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Resumen: Los hongos postcosecha causan pudriciones que afectan la calidad de los frutos de lechosa (Carica papaya L.). Actualmente
los aceites esenciales son considerados una alternativa a los fungicidas quimicos para controlar estos hongos. En este estudio se evalud la
actividad antifungica del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) sobre los hongos Colletotrichum gloeosporioides, Penicillium indicum,
Fusarium solani, Rhizopus stolonifer y Aspergillus flavus, en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) en un disefio completamente
al azar. Los resultados mostraron que existe un efecto inhibidor del aceite esencial de naranja (AEN) en el crecimiento micelial de los
hongos in vitro, superior al 80% a concentracion de AE de 1%, y 100% de inhibicion a concentraciones de 2,5% y 5% de AE (p<0,05).
Al ser utilizado como recubrimiento de los frutos, a concentraciones de 2,5% y 5%, disminuye la presencia de lesiones en los mismos, sin
diferencias significativas (p<0,05), con igual comportamiento en efectividad in vitro ¢ in vivo. El AEN puede ser una alternativa factible,
para el control natural y eficaz de hongos postcosecha, causantes de grandes pérdidas en frutas para exportacion y consumo.
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Anti-fungal activity of essential orange oil (Citrus sinensis L.) over post-harvest
fungi in papaya fruits (Carica papaya L.)

Abstract: Post-harvest fungi produce rotting that affects the quality of papaya fruits (Carica papaya L.) At present, essential oils are
considered an alternative to chemical anti-fungal substances for controlling these fungi. In this study we evaluated the antifungal activity
of essential orange oil (Citrus sinensis L.) over Colletotrichum gloeosporioides, Penicillum indicum, Fusarium solani, Rhizopus stolonifer
and Aspergillus flavus, in Potato Dextrose Agar (PDA) culture medium in a completely random design. The results showed that there is an
inhibitory effect of essential orange oil (EOO) over the in vitro mycelium growth of fungi, higher than 80% at a 1% EOO concentration
and 100% inhibition at 2.5% and 5% EOO concentrations (p<0.05). When used as covering over the fruits at 2.5% and 5% concentrations,
it decreased the presence of lesions without significant differences (p<0.05), with similar effectiveness in vitro and in vivo. EOO can be
a feasible alternative for the natural and effective control of post-harvest fungi, which cause great losses in exportation and consumption
fruits.

Keywords: essential orange oil, covering, natural fungicide, post-harvest, Carica papaya.
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Introduccion 10 °C, o de 5 a 7 dias si la temperatura es de 22 °C; durante

este tiempo es susceptible al ataque de microorganismos

La lechosa (Carica papaya L.) es una fruta climatérica, patégenos, que causan grandes pérdidas en postcosecha
muy perecedera y rica en vitaminas A, C, polifenoles y [2].

antioxidantes [1]; la maduracion ocurre inmediatamente Los hongos son los patégenos mas importantes en las

después de la cosecha y su conservacion debe ser por pudriciones postcosecha de frutas y hortalizas durante el

periodos maximos de 2 a 4 semanas a temperaturas de 8 y transporte, el almacenamiento y la comercializacion [3].
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Estas pudriciones causadas en postcosecha reducen la
vida util y afectan negativamente el valor comercial de las
frutas [4]. Ademas de las pérdidas economicas que causan
los hongos, éstos son capaces de producir micotoxinas y
metabolitos secundarios que tienen efectos adversos en
humanos y animales [5,6].

Las pérdidas postcosecha de frutas y hortalizas causadas
por microorganismos estan por el orden de 5-25% en paises
desarrollados y en un 40% en paises en desarrollo, siendo
los hongos Colletotrichum sp., Rhizopus stolonifer, Botrytis
cinerea, Penicillium italicum y P. digitatum los causantes
de enfermedades postcosecha mas comunes en frutas y
hortalizas [3,4,7]. En C. papaya, el hongo mas importante
en postcosecha es el C. gloeosporioides, cuya infeccion
comienza en el campo y permanece en reposo o latente
hasta la fase climatérica o maduracion [10]; los hongos
como Fusarium solani y Penicillium sp. causan dafio al
fruto a través del pedinculo e invaden la parte interna del
fruto, destruyendo la semilla y tejido circundante [8].

