COSISTEMAS
Y
CURSOS
ROPECUARIOS

Herndndez-Becerra et al.

Nanoemulsion antifiingica conteniendo aceite de neem
Ecosist. Recur. Agropec. Num. Esp. Ill: e3637, 2023
https://doi.org/10.19136/era.alOnlll.3637

Actividad antifingica In vitro de nanoemulsion preparada a base de aceite de

neem (Azadirachta indica)

Antifungal activity In vitro of nanoemulsion prepared from neem oil (Azadirachta

indica)

Alberto Hernandez-

Josafat
Becerra!|®)]
Ana Lidia Sanchez-Cerino’®)
Hugo Sergio Garcia-Galindo’(®)
Cristébal Torres-PaIacios
Angélica

Flores2®|

Alejandra Ochoa-

Universidad Tecnoldgica de Tabasco,
Division de Procesos Industriales.
Carretera Villahermosa-Teapa, Km
14.6 s/n, Fraccionamiento Parrilla Il
CP. 86280. Centro, Tabasco, México.
2Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco, Division Académica de
Ciencias Agropecuarias. Carretera
Villahermosa-Teapa Km 25, CP.
86298. Centro, Tabasco, México.
3Tecnolégico Nacional de México.
Instituto Tecnoldégico de Veracruz,
Unidad de Investigacion y Desarrollo
de Alimentos. Av. Miguel Angel de
Quevedo 2779, Col. Formando Hogar,
CP. 91897. Veracruz, Veracruz,
México.

*Autor de correspondencia:
angelica.ochoa@ujat.mx

Articulo cientifico
Recibido: 01 de febrero 2023
Aceptado: 09 de noviembre 2023

Como citar: Hernandez-Becerra JA,
Sanchez-Cerino AL, Garcia-Galindo
HS, Torres-Palacios C, Ochoa-Flores
AA (2023) Actividad antifungica In
vitro de nanoemulsién preparada a
base de aceite de neem (Azadirachta
indica). Ecosistemas y Recursos
Agropecuarios Nim. Esp. lll: e3637.
DOI: 10.19136/era.a10nll1.3637

RESUMEN. Las nanoemulsiones son una alternativa efectiva en la proteccién, acarreo
y liberacion de compuestos bioactivos al favorecer una mayor solubilidad, estabilidad,
biodisponibilidad y eficacia. El aceite de neem contiene compuestos con actividades biologi-
cas, entre ellas capacidad antifingica y, dado que los mohos son responsables del deterioro
de muchos frutos, las nanoemulsiones de aceite de neem podrian representar una alternativa
de manejo postcosecha. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar nanoemulsiones
estables a base de aceite de neem, asi como evaluar su actividad antifingica frente a una
cepa de Aspergillus niger aislada de frutos de papaya. Nanoemulsiones con diferentes
valores de HLB (Balance Hidréfilo Lipdfilo) fueron preparadas empleando aceite de neem,
agua y emulsificantes. Las preparaciones fueron analizadas en su tamafio de glébulo,
indice de polidispersidad (PDI) y carga superficial. La actividad antifingica fue evaluada a
través de la técnica de alimento envenenado. La metodologia de superficie de respuesta fue
empleada para identificar una formulacién éptima, con 8.21% de aceite de neem, una relacién
aceite-emulsificante 1:3.28 y a un HLB de 16.2, con la cual se prepararon nanoemulsiones
que alcanzaron un tamafo de glébulo de 60 nm, estables por 365 dias. Las nanoemulsiones,
preparadas con aceite de neem comercial o recién extraido, fueron efectivas para inhibir /In
vitro el crecimiento de Aspergillus niger. Esto contrasta con ensayos en donde se empled
aceite no nanoemulsionado. El empleo de nanoemulsiones a base de aceite de neem
representa una alternativa prometedora en el control del deterioro postcosecha ocasionado
por Aspergillus niger.

Palabras clave: Inhibicion, fitopatégeno, Aspergillus niger, emulsion nanométrica, opti-
mizacion.

ABSTRACT. Nanoemulsions are an effective alternative in the protection, transport,
and release of bioactive compounds, favoring greater solubility, stability, bioavailability,
and efficacy. Neem oil contains compounds with a broad spectrum of biological activity,
including antifungal capacity. Molds are responsible for the deterioration of many fruits, so
extracts from plants represent ecologically viable postharvest handling alternatives. The aim
of this work was to develop stable nanoemulsions with neem oil, evaluating its antifungal
activity against Aspergillus niger isolated from papaya fruits. Nanoemulsions with different
Hydrophilic Lipophilic Balance (HLB) values were prepared using neem oil, deionized water,
and non-ionic emulsifiers. The globule size, polydispersity index (PDI), and surface charge
was analyzed. The antifungal activity was evaluated through the poisoned food technique.
Response surface methodology was used to identify an optimal formulation which consisted
of 8.21% of neem oil, 1:3.28 oil:emulsifier ratio, and 16.2 of HLB. This nanoemulsion
reached a globule size of 60 nm and was stable for 365 days. Nanoemulsions prepared
with commercial or freshly extracted neem oil were effective in inhibiting /n vitro the growth
of Aspergillus niger. This contrasted with trials where non-nano-emulsified oil was used.
The use of nanoemulsions with neem oil represents a promising alternative in the control of
postharvest deterioration caused by Aspergillus niger in fruits.

