investigar el mecanismo de accién de los aceites esenciales, ya que a pesar de que los
resultados no fueron concluyentes, sirvieron para encaminar una futura optimizacion de la

preparacion del depdsito de muestra.

Por ultimo, el experimento de cromatografia de gases en el cual se prepararon placas por
el método de difusidn en disco con los tres compuestos (cinamaldehido, carvacrol y eugenol),
aportaron resultados altamente interesantes. Para empezar, el método llevado a cabo en
espacio de cabeza (HS) por SPME demostré una gran reproducibilidad, proporcionando datos
muy consistentes y limites de deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) muy bajos para todos
los compuestos evaluados. Las placas Petri con el medio de cultivo y expuesta a las tres
sustancias, se evaluaron tanto sin inocular como inoculadas con el moho. Todos los
compuestos demostraron un comportamiento parecido en su difusion, de manera que la
concentracién mas elevada se detectd siempre en el centro de la placa, disminuyendo
gradualmente hasta la periferia de ésta. Por otra parte, se demostré que el crecimiento del
moho juega un papel importante en el mecanismo de difusidn, ya que el perfil descrito por la

distribucion de estos en las diferentes zonas evaluadas de la placa, cambiaron respecto a las
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placas no inoculadas. Sin embargo, el resultado mas llamativo fue de nuevo con
cinamaldehido, ya que en este caso se observaron dos compuestos adicionales, uno de ellos
el benzaldehido, compuesto ya descrito anteriormente como producto de degradacién del
cinamaldehido. La otra sustancia encontrada fue estireno, donde se vio un elevadisimo
aumento en su producciéon en el caso de las placas con moho. Este resultado corrobora los
datos de otros autores, donde se ve que efectivamente, el moho es capaz de metabolizar el

cinamaldehido formando de esta manera el estireno.
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1. INTRODUCTION

1.1. The main features responsible for the mycotoxin production

Filamentous fungi are able not only to colonize and to spoil a wide range of food
products, but they have also the ability to synthesize secondary metabolites. Among them,
mycotoxins are produced by some species and pose a risk to vertebrates after ingestion,
inhalation or skin contact. However, the illness they cause, named mycotoxicosis, does not
required necessarily the presence of the fungus. Due to that, mycotoxins are regarded as
abiotic hazards but with a biotic origin (Marin S., et al. , 2013; Perrone G., et al. , 2007).
Mycotoxins only include secondary fungal metabolites that cause harm to vertebrates, thus,
those active against bacteria, protozoa and lower animals as insects are excluded (Hocking

A.D., etal., 2006).

Mycotoxins are comprised in the up to 30.000 known secondary metabolites that form
the exo-metabolome in filamentous fungi. The profile of this wide range of secondary
metabolites has been for more than 25 years the main topic in fungal systematics,
taxonomy and ecology (Frisvad J. C., et al. , 2008; Thrane U., et al. , 2007). However, some
of the literature published along these years was based on an erroneuos association
between species and mycotoxin production. Hence, first of all the importance of an
accurate association should be emphasized, as it will crucially determine the rational
decisions on the status of foodstuffs suspected to contain mycotoxins (Frisvad J. C., et al.,

2006).

As we have already seen in section |, fungal growth depends on the nutrient source and
factors such as temperature, water activity (a,), pH, oxygen and also time. However,
mycotoxin production does not always take place simultaneoulsy to mould growth, and the
conditions required are not the same for all the mycotoxins. For example, aflatoxin B1 is
formed under conditions of temperature and a,, close to the minimum necessary for mould
growth. However, patulin, penicillic acid and ochratoxin A are produced within a smaller
range than for growth. It can be established that Aspergilli growth and mycotoxin
production take place at higher temperature compared to Penicillia. The rest of conditions
also play a role in the mycotoxin formation. Hence, low oxygen concentrations clearly

reduce the production of patulin and penicillic acid, meanwhile less than 1 % oxygen limit
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the production of aflatoxins. Other factors can be also responsible for the mycotoxin

production, as the pH and the incubation time (Samson R. A., et al., 2004).

1.2. Presence and geographical distribution of the main mycotoxins

Food products are susceptible of being contaminated at different stages as pre-harvest,
harvest, processing, storage, transport and handling, with the subsequent production of
mycotoxins (Magan N., 2006; Marin S., et al., 2013; Perrone G., et al., 2007). Despite they
are ubiquitously present in agricultural commodities, such as cereals and oil seeds, there is a
clear difference regarding the different geographical areas. This is mainly due to the fact
that mycotoxin production is highly dependent on the environmental factors, such as
temperature and moisture content (Milani J. M., 2013), as was previously mentioned.
Moreover, besides climate and other factors explained before, mycotoxins are also affected
by plant and storage problems, and by non-infectious factors such as the biovailability of

micronutrients, insect damage and the attack from other pest (Milani J. M., 2013).