El control de las enfermedades causadas por hongos
postcosecha se ha basado principalmente en el uso de
fungicidas sintéticos, con efectos nocivos para seres humanos
y ambiente; debido a esto, se ha propuesto la utilizacion
de otras alternativas solas o combinadas: aplicacion de
irradiaciones y el uso de antagonistas y compuestos naturales
como los extractos y aceites esenciales, que han venido
mostrando resultados prometedores. Al respecto, Barrera y
Garcia [9], sostienen que existe la necesidad de reducir el
uso de quimicos sintéticos en la agricultura e incrementar
el uso de alternativas naturales, entre ellas la utilizacion de
aceites esenciales para el control de fitopatogenos.

Basados en los efectos nocivos de los plaguicidas, y en vias
de concretar la seguridad agroalimentaria, la tendencia actual
es la formulacion y utilizacion de compuestos naturales que
actiien como antimicrobianos y/o antioxidantes, capaces de
reducir el deterioro de las frutas y hortalizas, aumentando su
vida util; estos compuestos pueden ser aromaticos volatiles,
acido acético jasmonico, glucosinolatos, aceites esenciales
y extractos de plantas, porque cumplen con los estandares
para el consumo de los alimentos naturales y sanos [10-
12].

La mayoria de los compuestos naturales para el control de
hongos postcosecha en frutas se consideran inocuos para el
ambiente y los consumidores, con un gran potencial para el
control de enfermedades postcosecha de frutas y hortalizas,
y se utilizan como recubrimientos solos o combinados en
forma de peliculas, con ceras u otro soporte de aditivos.
Estas cubiertas o recubrimientos comestibles se han
utilizado para mantener la calidad y extender la vida de las
frutas y hortalizas en el mercado. Segtn Eissa-Heisham, las
frutas y hortalizas son frecuentemente cubiertas al sumergir
o asperjar un variado niimero de cubiertas comestibles, con
el objetivo de formar una membrana semipermeable en la
superficie de los frutos para reducir la respiracion y controlar
la pérdida de humedad [13]. La busqueda de alternativas
de conservacién, se ha asociado con la utilizacion de
antimicrobianos de origen vegetal como los extractos y

aceites esenciales, que garanticen frutos de mejor calidad y
sin contaminantes quimicos.

El mecanismo de accion de los aceites esenciales no
esta claro, sin embargo se les atribuye la destruccion de la
membrana microbiana debido a sus constituyentes lipofilicos
[14]. Sin embargo, estudios recientes indican otros efectos
de estos aceites, como: cambios en la morfologia del hongo,
dafios sobre estructuras reproductivas (conidias e hifas) y
disminucioén de la produccion de toxinas [15].

El aceite esencial de naranja (Citrus sinensis L.) presenta
un alto contenido de monoterpenos cuyo componente ma-
yoritario es el limoneno (90%-96%), y otros monoterpenos
oxigenados como linalol (1%-2%) y cineol (1%), que se
encuentran en menor proporcion. Todos estos componen-
tes han demostrado actividad inhibitoria de crecimiento en
diferentes hongos postcosecha como: Aspergillus niger, A.
flavus, P. verrucosum, P. chrysogenum, P. digitatum'y P, ita-
licum [16]. El objetivo de esta investigacion fue determinar
la actividad antifungica in vitro del aceite esencial de na-
ranja (AEN) sobre hongos postcosecha en frutos de lechosa

(C. papaya L.).
Materiales y métodos

La investigacion se realizo en el laboratorio de Fitopato-
logia y Control Biologico “Dr. Carlos Diaz Polanco”, del
Nucleo Rafael Rangel, Universidad de Los Andes.

Material vegetal: Se utilizaron 50 kg de naranjas frescas
sanas (C. sinensis), variedad Valencia, procedente de una
plantacion ubicada a 530 msnm, 9°49°35”N y 70°11°24”0.
Los frutos se lavaron con agua por 10 min, se secaron al
aire, se separaron las cascaras de la fruta y se pesaron en una
balanza electronica.