Key words: Inhibition, phytopathogen, Aspergillus niger, nanometric emulsion, optimization.
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INTRODUCCION

Azadirachta indica, comUnmente recono-
cido como neem, es un arbol de gran relevan-
cia en diferentes paises debido a que se le
atribuyen propiedades biol6gicas, tales como in-
secticida, antifingico y anticonceptivo, entre otras.
Los compuestos bioactivos relacionados con estas
propiedades pueden encontrarse en la corteza, ra-
mas, hojas, tronco y semillas; destacando éstas Ul-
timas debido a que es en ellas donde se albergan
la mayor proporcion de estos compuestos bioactivos
(Ospina-Salazar et al. 2015). La fraccion oleosa de
las semillas de neem es la mas relevante debido a
que constituye alrededor del 40% de su peso y por
gué en ella se han identificado metabolitos como los
limonoides (tetranotriterpenoides), los cuales poseen
actividad bactericida, antifingica y antialimentaria
en insectos (Gahucar 2014, Hatti et al. 2014, Djib-
ril et al. 2015, Mufiz-Reyes et al. 2016, Teuntor y
Aleman 2016). De entre los compuestos bioactivos,
la azadiractina es el méas reconocido debido a sus
propiedades insecticidas, encontrandose principal-
mente en las semillas y en menor concentracién en
las hojas.

La presencia de azadiractina en el aceite de
neem ha hecho de éste un producto de gran in-
terés comercial enfocado al control de diferentes tipos
de insectos en diversos cultivos. No obstante, la
presencia de otros compuestos como la nimbina y la
salanina, adquieren relevancia ya que la sinergia en-
tre ellos, o con otros componentes han demostrado
destacadas propiedades antifingicas contra algunas
especies tales como M. canis, C. albicans y As-
pergillus sp. (Mahmoud et al. 2011), asi como contra
Drechslera, Alternariay Fusarium (Ospina-Salazar et
al. 2015).

Diferentes hogos fitopatdgenos son
responsables del deterioro de una gran variedad de
productos agricolas, generando éstos importantes
pérdidas (5 al 25% en paises desarrollados y 20 al
50% en paises en desarrollo) (Herrera-Cebreros et al.
2022). Considerando lo anterior, resulta atractivo el
evaluar la actividad antifingica de extractos oleosos
de la semilla del neem contra hogos fitopatégenos

relacionados con dafnos pre y postcosecha de algu-
nas frutas y hortalizas.

Si bien, la fraccién oleosa de los frutos del
arbol de neem contiene compuestos con un am-
plio espectro de actividad bioldgica, su naturaleza
lipofilica limita su aplicacion en entornos hidrofili-
cos reduciendo significativamente el efecto esperado.
La nanotecnologia a través del desarrollo de na-
noemulsiones ha demostrado ser una alternativa
efectiva en la proteccion, acarreo y liberacién de com-
puestos bioactivos de interés tecnoldgico, ofreciendo
una mayor solubilidad, estabilidad, bioaccesibilidad,
biodisponibilidad y eficacia (Zambrano-Zaragoza et
al. 2013, Ohashi et al. 2015). En este sentido, in-
vestigaciones recientes han reportado mejoras en la
actividad antifungica de diversos aceites esenciales
cuando éstos fueron integrados en nanoemulsiones
como sistemas de acarreo y liberacion (Wan et al.
2019). Este efecto observado se sugiere que es de-
bido al reducido tamafo de la nanoestructura con-
formada lo cual incrementa la absorcién celular pa-
siva, disminuyendo la resistencia a la transferencia
de masa hacia los compartimentos intercelulares del
hongo. Por otro lado, se incrementa la estabilidad
fisicoquimica de la fraccion oleosa o aceite esen-
cial durante el almacenamiento de la nanoemulsién
(Bedoya-Serna et al. 2018, Ribes et al. 2017).

Las nanoemulsiones han sido definidas como
finas dispersiones de agua en aceite o de aceite
en agua, que presentan una distribuciéon de tamano
de glébulo de entre 20 y 500 nm, estabilizadas
por pequenas cantidades de emulsificantes, que
a diferencia de las emulsiones, ofrecen diversas
ventajas entre las que destacan una mayor esta-
bilidad de las gotas ante la agregacién y sepa-
racion gravitacional, alta solubilidad y estabilidad,
ademas de mejorar la biodisponibilidad y eficacia
bioldgica a los compuestos bioactivos en ellas dis-
persos (Cardoso-Ugarte y Jimenez-Munguia 2015).
Para mantener la estabilidad fisicoquimica de las na-
noemulsiones, en su formulaciéon pueden emplearse
diversos métodos de preparacion, diversas condi-
ciones de operacién caracteristicas del método de
preparacién, diferentes tipos y proporciones de las
fases que las conforman, asi como diferentes tipos
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y proporciones de los emulsificantes empleados
(Mushtaq et al. 2023). Considerando que la esta-
bilidad de las nanoemulsiones a desarrollar es una
caracteristica determinante en el logro de la funcién
de acarreo de compuestos activos, las formulaciones
planeadas, asi como lo principales parametros de
proceso deben ser evaluados y monitoreados durante
su preparacién, asi como a través del tiempo de al-
macenamiento. En base a lo anterior, el objetivo del
presente trabajo consistié en desarrollar nanoemul-
siones estables a base de aceite de neem, asi como
evaluar su actividad antifingica frente a una cepa de
Aspergillus niger aislada de frutos de papaya.

MATERIALES Y METODOS

Extraccion de aceite a partir de semillas de neem
Frutos maduros de arboles de neem
(Azadirachta indica) fueron recolectados en los
alrededores de la Universidad Tecnoldgica de
Tabasco. Los frutos fueron trasladados al labora-
torio, lavados y retirada la pulpa de sus semillas.
Las semillas fueron secadas a temperatura ambiente
bajo sombra y posteriormente se retird la cascarilla
del kernel. El kernel obtenido fue molido hasta con-
vertirlo en una masa homogénea la cual se pesé
dentro de matraces Erlenmeyer, adicionando poste-
riormente acetona como solvente de extraccion. La
relacion kernel:Acetona empleada fue de 1:10 (p:v).
La mezcla kernel-acetona fue colocada en un bano
sonicador (Cole-Parmer Modelo 8895-39) con poten-
cia de salida de 110W, 40KHz. Las condiciones de
sonicacion fueron de 20 min a una temperatura de
40 °C. Al finalizar el tiempo de extraccién, la mezcla
fue filtrada a vacio y el filirado evaporado bajo vacio
empleando un rota evaporador a 50 °C. La fraccion
oleosa extraida fue pesada y estimado el porcentaje
de extraccién mediante la relaciéon de los pesos del
aceite extraido y del kernel inicialmente empleado.