Among the 300-400 mycotoxins known today, the main groups are: aflatoxins,
zearalenone (ZEA), deoxynivalenol (DON), fumonisins and ochratoxin A (OTA) (Schatzmayr
G., et al., 2013). The goal of this last work published in 2013, was to assess the mycotoxin
contamination in feed and feed raw materials by means of a survey programme launched in
2004. A total of 19.757 samples were analysed, proceeding from a broad variety of
commodities and from different areas. Figure 5.1 shows the results of the distribution

published by the authors (Schatzmayr G., et al., 2013).
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Fig. 5.1 Global ocurrence of mycotoxins in the food and feed chain.
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As we can see, once again the climate conditions appears to play a fundamental role in
the mycotoxin production. Hence, samples collected in the same geographical area but in
different season exhibited a different mycotoxin profile considering the main four group
previously described. This was due not only to the temperature registered but also to the
precipitation (Schatzmayr G., et al., 2013). Also, it is important to highlight that in crops,
mycotoxins are not homogeneously distributed, hampering in many cases the analysis of

the samples.

However, within the main mycotoxins other authors also encompasse other
trichothecenes, besides DON and patulin (Bezerra da Rocha M. E., et al. , 2014; Marin S., et

al., 2013), citrinin, Alternaria toxins and ergot alkaloids (Marin S., et al., 2013).

1.3. Foodborne mycotoxins, focusing on Aflatoxins

As it is well known, fungal contaminated crops can be directly ingested in the diet, or
being used as feed for livestock. Once inside, they can be accumulated in different organs or

tissues (Marin S., et al., 2013).

1.3.1. The pathogenicity of Aflatoxins and current legislation

Aflatoxins are difuranocoumarins that can be produced by the following species:
Aspergillus flavus, Aspergillus arachidicola, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius and
Aspergillus minisclerotigenes (Samson R. A., et al., 2010). However, the principal species
producing aflatoxins are Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus. Despite there are
more than 20 different aflatoxins, the more important among them are aflatoxins B1
(AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) and G2 (AFG2), all of them presenting similar chemical
structures as shown below in figure 5.2. They owe their names to the colour of their
fluorescence under ultra violet light, and their relative position on TLC (Thin Layer
Cromatography) plates (Frisvad J. C., et al., 2006). Aflatoxin M1 is formed after metabolism
of AFB1 in milks of mammals upon consumption of aflatoxin contaminated feed. Due to the
deletion of a gene responsible for the formation of the G aflatoxins, the species Aspergillus
flavus is not able to produce G aflatoxins, while Aspergillus parasiticus can produce the four
of them (Perrone G., et al., 2007). Because usually AFB1 is the major aflatoxin produced and
the most potent carcinogen, it is regulated, as we will see later, by a lower and independent

ML (Maximum Limit) in relation to the others.

271



SECCION IlI: Chapter 5

AFB1 AFB2 AFG1

AFG2

AFG1

Fig. 5.2 Molecular structure of aflatoxins B1, B2, M1, G1 and G2.

Aflatoxins were discovered in 1962 after the death of thousands of turkey in England,
where laboratory results revealed the presence of the species Aspergillus flavus (Bezerra da
Rocha M. E,, et al,, 2014; Wu F., et al. , 2014). They are classified by the International
Agency for Research on Cancer (IARC) as Group 1, due to the high toxicity as mutagenic,
teratogenic and carcinogenic compounds (Womack E. D., et al. , 2014). They have also
immunosuppressing properties, being able to produce thymic aplasia and to induce multiple
human infections after contamination (Bezerra da Rocha M. E., et al., 2014). AFB1 is the
most toxic natural occuring liver carcinogen known (Womack E. D., et al., 2014), causing
hepatocellular carcinoma (HCC) in human and other animal species (Wu F., et al., 2014), and
increasing the risk of liver cancer in people suffering a chronic infection with hepatitis B
(Bezerra da Rocha M. E., et al., 2014; Womack E. D., et al., 2014). The pathogenic action of
AFB1 occurs after being metabolized mainly in the liver to AFB1-8,9-exo-epoxide and 8,9-
endo-epoxide, and binding the exo-epoxide to DNA, with the subsequent formation to 8,9-
dihydro-8-(N;-guanyl)-9-hydroxy AFB1 (AFB1-N;-Gua) adduct. This last is converted to two
secondary products, an apurinic site and a more stable ring opened AFB1-for-
mamidopyrimidine (AFB1-FAPY) adduct, being more persistent in vivo than the AFB1-N;-
Gua. The enzymes involved in this pathogenic process are CYP3A4, 3A5 and 1A2, all from
the cytochrome P450 (Marin S., et al., 2013).
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However, it is worth mentioning that aflatoxins not only produce chronic and
carcinogenic effects, but they are also responsible for acute aflatoxicosis and growth
impairment in children. Hence, we can find over the last decades several outbreaks after
consumption of heavily contaminated products, as the followings: India (1970) by corn, with
at least 97 deaths; Kenia (1980) by maize with 20 hospitalizations and 20 % mortality;
Malasya (1995) by noodles; Kenya (2004) by homegrown maize, with 317 affected and 125
deaths (Wu F., et al., 2014).

