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RESUMEN

Debido a la utilizacién extensiva de productos quimicos para
el control de la enfermedad llamada afiublo bacterial, la cual
ha provocado la emergencia de patdégenos resistentes, se
promueve la busqueda de alternativas viables que garanticen
mayor sostenibilidad, por lo que los aceites esenciales de

cascara de naranja dulce y limén criollo se propone como
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alternativa fitosanitaria para el control del afiublo bacterial de

la panicula del arroz.

En Colombia las enfermedades por bacterias causan entre 80
a 90% de pérdidas en produccion de arroz. La bacteria
Burkholderia glumae y Burkholderia gladiolis estan asociadas
como las causantes de esta enfermedad. Por lo cual el
objetivo fue determinar el efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales de cascara de Naranja dulce y limén criollo como
control en el afiublo bacterial de la panicula del arroz. La
extraccion de los aceites esenciales se realiz6 mediante
hidrodestilacion asistida por radiacion de microondas, estos
se caracterizaron por cromatografia de gases, los
bioproductos se encontraban en dos estados, fresco y seco a
45 °C, llevadas a ensayos MTT, analizando los resultados por
medio de ANOVA y prueba de Tukey. Esto arrojo una
inhibicion del 100 % a 4000 ppm, presentando el aceite
esencial de cascara de naranja seca la mejor actividad
inhibitoria para B. gladiolis, por el contrario, para B. glumae el
aceite esencial de limon fresco fue el de mayor inhibicion. Con
esto se muestra que los bioproductos evaluados son una
alternativa fitosanitaria para contrarrestar la enfermedad y asi

disminuir pérdidas causadas por estas bacterias.

Palabras claves: aceites esenciales, antimicrobiano. afiublo

bacterial, arroz, bacterias.
ABSTRACT

Due to the extensive use of chemical products for the control
of the disease called bacterial blight, which has caused the
emergence of resistant pathogens, the search for viable
alternatives that guarantee greater sustainability is promoted,
so the essential oils of sweet orange peel and key lime is

proposed as a phytosanitary alternative for the control of
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bacterial blight of the rice panicle. In Colombia, diseases
caused by bacteria cause between 80 to 90 % losses in rice
production. The bacteria Burkholderia glumae and
Burkholderia gladiolis are associated as the cause of this
disease. Therefore, the objective was to determine the
antimicrobial effect of the essential oils of sweet orange peel
and key lime as control in the bacterial blight of the rice panicle.
The extraction of the essential oils was carried out by
hydrodistillation assisted by microwave radiation, these were
characterized by gas chromatography, and the bioproducts
were in two states, fresh and dry at 45 °C, taken to MTT assay,
analyzing the results by means of ANOVA and Tukey’s test.
This gave a 100 % inhibition at 4000 ppm, with the dry orange
peel essential oil showing the best inhibitory activity for B.
gladiolis. On the contrary, for B. glumae, the fresh lemon
essential oil was the one with the highest inhibition. This shows
that the evaluated bioproducts are a phytosanitary alternative
to counteract the disease and thus reduce losses caused by

these bacteria.

Key words: essential oils, antimicrobial. bacterial blight, rice,

bacteria.

variacion de 5.5 % con relaciéon al mismo

El arroz (Oruza sativa) es el principal cereal
utilizado como fuente de alimentacién, mas
del 50 % de la poblacion a nivel mundial se
beneficia de este producto. En el primer
semestre del afio 2017 Colombia conto con
una produccién de arroz paddy verde de
989.959 ton con un incremento del 29.3 %
frente al mismo lapso del afio 2016, con un

area sembrada de 414.059 ha con una

periodo 2016 (DANE, 2017). El sector
arrocero en Colombia se ha visto afectado
negativamente a partir del segundo semestre
del 2009 debido a diferentes factores, uno de
estos es el dafio econémico causado por
acaros y bacterias ya reportados en el pais,
siendo mas severa por el cambio climatico
extremas

que produce temperaturas
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afectando la fisiologia de la planta
(FEDEARROZ, 2010).