Disefio, preparacion y evaluacion de nanoemul-
siones

Nanoemulsiones aceite en agua fueron
planteadas considerando un disefio experimental

central compuesto, con tres factores a tres niveles
y dos puntos axiales, empleando como ingredientes:
aceite de neem, agua desionizada y mezcla de emul-
sificantes no iénicos (Tween 20 y Span 20, ambos
de la marca Cedrosa®). Los factores considerados
fueron: concentracion de aceite en la nanoemulsion,
proporcién aceite-emulsificante y valor de HLB. Los
valores de HLB considerados se obtuvieron a través
de la mezcla de diferentes proporciones de los emul-
sificantes. En la Tabla 1 se muestran las formu-
laciones planteadas dentro del disefio experimen-
tal. Para la elaboracién de las nanoemulsiones, se
prepar6 la fase oleosa mezclando las proporciones
adecuadas de los emulsificantes con el aceite de
neem. A continuaciéon, una emulsiéon gruesa fue
preparada mediante la adicién de agua destilada a
la fase oleosa, homogenizandola por 3 min a 20,000
rom con ayuda de un homogeneizador Ultra-Turrax
T25 digital (IKA Works, Inc. Staufen, Alemania).
Cada emulsion gruesa fue sometida a ultra soni-
cacion empleando un Sonicador Branson Digital S-
450D (Branson Ultrasonics Corp., Danbury, CT). Las
condiciones de proceso fueron: 20% de amplitud,
50% de ciclo de trabajo, 6 minutos de tratamiento en
ciclos de 1 minuto de sonicacién, 1 minuto de reposo.

Las nanoemulsiones preparadas fueron
analizadas en su tamarno de glébulo, indice de polidis-
persidad y carga superficial del glébulo, para lo cual
se empled un equipo de dispersién de luz dinamica
Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments Inc.) con
angulo fijo de 90°y 25 °C de temperatura. A partir
de los resultados del tamano de glébulo alcanzado
en las nanoemulsiones preparadas y, derivado de
un analisis estadistico de superficie de respuesta, se
identificé una formulacién 6ptima a partir de la cual se
obtuviera una nanoemulsién cuyo tamano de glébulo
estuviera entre 30 y 60 nm. La estabilidad de las
nanoemulsiones con tamario de glébulo menor a 100
nm fue evaluada durante su almacenamiento a 4 °C.
Analisis del tamano de glébulo, distribucién y carga
superficial fueron realizados cada siete dias, durante
los primeros 28 dias y finalmente después de 365
dias.
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Tabla 1. Formulacién de nanoemulsiones planteadas por disefio experimental central compuesto

con tres factores a tres niveles y dos puntos axiales.

Formulacién  Aceite (%)  Relacion aceite:mezcla HLB
emulsificantes (p:p)

Composicion porcentual (%)
de emulsificantes en mezcla

Tween 20 Span 20

1 3 1:2 10.625 25 75
2 7 1:2 10.625 25 75
3 3 1:4 10.625 25 75
4 7 14 10.625 25 75
5 3 1:2 14.675 75 25
6 7 1:2 14.675 75 25
7 3 1:4 14.675 75 25
8 7 1:4 14.675 75 25
9 1 1:3 12.65 50 50
10 9 1:3 12.65 50 50
11 5 1:1 12.65 50 50
12 5 1:5 12.65 50 50
13 5 1:3 12.65 50 50
14 5 1:3 8.6 0 100
15 5 1:3 16.7 100 0

Aislamiento e identificacion del hongo filamen-
toso

A partir de un fruto de papaya (Carica papaya
L.) con sintomas visibles de dafio por hongo filamen-
toso, se realiz6 un aislamiento mediante la siembra
directa en medio Agar Dextrosa y Papa (PDA) (MCD
LAB®) acidificado. El cultivo fue incubado a 25 =+ 1
°C por 5 dias y posteriormente se realizaron una se-
rie de reaislamientos en medio PDA hasta obtener un
cultivo monosporico. El hongo filamentoso aislado fue
identificado molecularmente, para lo cual se extrajo
su ADN segun Raeder y Broda (1985) y se utiliz6 para
la amplificacion de la regién espaciadora interna (ITS)
transcrita del ADN ribosomal por la técnica de PCR,
segun White et al. (1990). EI ADN amplificado fue
secuenciado en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de
la Universidad Nacional Auténoma de México (Cuer-
navaca, Morelos, México), y las secuencias fueron
alineadas con secuencias depositadas en el Gen-
Bank del NCBI mediante el programa BLASTn, para
verificar el porcentaje identidad correspondiente a la
especie analizada.