Extraccion del aceite: El aceite se extrajo de las cascaras
de las naranjas a través de la técnica de hidrodestilacion a
vapor asistida por microondas (HDMO), utilizando 500 g de
cascaras cortadas en un procesador de alimentos (Oster) y se
colocaron en un balon de destilacion de 2 L de capacidad con
800 mL de agua; el proceso de extraccion durd 20 minutos.
El aceite esencial se separd de la fase acuosa con sulfato
de sodio anhidro y se mantuvo refrigerado a 4 °C en frasco
ambar hasta su utilizacion. Se determiné el rendimiento
porcentual del aceite esencial de acuerdo al peso en gramos
del material vegetal y tiempo de operacion.

Identificacion de hongos postcosecha en lechosa: Setomaron
cinco frutos de lechosa cv. “Maradol”, procedentes de un
mercado local (Mérida), y se sometieron a una evaluacion
fitopatologica de la superficie del fruto para identificar los
hongos presentes. La observacion e identificacion de los
hongos se realiz6 mediante la técnica de “cinta adhesiva”,
colocada en un portaobjeto para observar las estructuras
fingicas en un microscopio optico (Olympus CX 21).
Simultaneamente, cortes de la epidermis se colocaron
en cajas de Petri (9 cm) con medio de cultivo PDA
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(Potato Dextrose Agar, DIFCO™) para su crecimiento.
La identificacion de los mismos fue corroborada con
preparaciones microscopicas de los hongos crecidos en
PDA, a través del empleo de las claves taxondémicas para
hongos imperfectos. Finalmente, se comprobé la presencia
de la enfermedad causada por estos hongos realizando una
prueba de patogenicidad, inoculando 5 frutos sanos con
cada hongo aislado e identificado y se compararon entre si
los sintomas iniciales.

Efecto del AEN en el crecimiento micelial de los hongos “in
vitro”: Se utilizaron concentraciones de 0%; 1%; 2,5% y
5% del AEN en medio de cultivo PDA. Se colocaron 10 mL
de PDA (pH 6,1) en cada caja de Petri (9cm) y cantidades
determinadas de aceite esencial, segin la concentracion
utilizada. Después de dos horas en reposo se coloco un
disco de 0,5 cm de diametro del micelio de cada hongo en
el centro de cada caja de Petri. Como control absoluto se
uso6 el medio de cultivo PDA sin aceites esenciales.

A partir de las 24 horas de la siembra se realizaron
mediciones del diametro de crecimiento de las colonias que
permitieron obtener los porcentajes de inhibicion.

%I = I = P e % 100

— (@ Testigo——————

Donde:
* %]I: Porcentaje de inhibicion.
* (0 Diametro testigo en medio de cultivo PDA.
* © Diametro tratamiento (Dosis de AEN en medio
PDA).
Las mediciones del crecimiento micelial se realizaron
diariamente hasta que cada hongo en el control completara
su crecimiento en la placa.

Efecto del AEN como recubrimiento de frutos de lechosa:

Tratamiente previo: Se utilizaron 12 lechosas cv.
“Maradol” procedentes de un mercado local (3 lechosas
por tratamiento) con un indice de maduracion 2 (coloracion
verde con trazas amarillas en proporcion inferior al 25% del
area total), tamafio y color uniforme, libres de dafios fisicos
e infecciones fingicas, segun la técnica propuesta por Rueda
[17]. Los frutos se lavaron con agua, se desinfectaron con
hipoclorito de sodio (0,2%) y se secaron a temperatura
ambiente para su posterior recubrimiento.

Recubrimiento: Los frutos de lechosa fueron separados
e impregnados por aspersion con el recubrimiento de cada
dosis de AEN, y para el tratamiento control se asperjaron
con agua destilada estéril. Los frutos se dejaron secar al
aire a temperatura ambiente y se mantuvieron en envases
plasticos a 25 £+ 1 °C con humedad relativa (HR) entre el 65
y 70%, durante 7 dias.

Presencia de hongos: Durante el estudio se realizaron
observaciones diarias durante 7 dias para el analisis
fitopatologico. Al observarse la presencia de hongos estos
se aislaron y fueron pasados al medio de cultivo PDA.