1.3.2. Aflatoxins in food commodities

Despite aflatoxins present a higher concentration in raw materials, they are stable
under normal food processing conditions as roasting, extrusion, baking and cooking. Due to
this, also processed foods pose a potencial hazard for human health (Kitic D., et al. , 2013;

Marin S., et al., 2013).

Management of aflatoxins includes prevention, regulation and detoxification (Womack
E. D., et al., 2014). As the data collected by EFSA (European Food Safety Authority) in 2007
show, the B and G aflatoxin producing species Aspergillus parasiticus is more adapted to a
soil environment, which restricts more its distribution compared to Aspergillus flavus, being
this last one ubiquitous in nature and colonizing mostly the aerial parts of leaves and
flowers (Marin S., et al., 2013). However, nowadays, the development of global markets

means that most of the contaminated products can be found anywhere.

Cereals deserve a special attention, due to the fact that it is the most important source
of food in the world. However, besides direct consumpltion cereals are also used for other
purposes. As shown data published by Siegel D., et al. (2011) the European cereal trade in
the year 2009-2010 was mainly divided into: feed (50.8 %), food and human consumption
(26.9 %), seed production and other uses (19.5 %) and bioethanol (2.8 %). The last three
percentages saw a rise since the year 2007-2008. Moreover, recent data from the Food and
Agricultural Organization FAO (2014) have established the world’s cereal production in

2498.1 million of tonnes (table 5.1).
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Table 5.1 FAO (2014). Cereal production, supply and utilization (2004-2014).

Year Million tonnes

Production Supply Utilization
2004/05 2070.9 2494.9 2021.2
2005/06 2048.8 2523.0 2042.9
2007/08 21315 2549.0 21374
2008/09 2285.2 2699.2 2187.6
2009/10 2266.1 2759.6 2233.8
2010/11 2257.7 2780.6 2272.3
2011/12 2354.5 2855.3 2327.6
2012/13 2306.6 2827.1 2328.8
2013/14 2521.1 3024.2 2412.4
2014/15 2498.1 3071.9 2461.9

All these reasons explain why fungal contamination in cereals have always been a major
concern for the international community. Despite higher aflatoxin concentrations are
expected in warm and humid subtropical and tropical areas, as shows the high incidence of
aflatoxins in maize ears (Milani J. M., 2013), in the last year 2013 the notifications of

aflatoxins in maize raised (RASFF, 2013). Table 5.2 shows a summary of these results.

Table 5.2 Number of mycotoxins notifications in the last decade, by RASFF.

Hazard | 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

AFLS 839 946 801 705 902 638 649 585 484 341

DON 10 4 3 2 11 4 8
FUM 14 2 15 9 2 1 3 4 4 7
OTA 27 42 54 30 20 27 34 35 32 54
PAT 6 7 3

ZEA 1 6 2 4

Total 880 996 878 760 933 669 688 635 528 410

The increase of the aflatoxins in maize was due to to a severe drought during 2012
growing season of maize in the south of Europe, leading to several RASFF notifications of
aflatoxins in maize exceeding the permitted maximum (5 pg/g for AFB1 and 10 pg/g for the
aflatoxins in total). In contrast, fortunatly the decrease of the notifications related to the

presence of aflatoxins in peanuts from India (from 88 notifications in 2012 to 15 in 2013)
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and in dried figs from Turkey (from 135 notifications in 2012 to 40 in 2013) drove to a

significatly decrease of the total of the mycotoxins (table 5.2).

Aflatoxins can be also present in a wide range of food products. The following are some
examples of the recent bibliography published in 2014 about aflatoxin contamination
ocurrence, concerning different products: cereals (Abrunhosa L., et al. , 2011), almonds
(Zivoli R., et al., 2014), peanuts (Kamika I., et al. , 2014), corn and rice (Firdous S., et al. ,
2014), wheat (Alkadri D., et al. , 2014), oil seeds (Bordin K., et al. , 2014), Brazil nuts
(Milhome M. A. L., et al., 2014), flours (Demirel R., et al. , 2014), fruits (Igbal S. Z., et al.
2014), vegetables (Van de Perre E., et al. , 2014), medicinal plants (Ashiqg S., et al. , 2014),
etc. However, alfatoxins may be also found in an endless list of products, including bakery
products, serveral seeds and nuts, etc. In brief, any food commodity may be subject to

contain aflatoxins, including not only raw materials but also finished products.