Evaluacion de actividad antifungica In vitro

La técnica de alimento envenenado fue em-
pleada para evaluar la actividad antifingica de las
nanoemulsiones preparadas, considerando la formu-
lacion 6ptima previamente identificada. Para la pre-

paracién de estas nanoemulsiones se considero,
por un lado, aceite recién extraido a partir de las
semillas de neem y por otro, aceite de neem comer-
cial (NowFoods®). Aunado a lo anterior, se evallo
también la actividad antifingica de los aceites, tanto
el extraido como el comercial, sin nano emulsionar.
Las concentraciones evaluadas del aceite de neem
(nanoemulsionado o solo) en el medio de cultivo
fueron de 7.7, 15.4, 23.1, 30.8 y 38.5 mg mL~!. Du-
rante la preparacion de las pruebas, las nanoemul-
siones a evaluar, asi como los aceites de neem
fueron mezclado con medio PDA a 40 °C y ver-
tidos en cajas de Petri de 90 mm de diametro. Cajas
de prueba con medio PDA sin nano emulsién o sin
aceite de neem integrado fueron empleadas como
tratamiento testigo. Una vez solidificado el medio, se
inoculé al centro de cada caja de Petri un disco de 5
mm de didmetro conteniendo crecimiento del hongo
filamentoso aislado previamente, sembrado en medio
PDA e incubado por 8 dias. Todas las Cajas de Petri
inoculadas al centro fueron incubadas a 25 + 1 °C
hasta que el crecimiento del hogo filamentoso en el
tratamiento testigo ocupara el 100% de la superficie
de la caja de Petri. El crecimiento radial del micelio
alrededor de los discos en cada caja de prueba fue
medido diariamente empleando un vernier. El por-
centaje de inhibicion fue estimado considerando la
siguiente ecuacion:
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D1 —-D2

Donde: D1 = Diametro colonial testigo, y D2 =
Diametro colonial tratamiento

Anadlisis estadistico

La identificacion de una formulacién Op-
tima para preparar nanoemulsiones con tamafno de
glébulo de entre 30 y 60 nm fue realizada mediante
un analisis de superficie de respuesta empleando el
Optimizador de Respuesta del Software Minitab (©
2022 Minitab, LLC. All Rights Reserved). Analisis
de varianza (ANOVA) con posterior comparacion de
medias empleando la prueba de Tukey (p < 0.05)
fueron realizadas para estimar diferencia entre los
tratamientos.

RESULTADOS

Preparacion de nanoemulsiones, caracterizacion
y definicion de formulacion 6ptima

Aceite extraido de las semillas de frutos del
arbol de neem fue empleado como fase oleosa
en la preparacion de las nanoemulsiones, con-
siderando las formulaciones planeadas bajo el disefo
experimental indicado en la Tabla 1. Cada una de
las preparaciones fue analizada en su tamafio de
glébulo, indice de polidispersidad (PDI) y carga su-
perficial (potencial Z). Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 2; en ésta se observa que
la concentracion de aceite de neem empleada (A),
asi como la relaciéon aceite:emsulsificante (RAE) y
los valores de HLB alcanzados por las diferentes
mezclas de los emulsificantes usados (Tween 20 y
Span 20) tienen efecto significativo en el tamario de
glébulo obtenido en las nanoemulsiones generadas
a partir de estos componentes. Asi mismo, las in-
teracciones A*RAE, A*HLB, RAE*HLB y RAE*RAE
también mostraron tener efectos significativos so-
bre el tamano de glébulo. Por otro lado, en el
caso del PDI, unicamente las interacciones A*HLB y
RAE*HLB mostraron efectos significativos sobre este

parametro. En el caso del potencial Z, éste fue
solo influenciado por el HLB y su término cuadratico
(HLB*HLB) (Tabla 2).

Considerando que el tamafo de globulo al-
canzado es una caracteristica relevante, el conocer
el efecto que ejercen los diferentes factores involu-
crados en su preparacién es muy importante. En
este sentido, al analizar en forma general los efec-
tos principales ejercidos por cada uno de los fac-
tores estudiados se encontré que al incrementar la
concentracién del aceite, 0 aumentando la RAE, los
tamarnos de glébulo obtenidos tienden a ser mayores
(Figura 1a, region derecha). Situacién contraria se
observd en el caso del HLB, siendo que valores
de HLB mayores favorecen la formacién de glébulos
de menor tamano (Figura 1b y ¢, regién izquierda).
El efecto de las interacciones observadas entre los
diferentes factores también fue significativo. En este
sentido es de hacer notar la influencia que la RAE
ejerce sobre el tamano de glébulo en las hanoemul-
siones obtenidas, de manera que grandes incremen-
tos en el tamafo de glébulo son observados al in-
crementar tanto los niveles de este factor como el
de la concentracién de aceite en las formulaciones
(Figura 1a). Por lo anterior, si se desea obtener
nanoemulsiones con tamanos de glébulo en escala
nanométrica (< 100 nm) es necesario considerar esta
importante interaccion (Figura 1a). En este mismo
sentido, en las Figuras 1b y 1c se observa el efecto
de las interacciones HLB* A y HLB*RAE sobre el
tamario de glébulo. Como puede apreciarse, cambios
en los niveles de HLB influyen marcadamente sobre
el tamano de glébulo, siendo valores de HLB altos los
que generan tamanos de glébulo pequerios.

A partir de los resultados obtenidos se esti-
maron los coeficientes para cada uno de los térmi-
nos que conforman modelos matematicos que mejor
se ajustan y describen los tamanos de glébulo, PDI
y potencial Z en funcion de los factores considerados
en dichos modelos. Los coeficientes estimados, asi
como el grado de ajuste (R?) para cada uno de los
modelos generados se muestra en la Tabla 3, siendo
éstos empleados para el desarrollo de los gréaficos
de superficie presentados en las figuras 1a, 1b y 1c.
Una caracteristica fundamental en la funcionalidad
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Tabla 2. Valores de p derivados del Andlisis de Varianza de los efectos de los diferentes factores y
términos del modelo sobre las diferentes variables de respuesta consideradas en la caracterizacién

de las nanoemulsiones preparadas.