Diserio experimental y andlisis estadistico: Para el estudio
in vitro se realiz6 un diseflo completamente al azar, con 4
tratamientos (Dosis 0%; 1%; 2,5%; 5%) y 5 repeticiones
por tratamiento. Para el estudio in vivo se realizé un diseflo
completamente al azar, con 4 tratamientos y 3 repeticiones.
Los datos fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANOVA) entre tratamientos para la variable porcentaje de
inhibicion de hongos, utilizando el programa SAS 9.1.

Resultados y discusion

Extraccion y rendimiento del AEN: De la HDMO se obtuvo
un aceite traslucido de cascaras de naranjas de 0,5% (p/p)
de rendimiento; para 500 g de cascara de naranja fresca
se obtuvieron alrededor de 3 mL (2,65 g) de aceite, tras
un proceso de destilacion de 20 min. Blanco et al [18]
observaron que los rendimientos del AEN estan alrededor de
0,4%. La extraccion asistida por microondas es una técnica
relativamente novedosa que ofrece ventajas ambientales,
como son: el uso de menores cantidades de solvente,
disminucion del consumo de energia, baja toxicidad de
los solventes y menor cantidad de productos de desecho.
Esto permite la obtencion de extracciones mas selectivas
y rapidas con recuperacion similar o mejor, comparada
con procesos convencionales [19,20]. Zhang et al [19] y
Proestos y Komaitis [21] sefialaron altos rendimientos en la
extraccion de sustancias de interés como aceites, polifenoles,
flavonoides, quinonas, terpenoides y alcaloides.

Hongos postcosecha en lechosa: En el analisis fitopatologico
preliminar, de frutos de lechosa procedentes de mercados
locales, se observd la presencia de diversos hongos
postcosecha, identificados como: C. gloeosporioides, P.
indicum, F. solani, R. stolonifer y A. flavus (Tabla 1).

Efecto fungistatico del AEN en el crecimiento micelial de
hongos postcosecha “in vitro”: El micelio de todos los
hongos se inhibido en un 100% cuando se utilizaron las
concentraciones de 2,5% y 5% del aceite esencial (p>0,05),
no presentando diferencias entre las concentraciones.
La concentracion del aceite esencial al 1% inhibio el
crecimiento micelial de los hongos entre el 80,9% y 83,5%,
sin diferencias significativas (p>0,05), pero presentando
diferencias significativas con respecto al control y a las

Tabla 1. Hongos postcosecha encontrados en frutos de lechosa (C. papaya
L.) procedentes de un mercado local en Mérida, Venezuela.

Hongo postcosecha UEFC (%)
Colletotrichum gloeosporioides 55
Penicillium indicum 18
Fusarium solani 10
Rhizopus stolonifer 10
Aspergillus flavus 5

UFC: Unidades formadoras de colonias.
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concentraciones de 2,5% y 5% (p<0,05) (Tabla 2 y figura
1).

Fisher y Phillips [22], encontraron que los componentes
de los aceites esenciales de limon (Citrus limon L.), naran-
ja (Citrus sinensis L.) y bergamota (Citrus bergamia) son
efectivos para el control de patdogenos en frutos; la efecti-
vidad se debe a que los aceites de citricos presentan en su
composicién quimica terpenos como el limoneno (92,52 a
97,3%) y B-pineno (1,37 a 1,82%) [23]. Asimismo, Di Vaio
et al. [24] determinaron que el componente principal del
aceite esencial de limon fue el limoneno, que represento en-
tre 72,5 y 76,4%, seguido de B-pineno (11,6-18,7%). Por
otra parte, Marei ef al [25] informaron que tres monoterpe-
nos (timol, (S)-limoneno y 1,8-cineol) tienen propiedades
antifungicas efectivas, al inhibir el crecimiento micelial de
los hongos Rhizoctonia solani, F. oxysporum, P. digitatum
y A. niger. Igualmente, Chuah et al [26] notificaron que los
aceites esenciales del limén tienen actividad antifiingica
contra los hongos como F. oxysporum 'y Glomerella cingu-
lata, causantes de enfermedades en frutos.