According to an EFSA report from 2007, the samples presenting the highest levels of
AFB1 were Brazil nuts, pistachios and spices. After these, some samples of figs, peanuts and

almonds also exceded the maximal limit (EFSA, 2007).

The first European Legislation establishing the MLs (Maximum Levels) for aflatoxins in
some food products is Regulation n? 466/2001 , being replaced by Regulation n® 1881/2006
and presenting the last modifications in Regulation n® 165/2010 . As we can see in the three
Regulations, there are MLs for AFB1, for the sum of aflatoxins (AFB1 + AFB2 + AFG1 + AFG2)
and for AFM1. Due to the specific presence of AFM1 in milk derivatives products, this
aflatoxin is regulated for infant formulae including milk and dietary products for medical
purposes. Some of these MLs (AFB1 and the sum of AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) that are
worth mentioning are: maize and rice (5 ug/kg and 10 pg/kg), other cereals and derived
from cereals (2 pug/kg and 4 ug/kg), peanuts and other seeds for direct consumption or as an
ingredient (2 pg/kg and 4 pg/kg), almonds, pistachios and apricots kernels for direct
consumption or as an ingredient (8 pug/kg and 10 ug/kg) and hazelnuts and Brazil nuts for
direct consumption or as an ingredient (5 pug/kg and 10 pg/kg). Higher MLs are established
for some products as seeds, nuts and fruits, which are subjected to sorting or other physical

treatment before consumption.

The main difference between Regulation n? 466/2001 and Regulation n® 165/2010 lies
on the specificity of the list of food products. Hence, in Regulation n® 165/2010 we can find

a more detailed distinction between different nuts and fruits. This was motivated after
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different studies that demonstrated that the high aflatoxin concentrations detected in Brazil
nuts and pistachios from market products, posed a stronger impact on total human

exposure than the change of the MLs (EFSA, 2007).

However, Europe pose a more restrictive legislation about mycotoxin food
contamination. Some Latin American countries as Argentina, Brazil, Uruguay, Paraguay and
Venezuela are part of a common union called MERCOSUR, which accepts level ranges higher
than EU (Bordin K., et al., 2014; EFSA, 2007; Schatzmayr G., et al., 2013). For instance, the
MLs for peanuts and maize for the sum of aflatoxins (AFB1+AFB2+AFG1+AFG2) is 20 ug/Kg.

Other countries following this 20 pg/Kg ML are United States and China.

Besides, some countries such as China, Canada and Australia have adopted different
tolerance limits for aflatoxins in peanuts and other grains, based on the frequency of

consumption and climate characteristics (Bordin K., et al., 2014).

To sum up, all limits should comply with the ALARA (as lowest as reasonable accepted)

recommended by the FAO (2004).

1.4. Essential oils (EOs) to control the aflatoxin / mycotoxin levels

in food products

As we have said in several occasions, fungi contamination constitutes not only a health
problem but also a huge economic loss. To cite an example, it is believed that in crops the 5-

10 % of the total global production is lost due to mycotoxins (Abrunhosa L., et al., 2011).

All the data gathered up throughout the different chapters in this thesis have
demonstrated that essential oils are natural substances able to avoid or reduce fungal
growth. First of all, in chapter 2 we showed the antifungal activities of different essential
oils (cinnamon, oregano and clove) and their major components (cinnamaldehyde, carvacrol
and eugenol). Besides, these results obtained were discussed with those from other
authors, thus showing the potential use of a wide range of natural substances. After that,
we saw in chapter 3 that essential oils are active substances that can be properly added in
order to develop and produce an active packaging, being able to act against diverse moulds

and under different incubation conditions.
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Having said that, it is logic to asume that the less the mould grows, the less mycotoxin
concentration will poses. Due to this, all the works discussed along this thesis showing
antifungal properties are to a greater or lesser degree, related to a possible diminution of

mycotoxin production.

As we have addressed in the present introduction of this chapter, mycotoxins can be
produced in all the steps of the food chains. Because the complete elimination from
contaminated commodities is nearly impossible, the most effective manner to avoid
mycotoxin in such a concentration that could harm human health is to prevent
accumulation in agricultural commodities (Schatzmayr G., et al., 2013). One of the first
measure that should be applied from the beginning of the food chain consists of a physical
separation of contaminated crops from others, since it will save a great cost derived from
discarding an entire lot (Womack E. D., et al., 2014). This should be always kept in mind in
order to carry out a suitable storage and transport of the food products along the food

chain.