Valores de p
Tamarno de Indice de Carga superficial
glébulo polidispersidad (PDI) del glébulo (Z)
Aceite (A) 0.000 0.294 0.398
Relacion Aceite:Emulsificante (RAE) 0.000 0.851 0.503
HLB 0.000 0.202 0.000
A*A 0.120 0.129 0.078
RAE*RAE 0.026 0.439 0.095
HLB*HLB 0.374 0.065 0.020
A*RAE 0.000 0.160 0.965
A*HLB 0.002 0.007 0.420
RAE*HLB 0.017 0.001 0.097

esperada en las nanoemulsiones es que los tamarios
de glébulo alcanzados sean menores a 100 nm. Por
ello al contar con un modelo matematico que predijera
el tamano de glébulo de una nanoemulsién en funcién
de la composicién de sus ingredientes (factores es-
tudiados) fue posible identificar una formulacion (for-
mulacién éptima) con la cual se alcanzarian tamanos
de glébulo entre 30 y 60 nm. En este sentido, la for-
mulacién éptima identificada considera una concen-
tracién de aceite de neem del 8.21%, una RAE de
1:3.28 (p:p) y un HLB de 16.222. Lo anterior, descrito
en términos porcentuales para cada uno de los in-
gredientes de la formulacién corresponde al 8.21%
de aceite de neem, 25.340% del emulsificante Tween
20, 1.589% del emulsificante Span 20 y 64.861% de
agua destilada desionizada.

En nanoemulsiones, el mantener los tamarios
de glébulo en escala nanométrica a lo largo del
tiempo es un requerimiento necesario para asegu-
rar la funcionalidad de dichas nanoemulsiones du-
rante su uso. En este contexto, en la Tabla 4 se
muestran los tamanos de glébulo observados en na-
noemulsiones conteniendo aceite de neem durante
su almacenamiento a 4 °C. Las nanoemulsiones con-
sideradas en esta parte del estudio comprendieron
aquellas cuyos tamarnos de glébulo inicial se encon-
traba por debajo de los 100 nm. Estas nanoemul-
siones correspondian a las formulaciones 5 (F5), 6
(F6), 7 (F7),11 (F11) y 14 (F14) indicadas en la Tabla
1. Asi mismo, se considerd también la formulacién
identificada previamente como 6ptima (F Opt). Como
puede apreciarse, las nanoemulsiones preparadas a

partir de las formulaciones F Opt y F14 fueron las
Unicas que mantuvieron sus tamanos de globulo sin
cambios significativos a lo largo del almacenamiento
de 365 dias (Tabla 4).

Identificacion del hongo filamentoso aislado

La funcionalidad esperada para las nanoemul-
siones conteniendo aceite de neem fue su capacidad
antifingica frente a uno de los hongos responsables
del deterioro postcosecha de frutos de papaya. En
este sentido, derivado de la serie de reaislamientos
en medio PDA, se obtuvo un hongo monospdrico
cuyas colonias después de 5 dias de crecimiento
presentaban caracteristicas filamentosas, de color
blanco grisaceas que tornaron a amarillo (Figura 2).
Estas colonias posteriormente se cubrian de pun-
tos oscuros apreciandose finalmente de color negro
y granulosas. Caracteristicas microscépicas indica-
ban la presencia de cabezas conoidales globosas
de color café oscuro, conidiéforos lisos de color
marron claro y conidios globosos. La posterior identi-
ficacion molecular realizada mediante busqueda por
homologia indicé como resultado un 99% de similitud
con Aspergillus niger AY373852 y AF138904. Con-
siderando todo lo anterior, el hongo aislado en este
estudio fue identificado como Aspergillus niger.

Evaluacion de la actividad antifungica
Considerando la formulacion identificada pre-
viamente como éptima, nanoemulsiones conteniendo
aceite de neem recién extraido a partir de las semillas
de neem (NeE), asi como aceite de neem comercial

www.ujat.mx/era
6

E. ISSN: 2007-901X



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Herndndez-Becerra et al.

CosisTEMAS Nanoemulsion antifiingica conteniendo aceite de neem
Fursos Ecosist. Recur. Agropec. Num. Esp. Ill: e3637, 2023
ROPFECUARIOS https://doi.org/10.19136/era.alOnlll.3637

(a)

1000
1000
800
Tamafio
de
glébulo B0 600
(nm)
400
Q
N 200
% & i
R\
10 vs,e,\
( b) 800
800
600
600
Tamafio
de
glébulo 400
(nm)
200
0
(C) 700
600
500
Tamario
de
400
glébulo
(nm)
300
200
100

Figura 1. Efecto de las diferentes interacciones conformadas por las
variables concentracién de aceite, relacién aceite:emulsificante y valores de
HLB en el tamafo de glébulo obtenido en las nanoemulsiones.
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Tabla 3. Coeficientes estimados para cada uno de los diferentes términos considerados en los
modelos generados para cada una de las variables de respuesta consideradas en la caracteri-

zacion de las nanoemulsiones preparadas.

Coeficientes del modelo Tamafio de indice de Carga superficial
glébulo polidispersidad (PDI) del glébulo (2)

Constante -81.90 -1.00 127.70
Aceite (A) 45.70 0.121 9.54
Relacion Aceite:Emulsificante (RAE) -46.10 0.581 1.90
HLB 25.40 -0.006 -16.70
A*A 5.90 0.012 -0.56
RAE*RAE 35.10 0.023 2.10
HLB*HLB 3.20 0.014 0.74
A*RAE 38.90 0.025 0.03
A*HLB -15.20 -0.026 -0.29
RAE*HLB -21.90 -0.067 -1.22

R? 88.16 63.40 78.90

Tabla 4. Efecto del tiempo de almacenamiento sobre el tamafo de glébulo (nm) de las nanoemulsiones generadas, considerando las

formulaciones que menor tamafio de glébulo producen.