A pesar de los avances logrados para

diferentes sistemas de siembra
prevalecientes en Colombia, en la actualidad
los cultivos de arroz posee un bajo nivel de
competitividad ocasionado por los altos
costos de produccion, bajo rendimiento y
baja calidad del grano, en muchos casos
parte de esta probleméatica se debe al uso de
variedades  susceptibles a  ataques
bacterianos basados en la ideologia cultural,
esto limita al agricultor a no realizar buenas
practicas agricolas como evaluaciones
oportunas, utilizar semillas certificadas,
controles biolégicos y  fertilizacion
balanceada todo ello como manejo
fitosanitario que mejoran la calidad vy

productividad del grano (Camargo, 2006).

También es importante destacar la falta de
informacion y educacioén con la cual cuentan
los agricultores sobre el manejo de bacterias
(Burkholderia gladioli y Burkholderia glumae)
presentes en el cultivo de arroz, llevandolos
a realizar practicas no deseadas para
combatir estas con la aplicacion de
productos quimicos que adn no estan
aprobados por las entidades
correspondientes, los cuales generan dafios
al suelo, el cultivo y al medio ambiente. (Ham

et al., 2011).
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El género Burkholderia fue establecido en
1992 (Quesada, Garcia, 2014. (Yabuuchi et
al, 1992) Y estad conformado por especies
previamente incluidas en el género
Pseudomonas. Para el afio 2009 habian sido
reportadas 59 especies (Coenye, 2009), las
cuales se caracterizan por ser bacterias
Gram-negativas, pertenecientes al phylum 3-
Proteobacteria, tienen forma de bacilo, un
metabolismo oxidativo y son mdviles
(Schaad et al., 2001). A nivel agronémico son
importantes las especies B. cepacia
asociada a la cebolla, B. andropogonis que
infecta entre otros el sorgo y el maiz, B.
caryophylli que se encuentra en clavel y B.
gladioli que se encuentra asociado a gladiola
y arroz, causando pudricion suave y necrosis
severa en tejidos (Quesada, 2014. (Viallard
etal., 1998)), la B. glumae se asocia al suelo,
a la rizosfera y a la superficie de diversas
plantas donde se considera epifita, sin
provocar dafio al hospedero, pero
constituyendo un importante reservorio que
puede dar origen a patologias bajo ciertas
condiciones  en cultivos

(Compant, 2008).

numerosos

En Colombia las enfermedades por bacterias
causan entre 80 a 90% de pérdidas en
produccion. La Burkholderia glumae es el
agente principal del afiublo bacterial de la
panicula (ABP), cuyos sintomas que se
presentan en el cultivo de arroz son:

paniculas erectas con pérdidas significativas

31



@LIMENTECH CIENCIA Y TECNOLOG{A ALIMENTARIA
ISSN 1692-7125. Volumen 15 No. 2, p. 28 - 44 afio 2017

Facultad de Ingenierias y Arquitectura
Universidad de Pamplona

en el rendimiento por el vaneamiento o
reduccion del peso del grano, decoloracion
del grano tomando un color pajizo, raquis
verde, hoja bandera sana de un color verde
intenso, esterilidad de las flores e inhibicion
en la germinacién de la semilla (Galvis,
Carrillo, 2014) esta ha cobrado gran
importancia como agente fitopatégeno asi
como el hecho de factores biolégicos que se
desconocen con las variedades
colombianas, como es el caso de la
capacidad del patégeno para desarrollar la
enfermedad en semillas infectadas, lo cual
puede ser facilmente estudiado a través del
analisis de diversos sistemas de infeccion y
el conocimiento de sus caracteristicas
genéticas con sus relaciones ecolégicas y de
patogenicidad (Flores, Uribe, 2015).