Essential oils have been proposed since many years as an efficient way to control
mycotoxin production in stored grains (Juglal S., et al., 2002). More recently, a review by da
Cruz Cabral L., et al. (2013) presents two list of the works published in the last decade
concerning antifungal and antimycotoxigenic activities respectively, both achieved by
different plant compounds. More in particular, another review shows a more exhaustive
information about the results provided by many essential oils to reduce the aflatoxin
concentration (Kitic D., et al.,, 2013). In this context, essential oils have recently
demonstrated to protect grains from aflatoxin contamination (Esper R. H., et al. , 2014).
However, these are only a few examples and therefore, the role of essential oils as a
biological approach to avoid or control aflatoxin accumulation will be dealt in the discussion

section of this chapter.

Finally, we have to mention that besides the biological methods, there are others such
as physical and chemical techniques as the ones summarized by Womack E. D., et al. (2014)
and the work by Luo X., et al. (2014) where ozone was applied to detoxificate the aflatoxin

concentration in corn flour.
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2. OBJECTIVES AND EXPERIMENTAL PLAN

The present work shows an antifungal and anti-mycotoxin packaging able to act by
vapor phase against the mould Aspergillus flavus and therefore, the aflatoxin B1 production.
The application of the vapor phase permits to avoid a direct contact with the food product.
Hence, the principal aim of this system is to reduce or to inhibit completely the aflatoxin B1

production, using active packaging containing cinnamon at different concentration.

The experimental plan was divided into two different experiments, the first one carried
out by a paper diffusion disc containing cinnamon essential oil in vapor phase and the
second one with the active polypropylene (PP) films containing cinnamon essential oil,
acting also on vapor phase (figure 5.3). Previously the sensorial perception was studied,
confirming the compatibility of the same PP films used in this work with most of the food
aromas (Gutiérrez L., et al., 2009b). Besides, it is well known that accumulation of aflatoxins
depends on the substrate, being some of them extremely favorable for the growth of
aflatoxigenic fungi and therefore, the formation of aflatoxins (Rocha M. E. B. d., et al. ,
2014). Because of that, five different culture media were employed in the two experiments,
to study the antimycotoxigenic action of the vapor phase of cinnamon on the different
composition substrates. Moreover, the influence of the exposure time of the cinnamon
essential and the seal of the Petri dish was evaluated as additional variables. Finally, the
antifungal and antimycotoxigenic actions of both cinnamon sub-inhibitory and fungicidal

concentrations were evaluated in the PP (Polypropylene) active films.

Aflatoxin B1 quantification was carried out by UPLC® system, coupled to a fluorescence
detector, without needing a previous derivatization due to the high sensitivity of this
analytical technique. Besides, the chromatographic method has been also optimized,

achieving a specific separation of the mycotoxin from matrix effects.
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CHAPTER 5

Diffusion disc
experiment

Variables evaluated:

= Cinnamon exposure time
= Closure of the Petri dish

=  Culture media

v' Method 3.6.
v' Results 4.2.

Fig. 5.3 Experimental plan of chapter 5.

The work was divided mainly in two different sections, whose information can be

found in the corresponding sections.

PP
experiment

Variables evaluated:
Closure of the Petri dish
Cinnamon concentration

Culture media

v' Method 3.7.
v" Results 4.3.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Microbial culture

Aspergillus flavus (A. flavus) CECT 2687 from the University of Valencia (Spain) was used
as aflatoxin B1 (AFB1) producer strain. As solid media, Malt Extract Agar (MEA), Potato
Dextrose Agar (PDA), Czapek Dox-Agar (CZP) and Agar-Agar were provided by Scharlab
(Scharlau). Yeast Extract Agar (YES) and Czapek Yeast Autolisiate Agar (CYA) were
constituted following Samson et al., (2010) indications, with some variations for CYA: 50 g
CZAPEK agar (Scharlau), 5 g Yeast Extract (Scharlau), 0.01 g ZnSO, (Scharlau), 0.005 g CuSO,
(Scharlau), distilled water (1L). Physiological solution (NaCl 0.9%) (Panreac) was employed

as diluent.

3.2. Cinnamon essential oil (CIN EO)

Cinnamon essential oil (cinnamomum zeylanicum, CAS 8015-91-6) from the bark was
used as active agent. It was fortified and supplied by Argolide (Spain). Usually CIN EO from
the leaves contains eugenol and trans-cinnamaldheyde as major components. However, CIN
fortified used in this work, presents trans-cinnamaldehyde as major compound (900 mg/g)
and eugenol as minor compound (3.62 mg/g). Other components at trace level

concentration were also present.