Formulacién
Dias F5 F6 F7 F11 Fi4 F Opt
0 49.36 + 10.71°48 3054 + 0.04°Z  59.16 + 10.72P4 65.49 + 7.3274 62.52 & 3.12%4 59.99 + 2.16%4
7 52.08 + 2.41¢8 32.60 =+ 2.46%8 44.64 + 6.79"8 99.10 £ 6.474 59.73 + 16.00°?  66.68 + 10.00%8
14 55.79 + 7.298 36.78 + 5.77°8 4455 +10.94"8  127.34 4+ 10.43*4  51.31 + 10.594¢ 64.19 + 7.09%8
21 90.76 =+ 4.32b8 46.44 +7.97°C 4356 +10.66°C  130.59 & 10.09°4  64.41 4 1.549BC 6550 + 6.2495C
28 99.13 + 0.69%8 48.82 +2.64°C 5716 +10.19°C  142.37 + 10.37" 62.32 + 2.97%C 66.47 + 10.32%C

365 269.10 + 0.68%5  322.60 + 7.29¢4

218.60 + 0.30%C

208.80 + 3.50% 64.79 + 1.619° 67.17 + 5.39%P

Valores medios dentro de la misma columna que no comparten alguna letra mintscula son significativamente diferentes (p < 0.05).
Valores medios dentro de la misma fila que no comparten alguna letra mayudscula son significativamente diferentes (p < 0.05).

(NeC) fueron evaluadas en su actividad antifungica
frente a la cepa de Aspergillus niger. En la figura 2b y
2c se muestra ejemplo de la inhibicion del desarrollo
radial del hongo en cajas de Petri con medio PDA
conteniendo NeE y NeC. Lo anterior contrasta con
el desarrollo normal del hongo en cajas de Petri con
medio PDA sin nanoemulsiones adicionadas (Tes-
tigo) (Figura 2a). El grado de inhibicién (%) estimado
en cada caso deriva de la relaciéon porcentual ob-
servada entre el desarrollo radial de la caja testigo
contra la caja conteniendo las nanoemulsiones. En
este sentido, aceite de neem extraido (AE), asi como
el aceite de neem adquirido comercialmente (AC),
ambos sin nanoemulsificar, fueron también evalua-
dos en su actividad antifingica. En la Figura 3 se
muestran los grados de inhibicién alcanzados por
cada una de las nanoemulsiones y de los aceites
de neem sin nanoemulsificar bajo diferentes concen-
traciones de éstos en el medio PDA. Como puede
apreciarse, el mayor grado de inhibiciéon alcanzado
(93.33 &+ 5.77%) correspondi6 a nanoemulsiones

preparadas con aceite de neem extriado (NeE) y
que se encontraba presente en el medio a una con-
centracion de 38.5 mg mL~! (Figura 3). Aunque no
se encontr6 diferencia estadisticamente significativa,
menores concentraciones de NeE en el medio PDA
tiende a provocar un menor grado de inhibicion en
el desarrollo radial de A. niger en el medio. En este
sentido los grados de inhibicién provocados por la
presencia de Ne E en concentraciones de 7.7, 15.4,
23.1 y 30.5 mg ml~! de medio PDA variaron desde
68.52 £+ 11.56% a 76.67 £ 7.28% (Figura 3). Para el
caso de nanoemulsiones conteniendo aceite de neem
comercial (NeC), los niveles de inhibicion alcanzados
cuando éstas se encontraban en concentraciones de
15.4, 23.1, 30.5 y 38.5 mg ml~! variaron de 68.40 +
3.01% a 76.71 £ 3.93%. Los anteriores niveles de
inhibicién fueron significativamente superiores a los
alcanzados cuando dichas Ne C se encontraban en
el medio a una concentracién de 7.7 mg mi~! (Figura
3).
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Figura 2.  Crecimiento de Aspergillus niger en medio PDA
después de 72 horas de incubacién a 25 °C. (a) Tratamiento tes-
tigo; (b) Tratamiento con incorporacion de NeC (23.1 mg mL~1);
(c) Tratamiento con incorporacion de NeC (38.5 mg mL™!)
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Figura 3. Nivel de inhibicién alcanzado por nanoemulsiones preparadas con aceite de neem comercial (NeC), aceite de neem
extraido (NeE), asi como de los aceites de neem comercial (AC) y extraido (AE) sin nanoemulsificar. Comparacién entre valores
medios derivados de diferentes concentraciones evaluadas dentro del mismo tipo de aceite 0 nanoemulsién y que no comparten
alguna letra minUscula son significativamente diferentes (p < 0.05). Comparacién entre valores medios derivados del empleo de
diferente tipo de aceite o nanoemulsién considerando la misma concentracién y que no comparten alguna letra mayuscula son

significativamente diferentes (p < 0.05).

Al considerar el grado de inhibicion generado
por los aceites de neem sin nanoemulsionar (AC y
AE) se encontr6 que los mayores niveles alcanza-
dos correspondian al AE en concentraciones de 23.1
y 30.8 mg ml~! (55.56 + 0.04% y 66.67 + 0.10%,
respectivamente) (Figura 3). Los valores anteriores
son significativamente superiores a los encontrados
cuando el AE se encontraba en el medio a 7.7, 15.4
y 38.5 mg mL~! o bien, cuando se empleé a AC en
todas las concentraciones evaluadas (Figura 3).

Al comparar los niveles de inhibicion genera-
dos por los aceites de neem sin nanoemulsionar (AC
y AE) en comparacion con su correspondiente contra-
parte nanoemulsionada (NeC y NeE) se observa un
incremento significativo en el grado de inhibicion en

el desarrollo de A. niger en el medio PDA por efecto
de la nanoemulsificacion de los aceites (Figura 3).