La nueva tendencia en investigacion en
Colombia de explorar las propiedades de los
residuos generados por las industrias busca
el manejo de residuos como alternativa,
favoreciendo la accion frente a patdégenos
que afectan la seguridad alimentaria. Los
aceites esenciales son liquidos aceitosos
aromaticos que se obtienen por diferentes
métodos de extraccion, a partir de material
vegetal (flores, tallos, raices, hojas, frutos, y
semillas), algunos de ellos indican actividad
antibacteriana y antifingica, evaluadas como
una fuente potencial de nuevos compuestos
antimicrobianos y una alternativa para la

preservacion de alimentos (Perdones, 2016).
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La actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales se encuentra relacionada con la
composicion quimica, por ejemplo, frutos
citricos cuentan con un promedio de 40
compuestos, los cuales se ven influenciados
por métodos especificos de cultivo,
extraccibn y separacion; los aceites
esenciales de citricos se encuentran
principalmente en la cascara de la fruta, su
extraccion es econdmicamente sostenible,
ya que la cascara constituye una pérdida
para la industria de jugos de frutas; en
consecuencia, el interés de estos como
agentes antimicrobianos y conservantes en
los alimentos abre una posible alternativa
para sustituir los conservantes
convencionales (Argote, 2016; Yarfiez et al.,
2013).

El manejo preventivo estableciendo épocas
de cultivo ha ganado gran importancia
(Sandoval, 2004), debido a que la utilizacion
extensiva de productos quimicos para el
control de esta enfermedad ha provocado la
emergencia de patdgenos resistentes, y esto
promueve la busqueda de alternativas
viables que garanticen mayor sostenibilidad
(Tovar, 2008), es por ello que el aceite
esencial de cascara de limon criollo (Citrus
aurantifolia) y naranja dulce (Citrus sinensis)
se propone como alternativa fitosanitaria
para el control del afiublo bacterial de la
panicula del arroz. Por lo cual el presente

trabajo tuvo como objetivo determinar el
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efecto antimicrobiano de aceites esenciales
de cascara de Naranja dulce y limén criollo
como control en el afiublo bacterial de la

panicula del arroz.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal: Las
muestras de cascaras de naranja dulce
(Citrus sinensis) y limén criollo (Citrus
aurantifolia) se recolectaron durante
septiembre del 2017, en San Marcos (Sucre)
y en el mercado publico de la cuidad de
Sincelejo  (Sucre). Las cuales se
transportaron al laboratorio de
investigaciones  microbiolégicas de la
Universidad de Sucre para su posterior
tratamiento. El material se utilizé en dos
estados fresco y seco para este Ultimo
estado se utilizé un horno a 40 °C por 24h.
Los Fitopatégenos (B. gladiolis, B, glumae)

fueron suministrados por el (CIAT) al GIBA.

Extraccion de aceites esenciales: La
extraccion de los aceites esenciales de
cascaras de naranja dulce y limon criollo en
estado fresco y seco, se realizé por el
método de hidrodestilacion asistida por
microondas (MWHD), empleando un equipo
de hidrodestilacion con capacidad para 2L
(balén de destilacién), adicionando dentro
del mismo aproximadamente 500g de

material vegetal, seleccionado y troceado, y
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400mL de agua destilada. Como fuente de
radiacibn microondas se empled un horno
convencional (SAMSUNG AME9114ST)
cuyo tiempo de extraccion fue de 30 minutos
divididos en 2 ciclos de 15 minutos cada uno.
Los aceites esenciales (AE) se colectaron en
un recipiente tipo Dean Stark. Los AE se
separaron por decantacion e
inmediatamente fue almacenado en un vial

transparente de 4 mL.

Obtencién de las bacterias: Las cepas
trabajadas fueron aisladas por el grupo de
investigacion de bioprospeccién
agropecuaria, en el Laboratorio de
investigaciones microbiolégicas de la

universidad de sucre.

Preparacion de las concentraciones de
cada bioproducto: Los tratamientos
preparados para los AE de cascara de
naranja dulce y limén criollo en sus dos
estados fueron a concentraciones 1 ppm,
1000 ppm, 2000 ppm, 3000 ppm y 4000 ppm.
Se utiliz6 agua destilada estérii como

solvente, dimetilsulfoxido como disolvente
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organico (DMSO) y AE de cada vegetal, cuya
preparacion de las diferentes
concentraciones de cada bioproducto se
trabaj6 en cabina de flujo laminar. Los

voliumenes utilizados de cada uno de los

BEeoLmenTECH

A Ciencia y Tecnologia
Alimentaria

componentes para la preparacion de las
concentraciones de los bioproductos se

muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Volumenes utilizados de cada componente para la preparacion del bioproducto.