3.3. Reagents and aflatoxin extraction

Dichloromethane (DCM) (GC 99.8%, Scharlau), ethyl acetate (HPLC, 99.7% Sygma-
Aldrich), methanol (MeOH) (99.9% LC-MS Fluka, Sigma-Aldrich), formic acid (98-100 %
Scharlau), acetonitrile (ACN) (Scharlau), orthofosforic acid 85% (PANREAC, Barcelona -
Espafia) and water (milli-Q water 18.2 Qm), were used as solvents. Aflatoxin B1 (AFB1) was
provided as standard by Sigma-Aldrich (A6636, CAS 1162-65-8) in 10 mg powder. It was kept
at 2-8 °C until used, and reconstituted in Methanol (99.9% LC-MS Fluka, Sigma-Aldrich) for
further dilutions. For the extraction process, a 6mm core borer (Scharlau), amber vials and

PTFE 0.22 um filter (Scharlau) (13mm diameter) were employed before the UPLC analysis.
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Flow of N, (ALPHAGAZ1, 99,999% Global Purity, Air Liquide Zaragoza-Spain) was used to

evaporate the extraction solvents.

3.4. Antifungal materials

For the antifungal characterization of the CIN over the mould A. flavus, 9 mm Whatman
paper disc (Scharlau) and polypropylene (PP) films were used in two independent
experiments. Active PP with 2 %, 4 % and 6 % CIN (PP 2 % CIN, PP 4 % CIN, PP 6 % CIN) and
blank PP without CIN (PP 0 %) were supplied by Artibal (Sabifidnigo, Spain), consisting of 30
um thick layer coated with an organic base formula containing the essential oil at different
concentrations, according to the EU patent (Garcés O., et al., 2004). The grammage of the
coating was 2.5 g/m2. Besides, parafilm (Scharlau) and a digital caliper (Comecta S.A.) to

measure the inhibition area in the first experiment were employed.

3.5. Chromatographic conditions

An acquity UPLC? binary solvent manager system, coupled to a W474 fluorescence
detector was used (Waters, Palo Alto, CA, USA). Excitation at 362 nm and emission at 425
nm was recorded. In order to better adapt the variability of the samples to the AFB1
determination, two different methods (“A” and “B”) were applied. A C18 Phenomenex HPLC
column (250 x 2 mm, Luna 3 um) and a C18 UPLC BEH Acquity column (100 x 2.1 mm, 1.7
pum) were used for the first and second method respectively. The same precolumn (Van
Guard™ BEH C18, 1.7 um) was maintained in both cases. Detection Limit (LOD) and

Quantification Limit (LOQ) were calculated for both of them.

For the method A, methanol was used as eluent A and milli-Q water as eluent B. The
mobile phases consisted of (15:85) (MeOH:milli-Q water) both with 0.1% orthophosphoric
acid. The flow rate was 0.3 mL/min and the gradient system consisted of: 0-0.67 min, 15%
solvent A; 0.67 — 4 min, linear gradient from 15 to 35% A; 4 — 5 min, linear gradient from 35
to 90 % A; 5— 5.1 min, linear gradient from 90 to 15% A; 5.01 — 8 min, 15% A. Post-run time

was 1 min. The column temperature was set to 30 °C. Injection volume was 10 L.

Method B was developed in isocratic system at 0.3 mL/min with a combination of three
different solvents as mobile phase (MeOH:ACN:milli-Q water) (45:15:40). The same column

temperature (30 °C) and injection volume (10 pL) were employed.
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In both experiments, samples were obtained in a wide range of AFB1 concentration. The
concentration of AFB1 in the samples was calculated from the peak areas using the
standard AFBlcalibration curve. With the aim of reducing at minimum level the possible
error in the quantification, different lineal ranges from the calibration curve were applied

according to the AFB1 concentration of the sample.

3.6. Diffusion disc experiment

3.6.1. Experimental plan

Fungal conidia were harvested after previous inoculation on PDA for 7 days at 25 °C,
and transferred into a test tube with physiological saline solution (NaCl 0.9%). A final
concentration of 10°sp/mL (spores/mL) was reached and confirmed by Neubauer chamber.
From this suspension, 100 pL were seeded with a sterile Drigalsky spatel onto Petri dishes

containing 15 mL of the corresponding culture media.

Samples were performed in relation to the experimental plan designed. Three different
variables were considered: the exposure time, the closure of the Petri dish and the culture
media used. Within the closure of the dish, the influence of the cinnamon essential oil
applied in the active samples was also evaluated. For the active plates, the inhibition area

was measured everyday with a digital caliper. The experiment was carried out by triplicate.

3.6.2. Influence of the CIN exposure time

The whole experiment was performed four times as above described, forming four
identical independent set of samples, but extracting the AFB1at 4 days, 7 days, 10 days and

15 days respectively.

3.6.3. Influence of the closure of the Petri dish

Once the mould was inoculated in all plates, three different types of samples were
performed. Disc active samples were performed by placing a 9 mm Whatman disc
containing 10 uL of CIN in vapor phase, i.e. without any contact with the inoculated mould.
After that, these active plates were closed with parafilm to avoid the rapid loss of the CIN as

well as to get a better reproducibility within the replicates. As has been demonstrated,
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samples containing essential oils must be analyzed under sealed conditions to prevent the

complete loss of essential oil (Inouye S., et al., 2001).