DISCUSION

Muchos frutos durante su almacenamiento y
comercializacion son generalmente afectados por
una gran variedad de microorganismos que oca-
sionan dafo irreversible en ellos. En el caso de
los frutos de la papaya se han identificado como
responsables de dafio a una serie de complejos fungi-
cos en los que destacan algunas especies como Al-
ternaria alternata, Aspergillus niger, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium solani, Penicillium digi-
tatum y Rhizopus stolonifer (Bautista-Barnos et al.
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2013, Lucas-Bautista et al. 2019). En el presente es-
tudio, el microorganismo aislado e identificado en un
fruto de papaya con dano correspondié a Aspergillus
niger, concordando con lo reportado en las investiga-
ciones previamente citadas. En este contexto, extrac-
tos derivados de diferentes partes del arbol de neem
(hojas, frutos y semillas) han demostrado actividad
antifingica frente a diferentes hongos fitopatdgenos,
incluyendo Aspergillus niger. Extractos de hojas de
neem han demostrado una efectividad variable y de-
pendiente de la concentracién del extracto empleada
(Razzaghi-Abyaneh et al. 2005, Raja et al. 2013,
Hussain et al. 2015, Keta et al. 2019). Por otro
lado, en el caso del aceite de neem se ha repor-
tado una reduccion del crecimiento micelar del 84%
para Aspergillus parasiticus cuando se empleé aceite
al 0.5% vy reducciones del 52 y 36% cuando se uso
al 0.2 y 0.1% respectivamente (Gowda et al. 2004).
Lo anterior, contrasta con lo reportado por Rodrigues
et al. (2019), quienes reportan una inhibicién del
crecimiento micelar de Aspergillus carbonarius del
82.5% cuando emple6 aceite de neem al 0.1%, in-
crementando la actividad antifiingica al 97.6% al usar
aceite al 0.3%. No obstante, concentraciones de
aceite del 0.5 y 1.0% generaron solo el 40.2'y 64.7%
de inhibicion. Los investigadores atribuyen lo ante-
rior a que posiblemente, concentraciones de aceite
de neem por arriba del 0.5% exceden los limites de
solubilidad de éste en el medio, lo que limita su activi-
dad antifingica. En el presente estudio, un fenémeno
similar se aprecia para el caso del aceite de neem
extraido (AE, Figura 3). Sin embargo, el aceite de
neem extraido y preparado en forma de nanoemul-
sion (NeE), usando formulacién éptima, mostré un in-
cremento significativo en el grado de inhibicion frente
a A. Niger (Figura 3). Lo anterior, podria deberse al
mayor grado de dispersion y bio-accesibilidad que el
aceite de neem alcanza al encontrarse en forma de
nanoemulsion. Lo encontrado en el presente estudio
es de importancia ya que plantea una mejora sustan-
cial en la actividad antifingica del aceite de neem al
emplearla en forma de nanoemulsién. En el aceite
de neem coexisten diversos compuestos los cuales
podrian ser responsables de la actividad antifiungica
antes indicada. Sin embargo, su presencia puede

variar dependiendo de diferentes factores de proce-
samiento o0 almacenamiento que pueden favorecer la
disminuciéon de su presencia en el aceite. Lo ante-
rior explicaria la menor actividad inhibitoria del aceite
de neem adquirido comercialmente (AC) en compara-
cion con el aceite recién extraido de las semillas de
neem (AE) (Figura 3). En este contexto Zeringue et
al. (2001) reportaron que los compuestos volatiles
emitidos a 30 °C desde aceite de neem clarificado,
mostraban una mayor inhibicién en el desarrollo de
Aspergillus spp. en comparacion con la generada por
la sola adicion del aceite al medio de cultivo.

La preparacién de nanoemulsiones estables in-
volucra el control de la composicién y proporciéon de
los ingredientes que las conforman, asi como de las
condiciones de operacion consideradas durante su
preparacién (Mushtaq et al. 2023). En este sen-
tido, el efecto de los componentes de una formu-
lacién sobre las principales propiedades de las na-
noemulsiones (tamano de glébulo, DPI y potencial Z)
tiene gran influencia (Qian y McClements 2011). En
el presente estudio, la concentracién de aceite y la
RAE mostraron importante efecto sobre el tamarno
de glébulo, lo cual concuerda con lo reportado por
diferentes investigaciones en donde se plantea que
el tamafo de globulo alcanzado es directamente pro-
porcional a la concentracién de aceite en la emulsién
(Ullah et al. 2022). Lo anterior, se observa de forma
clara cuando la RAE es de 1:5 0 1:4 (Figura 1a). Esto
ultimo se atribuye a que durante el proceso de emul-
sificacion las particulas de aceite compiten entre ellas
por el agente emulsificante, el cual generalmente se
encuentra en cantidad limitada. De esta manera, los
glébulos pequerios que son formados, al no contar
con suficiente agente emulsificante coalescen favore-
ciendo la formacion de glébulos mas grades e incre-
mentando el tamafio de glébulo promedio en la emul-
sién (Cinar 2017, Pavoni et al. 2020). No obstante,
lo anterior, cuando las RAE evaluadas fueron del or-
den de 1:1 o 1:2, concentraciones de aceite en el
medio menores al 3% generaron tamarnos de glébulo
mayores que concentraciones de aceite mayores al
6%. Lo anterior puede ser debido a que la mayor
cantidad de emulsificante, en comparacion con la de
aceite, provoca la formacion de multicapas de emulsi-
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ficante alrededor de los glébulos, promueve la flocu-
lacion de los globulos o bien la formacién de agre-
gados de emulsificante (Qian y McClements 2011,
Ochoa et al. 2016).