[]1(ppm) H20 dest. Estéril (ul) DMO (ul) Aceite esencial
()
1 399,19 0,8 0,0004
1000 398,8 0,8 0,4
2000 398,4 0,8 0,8
3000 398 0,8 1,2
4000 397,6 0,8 1,6

Ajuste de la concentracion de la B.
glumae y B. gladioli: Se trabaj6é en cabina
de flujo laminar. Se colocé a crecer las
bacterias, de la cual se tomd una colonia
tanto de B. glumae y B. gladioli y se inoculd
sobre 9mL de caldo King B., incubado a 35 +
2 °C por 18 horas. Luego se tomé 2mL de
suspension bacteriana y se agregd en un
Erlenmeyer, a dicha suspension se adiciono
20l de caldo King B., después se tomé de
esta mezcla un volumen X que se agregdé a
un tubo de cuarzo para llevar a

espectrofotometria  donde se  midio

absorbancia (la absorbancia adecuada debe
estar entre 0,1y 0,08 a 625 nm).

Actividad antibacteriana de los extractos
contra B. glumae y B. gladioli: Se utilizo
placas de Elisa de 96 pozo para cada
bacteria. En cada pozo se agregd 100uL de
la suspensién ajustada a una concentracion
equivalente a una absorbancia de 0,1 a 0,08
a 625 nm, con el mismo volumen de los
tratamientos. Se prepar6 un testigo absoluto
(suspension bacteriana + caldo King B.), un
control positivo (suspension bacteriana +
acido oxolinico) y un control negativo

(suspension bacteriana + DMSO 0,2 %).
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Esta prueba se realiz6 por triplicado para
cada tratamiento, incubados a 35 + 2 °C por
20 horas a 160 rpm.

Actividad antimicrobiana (MTT): Pasado el
tiempo de incubacion, se adicion6é a cada
pozo 50 pL de una solucién de (0.5 mg/ml)
de MTT tanto para los tratamientos como
para los controles respectivos, incubados
nuevamente por 2 horas aproximadamente.
Luego se descarto parte del contenido de los

pozos dejando una pequefia porcién de
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precipitado, donde se agreg6 100 pL/pozo de
DMSO concentrado, se resupendié las
muestras y se determiné la densidad Optica
en un lector a una longitud de onda de 492
nm. Seguido de esto, se tomd 5uL de cada
pozo y se adicion6 15 mL de agua destilada
estéril, se inocul6 10uL de la disolucién sobre
la superficie de agar King B. incubado por 3
dias 35 + 2 °C. Posteriormente se determind
el porcentaje de inhibicibn por unidades
formadores de colonia (UFC) mediante la

siguiente formula.

UFCexperimental

Porcentaje de Indice Bactericida (%I.B.) = 100 — * 100

Andlisis por cromatografia de gases /
espectrometro de masa (GC/MS): La
determinacion de los componentes quimicos
de los aceites esenciales se efectud
mediante la técnica instrumental de
Cromatografia de Gases con detector
selectivo de Masa (GC/MS), utilizando un
equipo de cromatografia de gases Agilent
6890N acoplado a un detector selectivo de
masa Agilent 5973 N y con el inyector en
modo splitless. Los indices de Kovats fueron
determinados en una columna capilar no
polar DB_1MS vy utilizando como gas de

arrastre el Helio.

La identificacion tentativa de los compuestos

registrados se estableci6 segun sus

Control

espectros de masas, usando la base de
datos que presente una mayor probabilidad
de coincidencia para las bases de datos
NISTO2.L y NIST5a.L mayores a 90% 6 en
su defecto usando la base de datos
NIST98.L. Toda la informacién importante
como tiempo de retencién y porcentaje de
area fue generada por el software MSD
ChemStation.

Andlisis estadistico: Se realizé un disefio
de blogues completamente al azar con
arreglo factorial. Donde se hizo un analisis de
varianza estableciendo la correlaciéon de la
actividad inhibitoria en funcion del aceite,
ademas se aplico una prueba mdltiple de

rango Tuckey. El andlisis estadistico se
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desarrollo utilizando el programa

Statgraphics Centurién XVI.
RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2 se observan los porcentajes de
inhibicion de la bacteria B. gladioli a partir de
los datos obtenidos de la ecuacion del
porcentaje del indice bactericida (% 1.B.) de
los diferentes tratamientos, en la cual se
evidencia que a una concentracion de 4000

ppm se inhibe el 100 % de la bacteria
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utiizando AE de cascara de naranja en
estado seco, no obstante, al utilizar
concentraciones de 2000 ppm y 3000 ppm se
alcanza inhibicibn mayor al 90 %, en una
concentracion de 1 pmm no se inhibié con
AE de limon fresco con los diferentes

materiales vegetales usados.