To evaluate the influence of the parafilm in the aflatoxin production, two different
samples were performed: “control 1” and “control 2” samples. On one hand “control 1”
samples are referred to those inoculated plates without cinnamon and closed with the
normal lid without parafilm. On the other hand “control 2” samples were named to the
inoculated plates without cinnamon, closing the Petri dish with the lid and finally, sealing

the system with the parafilm. All the plates were incubated at 25 °C.

3.6.4. Influence of the culture media

Five different culture media were used, that is, YES, CYA, MEA, PDA, and CZP. At the
moment of the aflatoxin extraction, an additional sample was summed up, named as POOL
and formed as a homogeneous mixture of the five media mentioned. Each Petri dish was

performed by triplicate.

3.7. PP experiment

3.7.1. Experimental plan

Plates were inoculated as in the previous experiment. Three variables were also
evaluated: the closure of the Petri dish, the CIN EO concentration in the active PP films and

the culture media used. The experiment was also carried out by triplicate.

3.7.2. Influence of the closure of the Petri dish

In this case, active PP films with 2 %, 4 % and 6 % CIN were evaluated, adding also two
different controls. The “control 1” was performed as described in the previous experiment.
A PP film control named as “PP 0 %” was added by closing the Petri dishes with blank PP
without cinnamon. In all cases, films were attached to the Petri dish using a nylon cable tie
(Lopez P., et al., 2007a). All plates were incubated at 25 °C with the agar at the bottom.
Growth in the active plates (PP 2 % CIN, PP 4 % CIN and PP 6 % CIN) was checked and

quantified every day.
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3.7.3. Influence of the CIN concentration

The PP experiment was performed at different CIN concentrations. Active films with PP
2 % CIN as sub-inhibitory concentration and PP 4 % CIN and PP 6 % CIN as fungicidal
concentrations were evaluated. For these last concentrations, only YES and CYA media were

evaluated, having also 3 replicates for each medium and each CIN concentration.

3.8. Aflatoxin B1

3.8.1. Collecting sample from the agar

Plugs were taken with a 6 mm cork borer on the agar surface, placed into a first amber
vial and weighted. In the case of controls (the control 1 sample, control 2 samples and PP 0
% samples), plugs were taken randomly from the whole surface of the dish due to the
homogenous growth. However, a different nuance was applied for the active plates. In the
disc diffusion experiment plugs in the active plates were taken on the retard area. However,
in the PP experiment the mould under PP 2 % CIN did not experiment the same growth
degree in the three replicates of each culture media. Because of that, two different areas
were defined in each PP 2 % CIN plate, the “growth area” (with mould growth) and the
“clean area” (agar without visible mould). An extraction scale from 0 to 8 points was built in
order to correlate the AFB1 extracted with the fungal growth obtained. The scale was built
as follows: Eight plugs were taken when the visual growth showed the total plate covered
by the mould (100 % of growth area), combining the number of plugs from both areas in
relation to the fungal development, in such a way that the total number of plugs from each
plate was always 8. Hence, 7 plugs from the growth area and 1 plug from the clean area
were taken when the mould occupied more than 75% of the plate and so on; 6 plugs, 5
plugs, 4 plugs, 3 plugs, 2 plugs and 1 plug from the growth area were taken when the mould
covered 75%, more than 50 %, 50 %, more than 25%, 25% and less than 25% respectively. In

the case of total mould inhibition, the 8 plugs were taken from the clean area.

3.8.2. Aflatoxin B1 extraction

Once plugs were placed into the first amber vial, the next steps were the same for both
experiments, following the procedure (O'Brien M., et al. , 2006) with slights differences.

First, 1.8 mL of solvent mixture ((Ethyl Acetate: DCM: MeOH) (3:2:1) + 1% Formic acid) were
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added to each vial, and the vial was left closed during the night at room temperature and
kept away from light. Next day, the vials were ultrasonicated for 45 min (without heat), and
for each sample, the extracted fraction was transferred into a second amber vial,
evaporating the solvent under N, flow at 30 °C. Once completely dried, the residue was re-
dissolved with 1.2 mL of MeOH, ultrasonicated for 15 min, filtered by 0.22 um PTFE and

placed into 2mL amber vials for the chromatographic analysis.
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4. RESULTS AND DISCUSSION

The main goal of this experiment was to study the antimycotoxigenic action of an
antifungal packaging containing cinnamon essential oil in vapor phase. As we have already
seen in the previous section of materials and methods, this has been developed in two
different experiments. Besides, in both cases different variables have been studied, as the
importance of the different culture media, the incubation time, the closure of the Petri dish

and the cinnamon concentration.