El empleo del adecuado surfactante influye di-
rectamente en la estabilidad de la emulsion, siendo
atractivo el uso de mezclas de algunos de ellos de-
bido a los diferentes mecanismos y sus interacciones,
lo que favorece la estabilidad de las emulsiones
(Hong et al. 2018). En general los surfactantes no
iGnicos contienen grupos hidrofilicos y lipofilicos cuyo
balance es expresado en valores de HLB (Balance
hidrofilico lipofilico). Los valores de HLB estan rela-
cionados con su solubilidad en agua, de esta manera,
valores bajos (4 a 9) indican emulsificantes lipofi-
los y valores altos (11 a 18) emulsificantes hidréfilos
(Chiang et al. 2023). En general, para formar emul-
siones del tipo aceite en agua se emplean emulsifi-
cantes con valores de HLB altos, mientras que para
emulsiones agua en aceite valores bajos (Chiang et
al. 2023). En el presente estudio, el aumento en los
valores de HLB de la mezcla de emulsificantes em-
pleadas favorecio la formacion de tamanos de glébulo
mas pequerios (Figura 1b y 1c). Lo anterior coincide
con lo reportado por Hong et al. (2018), quienes
empelando mezclas de los emulsificantes Span 80
y Tween 80 (con diferentes valores de HLB) obser-
varon la formacion de emulsiones monodispersas,
con menor tamano de glébulo, cuando los valores de
HLB fueron de 12.6; en contraste con la formacion de
emulsiones multidispersas, con mayores tamanos de
glébulo, cuando la mezcla de emulsificantes tenia un
HLB de 8.9.

La metodologia de superficie de respuesta,
desde su introducciéon, ha sido empleada como una
técnica estadistica multivariada en diversos estudios
de optimizacion, en donde el efecto de diferentes
variables independientes (y sus interacciones) so-
bre diferentes variables de respuesta se desea cono-
cer. Esta técnica estadistica permite generar modelos
matematicos a partir de los cuales es posible iden-
tificar condiciones que generen valores éptimos en
alguna de las variables de respuesta (Samiun et
al. 2020). En la Tabla 3, se muestran los coefi-
cientes de regresién estimados para el modelo poli-

nomial de segundo orden generado para cada una de
las variables de respuesta consideradas (Tamafo de
glébulo, PDI y Potencial Z). Con el modelo generado
para el tamafo de glébulo, se procedié a identi-
ficar los valores de las variables independientes que
definen el modelo (A, RAE y HLB) con los que
se obtuvieran tamafnos de glébulo entre 30 y 60
nm. En este sentido, las condiciones encontradas
correspondieron a valores de 8.21% para A, 1:3.28
para RAE y 16.22 para HLB, con lo cual el modelo
predecia un tamafio de glébulo de 32 nm. Al preparar
nanoemulsiones bajo dichas condiciones, los valores
de tamafo de glébulo alcanzados fueron de 59.99
4+ 2.16 nm. Como puede apreciarse el valor alcan-
zado se encontraba dentro del rango deseado, por lo
que se decidié continuar con el estudio considerando
dichas condiciones y definiéndolas como formulacién
optima (F Opt).

Una nanoemulsién estable debe mantener su
tamario de glébulo durante largos periodos de tiempo.
En el presente estudio la formulacién identificada
como optima (F Opt) se mantuvo estable a lo largo de
365 dias de almacenamientos a 4 °C, conservando
su tamano de glébulo sin cambio significativo (Tabla
4). Asi mismo, no se aprecié visualmente indicios
de floculacién, cremado o sedimentaciéon. Esta es-
tabilidad puede explicarse en funcién de los valores
de PDI y potencial Z alcanzados, 0.12 £+ 0.001 y
-16.80 + 1.7, respectivamente. El PDI en una na-
noemulsién se relaciona con la calidad del proceso
de emulsificacién, considerando la homogeneidad de
la emulsién. En este sentido, su resistencia al cre-
mado, dependeran de la homogeneidad del tamafo
de glébulo (PDI). En este contexto, se ha planteado
que nanoemulsiones con valores de PDI menores o
cercanos a 0.1 se consideran altamente monodisper-
sas, adecuadas y con una suspension coloidal de
buena calidad; nanoemulsiones con valores de PDI
entre 0.10 y 0.40 se consideran moderadamente dis-
persas; aquellas con valores mayores a 0.40 son
consideradas altamente dispersas. Mientras que
valores cercanos a 1 indicarian emulsiones de muy
pobre calidad (Ochoa et al. 2016, Ullah et al. 2022).
Por otro lado, la intensidad del potencial Z es otra
caracteristica que se relaciona con la estabilidad de
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las nanoemulsiones. Se ha reportado que valores de
potencial Z menores a -30 mV corresponden a na-
noemulsiones estables debido a que las fuerzas de
repulsion eléctrica generada entre los glébulos son
predominantes. Mientras tanto, valores de entre -5
mV y -15 mV representarian una zona de floculacién
limitada (Heurtault et al. 2003). Los valores de inten-
sidad de potencial Z alcanzados en la F Opt fueron de
-16.80 4= 1.7 mV. Este valor de potencial Z ubica a la
F Opt muy cerca de la regién de floculacién limitada.
Sin embargo, mecanismos de estabilizacion estérica
ocasionado por el agente surfactante empleado po-
drian estar colaborando en la estabilidad observada
en la nanoemulsion. En este sentido se ha planteado
que para que una nanoemulsién alcance estabilidad
se requiere un potencial Z menor a -9 mV en com-
binacién con la estabilidad estérica generada por el
surfactante empleado (Heurtault et al. 2003).

CONCLUSIONES

Nanoemulsiones estables, constituidas por
aceite de neem extraido de frutos, los emulsificantes
Tween 20/Span 20 y agua fueron altamente efecti-
vas en inhibir In vitro el crecimiento de Aspergillus
niger, en contraste con el empleo de aceite de neem
no nanoemusionado. De esta manera, el uso de
nanoemulsiones a base de aceite de neem repre-
senta una alternativa prometedora en el control del
deterioro poscosecha en frutos ocasionada por As-
pergillus niger.
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