Tabla 2: Porcentaje promedio de inhibicion de la bacteria B. gladioli.

%I.B. N.S

Figura 1: Inhibicion de crecimiento de la
bacteria B. gladioli.

En la tabla 3 muestra los resultados
obtenidos del % 1.B donde la actividad
inhibitoria del AE de cascara de limon fresco
alcanzo el 100 % a 4000 ppm, sin embargo,
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en las concentraciones de 1 ppm, 1000 ppm,
2000 ppm y 3000 ppm se hallaron resultados
por encima del 90 %, es decir que el AE de
cascara de limon fresco es mas eficiente

contra la accion de B. glumae.

La inhibicion en este caso es bajo puesto que
los AE de cascara de limén seco y naranja
en sus dos estados estan por debajo del 90

% en los diferentes tratamientos, excepto el

AE de N.F a 4000 ppm el cual arroj6 u
resultado de 97,623 %.

%I.B. L.F
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Figura 2: inhibicibn de crecimiento de la

bacteria B. glumae.

El andlisis por cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masa
(GC/MS) arroj6 como metabolito mayoritario
el D-Limoneno para todos los aceites

esenciales evaluados.

Sin embargo, para los aceites de cascara de
limén se presenté en menores proporciones
con un 44,78 % para fresco y 33,33 % para
seco. Mientras que para la naranja dulce
mostré un 88,08 % para fresco y 87,78 %
para seco.

Tabla 3: Porcentaje promedio de inhibicion de la bacteria B. Glumae.
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De manera general, la figura 1 utilizando
Tuckey con relacion al estado de la cascara
y su actividad inhibitoria muestra que el AE
de cascara de limén fresco arrojo los mejores
resultados en las cinco concentraciones
utiizadas (1ppm, 1000ppm, 2000ppm,
3000ppm y 4000ppm), mientras que la
inhibicion de naranja fue menor porcentajes
en sus dos estados (fresco y seco). Con
respecto a el porcentaje de inhibiciébn con
relacion a las bacterias Burkholderia glumae
y Burkholderia gladioli.

Interacciones y 95,0% de Tukey HSD
i) Cascara del citrico
[ —=— Limoncriollo
] —— Naranja dules

Fo;éentaie dﬁ \nhihicéﬁn
|
|

H’ i i
B. gladiolis B glumae
Patogeno vegetal

Figura 1: Porcentaje de inhibicién segun la
condicion de la cascara.
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Por medio de Tuckey se determiné que el AE
de limén criollo mostro mayor actividad
inhibitoria frente B. glumae, pero para B.
gladioli fue mas eficiente el AE de cascara de
naranja dulce, estos resultados presentados

en la figura 2.

Interacciones | $50%ds Tukey HSD

n Cascara del citrico
I 1~ Limencridlo
I 1 Yaranj duee
S [ 1 ]
m F
as | /g_
; 1 4

Fresta 1]
Condicidn de 1 cdscara

Figura 2: porcentaje de inhibicion de
Burkholderia glumae y Burkholderia gladioli
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Figura 3. Porcentaje de compuesto mayoritario en L.F y N.S

TIC: TX:301017.01. Dndata ms

1e+07

5000000

000000/

40000001

2000000

l__;_l[l' i [_:'-,_.:.1«45\,34&5:[_\5;!. s apemsn 0293504

T Y vy T T T T T T T T T T T
600 300 1000 1200 14.00 16.00 1500 2000 2200 2400 2600 2500 3000 3200 3400 3600 3500 400 200

TIC: TX-301017-01 Drdata s

h T T T T
800 850 00 a5 1000 0 1.0 ns0 rd ] 1250

Figura 4. Porcentaje de compuesto mayoritario en N.F y LS

La técnica MWHD debido a la accién de las
microondas sobre las paredes glandulares
gue contiene el aceite esencial, lo cual hace
gue el material vegetal se rompa mas rapido
y eficientemente. La hidrodestilacion asistida
por microondas utiliza tres formas de
transferencia de calor dentro de la muestra:
la irradiacién, conduccién y conveccion.