4.1. Chromatographic separation and analytical characteristics

The disc experiment was the first step of the experimental plan. Due to that, the
samples were prepared and analyzed by the method A. However, in the second experiment
an interference coming from the culture media was observed at similar retention time as
the AFB1 under the fungicidal concentrations (PP 4 % CIN and PP 6 % CIN). In the first case
(diffusion disc experiment) samples were correctly analyzed and quantified by the method
A, due to the non influence of the unknown peak (near to baseline noise) compared to the

high AFB1 concentration in the samples.

However, fungicidal concentrations in PP experiment revealed the need of an improved
method (B) for those samples presenting a very low AFB1 content. For this, plugs from CZP
Petri dishes without inoculation (blank samples) were spiked before UPLC® injection, with
three concentrations of the AFB1 standard: 25, 50 and 250 ng/g. Moreover, two additional
standard AFB1 concentrations (50 and 500 ng/g) were added without CZP culture media.
Three different vials were prepared and processed following the extraction step mentioned
for the rest of samples of this experiment (see section 3.8.2). However, 0.4 mL instead of
1.2 mL of MeOH were used to dissolve the final sample, in order to enhance the signal of
the interference and hence, to facilitate the optimization of the method. A complete
separation of the mycotoxin was achieved at 4.6 min, finding the interference between 1.8-
2.8 min. The total separation was also confirmed as shown in figure 5.4, with a good
correlation (R* =0.9987) between the areas of AFB1 peak extracted from the five samples.
Because PP experiment was designed in a second step, this method B was applied to all the

samples of the PP experiment.
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As Detection Limit (LOD) and Quantification Limit (LOQ), 0.85 ng/g and 2.84 ng/g were
achieved for the method A, and 1.03 ng/g and 3.45 ng/g respectively for the method B.

Also, a high accuracy and linearity (0.999 in almost all samples) was achieved.

Fluoresos noe
B
=]
o

Standard (500 ng/g)

—  CZP (250 ng/g)
CZP (50 ngig)
= Standard (50 ng/g)

— CZP (25 nglg)

A
340 3l

Minutes

Fig. 5.4 Chromatographic optimization of method B.

The different concentrations of AFB1 are isolated from three CZP spiked samples and
the two concentrations of the standard (4.6 min retention time). Interferences from
the culture media can be appreciated between 1.8-2.8 min retention time (left).

4.2. Diffusion disc experiment

As we demonstrated in chapter 4, the vapor phase of CIN creates a gradient of active
concentration in the plate, resulting in three different areas of mould growth (“inhibition
area”, “zone 1 or retard area” and “zone 2 or peripheric area”). Thus, the inhibition area
placed under the active disc presents the highest CIN concentration. Despite CIN was not
detected in the next area (“retard area or zone 1”), the mould is able to develop but
showing a clear damage, traduced mainly as lack of sporulation and hyphae damage. In

conclusion, all the experiments highlighted the retard area as the most interesting zone of

the active plate.

Due to this, the main goal of this work was to study the production or inhibition of the

AFB1 concentration on the mould exposed to the sub-inhibitory concentration, that is, the
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retard area. The results of AFB1 concentrations contained in the samples from the disc
diffusion experiment are shown in table 5.3 (active samples) and table 5.4 (control 1 and
control 2 samples). Each concentration (ug/g) is expressed as the average of the three
independent replicates. A low standard deviation was obtained between the replicates,
indicating the good reproducibility achieved. As additional information, all the data from
both tables have been represented into figure 5.5, where all the concentrations have been
converted to % AFB1 concentration, referring both to control 1 samples. With this we
comply two different objectives: 1) to clearly visualize the diminution of AFB1 achieved by
the active packaging, and 2) to reduce the variability due to the influence of the inoculum

size.

Table 5.3 AFB1 data in active samples (disc with cinnamon and sealed with parafilm).

Analytical characteristics, concentration of the samples and standard deviation (SD), both
expressed as pg/g. All the samples presented in this table are the average from three
independent replicates and they were analyzed by the chromatographic method described in the
text as “A”.

(tyz‘z!wn::ia) Line(:l;}%ga)nge Linearity  Accuracy (ug/g) Concentration +SD
Min  Max (R3)  Calculated Real (ng/g) (ng/a)

Active, 4 days, YES 0.10 6.44 0.9999 0.52 0.53 0.68 0.02
Active, 4 days, CYA 0.36 20.02 0.9998 6.44 6.32 1.81 0.09
Active, 4 days, MEA 0.52 20.02 0.9997 6.44 6.32 6.15 0.45
Active, 4 days, PDA 0.52 20.02 0.9997 6.44 6.32 4.23 0.32
Active, 4 days, POOL 0.36 20.02 0.9998 6.44 6.32 2.53 0.48
Active,7 days, YES 0.36 20.02 0.9998 6.44 6.32 2.09 0.18
Active, 7 days, CYA 0.36 20.02 0.9998 6.44 6.32 1.21 0.10
Active, 7 days, MEA 