Efecto del recubrimiento de los frutos de lechosa con el
AEN sobre los hongos postcosecha: Las concentraciones
del AEN de 2,5% y 5% resultaron efectivas en un 100%,
evitando dafios por hongos postcosecha en frutos de lechosa,
no presentando diferencias significativas (p>0,05), pero si

Tabla 2. Inhibicion del crecimiento micelial de hongos postcosecha de
lechosa (C. papaya L.) en medio PDA con AEN (7 dias de incubacion,
27 °C).

Hongo Aceite Sreclmiento  Inhibicion
esencial (%) (%)
(cm)

0 8,1 -
o 1,4 82,7°
C. gloeosporioides 25 0 100°
5 0 100°

0 8,4 -
o 1,6 80,9*
P, indicum 25 0 100°
5 0 100°

0 79 R
. 1,3 83,5°
F. solani 25 0 1000
5 0 100°

0 8,5 -
_ 1 1,5 82,40
R. stolonifer 25 0 1000
5 0 100°

0 8,4 -
1,5 82,17
A flavus 2.5 0 100°
5 0 100°

*Letras diferentes en la fila indican diferencias significativas (Tukey,
p<0,05).

9
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27
c
9 6 Tia aeore
H et
° 3 = > B i
34 T ————— T > 0%
o -
g 3 S o o
z 2 —————
1
0 = = - = w23
C. P. indicum F. solani R. stolonifer A. flavus

gloeosporioides

Hongos

Figura 1. Numero de lesiones de hongos postcosecha en frutos de lechosa,
utilizando AEN como recubrimiento, a 0%; 1%; 2,5% y 5, a los 7 dias, 27
°C. (CV 14%).

se obtuvieron diferencias con respecto al tratamiento del
aceite esencial al 1% y el control (con presencia de lesiones
en nimero entre 2 y 8 por fruto). Rico et al [27], utilizaron
recubrimientos en frutos de mangos y encontraron que
el AEN al 1% redujo significativamente la presencia de
bacterias, hongos y levaduras.

El AEN utilizado en el recubrimiento al 2,5% y 5%
inhibi6 el crecimiento de hongos postcosecha como C.
gloeosporioides, P. indicum, F. solani, R. stolonifer y
A. flavus en los frutos durante los primeros 7 dias de
almacenamiento a 25 £ 2 °C y 70% de HR (Figura 1).
Asimismo, disminuy6 el deterioro de los frutos, reflejado
en una mejor calidad visual de los mismos con un proceso
de maduracion ligeramente tardio respecto al control. En
el control los dafios se incrementaron con el periodo de
almacenamiento, sin embargo, las lesiones observadas
fueron superficiales.

Velasquez-Nuiiez et al [28] encontraron que la adicion
directa del AEN al medio de crecimiento PDA tiene
un efecto rapido en el control de 4. flavus, sin embargo,
la exposicion de este aceite esencial fue mas efectiva
requiriendo concentraciones mas bajas para lograr un efecto
similar. Por su parte, Barrera-Necha ef a/ [29] comprobaron
que los aceites esenciales de Cinnamomum zeylanicum y
Syzygium aromaticum tienen actividad antifungica sobre C.
gloeosporioides en frutos de lechosa cuando son aplicados
por inmersion al 1%, con cambios minimos en la calidad en
10 dias de conservacion.

La importancia de los aceites esenciales radica en que son
biodegradables y efectivos para el control de enfermedades
en condiciones de campo y almacenamiento, reduciendo las
aplicaciones de fungicidas quimicos sintéticos, garantizando
la seguridad alimentaria en paises en desarrollo [30].

Conclusiones

El aceite esencial de naranja fue efectivo inhibiendo el
crecimiento micelial de los hongos postcosecha. Al ser
utilizado como recubrimiento de frutos de lechosa redujo
las pudriciones por microorganismos. Se considera una
alternativa de control de hongos postcosecha efectiva y sin
contaminantes, tanto preventiva como curativa, capaz de
preservar por mas tiempo los frutos de lechosa.
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