Como resultado, produce calor con mayor

rapidez dentro y fuera de las glandulas
(Ledén, 2015). El rendimiento del AE es
dependiente del método de extraccion
utilizado para su obtencion. El proceso de
hidrodestilacién asistida por radiacion con
microondas es considerado un método
relativamente

rapido, eficiente, verde vy

econoémico en comparacion con los métodos
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de extraccién convenciona (Ver figuras 3 y
4).

Se reconoce que los AE dependen de sus
propiedades lipofilicas o hidrofilicas. Los
terpenoides pueden servir como un ejemplo
de agentes liposolubles, los cuales afectan la
actividad de las enzimas catalizadoras a
nivel de membrana, por e€j. ciertos
componentes del AE pueden actuar como
desacopladores, los cuales interfieren en la
translocacion de protones sobre la
membrana y subsecuentemente interrumpir
por la fosforilacion del ADP (Cano, 2008).
Anteriores investigaciones por autores como
(Canabal, 2017), quien evalué la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales
contra la Burkholderia glumae obtuvé como
resultados una inhibicibn mayor al 90 %
utilizando concentraciones de 80 ppm, 85
ppm y 90 ppm. Por otro lado (Guédeza et al.,
2014) estudi6 el efecto fungicida de los
aceites esenciales con inhibicion del 100%
con concentraciones de AE de 2,5% y 5%
frente a hongos en postcosecha. Para
(Guerra, 2014) donde el AE de naranja
extraido por hidrodestilacion presento
actividad antimicrobiana frente a las
bacterias Gran Negativas por una
concentracion inhibitoria minima de 10 %y 9
%.

El mecanismo de reacciéon de los AE como

agentes antibacterianos se debe considerar

BEeoLmenTECH

A Ciencia y Tecnologia
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el gran numero de compuestos quimicos que
se encuentran presentes en los AE, cuyas
actividades antibacterianas no presenta un
mecanismo especifico. De hecho, se
desconoce que componentes o mezcla de
estos son los responsables de su actividad
antimicrobiana. No obstante, las
caracteristicas lipofilicas estas involucradas
en la disolucibn de membranas biol6gicas,
desarreglando estructuras y volviéndose
mas permeables. Quimicamente el aceite
esencial contiene mayoritariamente
monoterpenos siendo el limoneno el que se
encuentra con un mayor porcentaje de
abundancia relativa como se encontré. Los
resultados permiten afirmar que el
componente mayoritario presente tanto en la
cascara de naranja y limén criollo en sus dos
estados es el D — Limoneno, aunque en los
porcentajes en estado seco dicho compuesto
sigue siendo el de mayor presencia por
unidad de éarea en el material vegetal
trabajado, esto debido a la volatilidad de los
compuestos ante el calor. Estos resultados
pueden ser corroborados por otros autores
gue estudiaron dos variedades de limén
(Swinglea glutinosa) y una variedad de
naranja (Citrus sinensis L). Diaz, etal., (junio
2005) afirma que el componente mayoritario
en limoén es el D- Limoneno. (Carlos Diaz,
2005). Otra investigacion hecha por Mariano
Cerutti y Fernando Neumayer (2004) afirman

que D — Limoneno tiene un 63%. (Neumayer,
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2004). Oftra investigacion Sonia Ruby
Martinez Useche (2015) afirma que el
componente mayoritario en naranjaes el D —
Limoneno con un (90,93 %). (Useche, 2015).

CONCLUSIONES

Los aceites esenciales AE evaluados
mostraron inhibicion in vitro contra los
fitopatdbgenos ensayados (B. glumae y B.
gladioli), lo que demuestra que estos
bioproductos son una excelente alternativa
fitosanitaria para contrarrestar la enfermedad
del afiublo bacterial de la panicula de arroz,

y asi disminuir las perdidas causadas por
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