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OPINION DEL CATEDRATICO GUIA

Esta investigacion se baso en el estudio de las propiedades antifingicas del aceite esencial
de dos especies de canela contra dos hongos comunes y muy perjudiciales que tienen una
gran afectacion tanto en la contaminacion de alimentos y granos en almacenamiento, como
infecciones en animales y seres humanos.
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aceite esencial a escala de laboratorio, en las cuales se identifico el mayor rendimiento y la
mejor calidad de los aceites. Los aceites obtenidos se analizaron por Espectroscopia
Infrarroja de Transformada de Fourier (FTIR), obteniendo un alto grado de correlacion (>
95%) respecto al aceite esencial de referencia, y se logro identificar la presencia de los dos
compuestos mas abundantes en el aceite de canela, el cinamaldehido y el eugenol.

En segundo lugar, se investigo el efecto inhibitorio de los aceites esenciales obtenidos contra
Aspergillus flavus y Rhizopus stolonifer, comparandolo con un aceite esencial de canela de
referencia, encontrando las concentraciones a las cuales los aceites esenciales demostraron
efecto inhibidor del crecimiento de ambos hongos.

Cabe mencionar que esta segunda parte fue todo un reto por lo dificil que resulto trabajar con
estos dos hongos en el laboratorio; hubo mucho trabajo de fondo relacionado al
acondicionamiento, pruebas preliminares, y pruebas que se repitieron por lo dificil de
mantener el crecimiento de los hongos en condiciones controladas y libres de contaminacion
gue no estan plasmadas en el documento. Sin embargo, la tesista demostrd tenacidad y
persistencia, logrando el cumplimiento de los objetivos propuestos en la investigacion.

Del presente estudio se obtuvieron resultados satisfactorios, indicando la tecnologia de
extraccion méas adecuada para obtener el aceite esencial con los mayores rendimientos y
calidad, asi como los tratamientos que demostraron el mayor efecto antifungico contra cada
hongo.
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RESUMEN

Este estudio tuvo como propdsito evaluar dos métodos de extraccion de aceite esencial para
las cortezas de Cinnamomum zeylanicum y Cinnamomum burmannii. Dicha evaluacion se
realiz6 con base en el rendimiento y calidad de los aceites esenciales que se obtuvieron dadas
sus diferencias en el contenido de sus principios activos. Posteriormente se evaluaron las
propiedades antifingicas de estos aceites esenciales a diferentes concentraciones por el
método de inhibicidn de difusidn en pozos con la finalidad de demostrar el efecto inhibitorio
sobre cepas de Aspergillus flavus y Rhizopus stolonifer, que suelen contaminar los cultivos
de hortalizas y frutas, asi como alimentos procesados listos para su consumo. Estos hongos
provocan grandes pérdidas econdmicas en diferentes industrias procesadoras de alimentos y
agricolas debido a que la mayoria de las cosechas se pierden por la contaminacion
ocasionada.

Para llevar a cabo los objetivos de esta investigacion se realizd un disefio experimental
factorial 23 cuyas variables de respuesta determinaron la mejor combinacion entre método de
extraccion (arrastre por vapor e hidrodestilacion), variedad de canela (C. zeylanicum y C.
burmannii) y cantidad de material vegetal utilizado en la extraccion (50 y 100 g).
Posteriormente mediante un disefio factorial mixto se determing la actividad antifungica de
los aceites obtenidos a diferentes concentraciones. A la vez se compararon los resultados de
inhibicion con un aceite esencial de referencia de la corteza de C. verum.

Los resultados indicaron que el método de arrastre por vapor es el método con el que se
obtienen mejores resultados en el rendimiento de los aceites esenciales, tanto para C.
zeylanicum y C. burmannii empleando 100 y 50 g de material vegetal respectivamente para
la extraccion. En la inhibicion de A. flavus el aceite de la variedad C. zeylanicum a una
concentracion del 3% es el que presentd los mayores halos de inhibicion, y se determiné que
el método de extraccion de aceite esencial para este hongo no tiene diferencia significativa
en los resultados. Al contrario, para la inhibicién de R. stolonifer, el mejor método de
extraccion de aceite es el de arrastre por vapor, empleando la variedad C. zeylanicum, y
presenta su efecto antifingico a partir de concentraciones del 25%, este efecto es
exponencial, pues a mayor concentracion de aceite, el halo de inhibicion en R. stolonifer es
mayor, siendo la concentracion del 100% la de mayor efectividad.

Estos resultados ofrecen una perspectiva favorable para aprovechar de manera integral el
cultivo de canela en nuestro pais, ya que todas las partes de la planta contienen compuestos
con potencial para combatir microorganismos. Estos descubrimientos pueden ser el punto de
partida para futuros proyectos que se centren en la creacion de pesticidas naturales,
soluciones para la preservacion de alimentos y productos farmacéuticos.
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1 INTRODUCCION

La canela es una especia conocida a nivel mundial y de acuerdo con su origen existen
variedades de canela con diferentes caracteristicas fisicas de sabor, textura y calidad. Esto
hace que difiera la cantidad de compuestos presentes en el aceite esencial que se obtiene de
sus cortezas; el cual posee un aroma dulce y una gran variedad de propiedades
antibacterianas, antifingicas y antioxidantes, que en su mayoria por su diversidad de usos
benefician a diferentes industrias.

Los aceites esenciales, se extraen por varios métodos como, expresion en frio, destilacion por
vapor de agua, hidrodestilacion, extraccion con solventes volatiles, enfleurage, entre otros.
Por el contenido de cinamaldehido y eugenol, el aceite esencial de canela es clasificado como
un aceite esencial fenilpropanoide. La canela se ha utilizado para tratamientos de dolores
bucales y desordenes periodontales, se ha encontrado que contiene resinas cianogénicas y
acido hidrocianico los cuales tiene propiedades antibacteriales, asi como taninos con accion
hemostatica y astringente (Martinez, 1996).

Existen diferentes métodos de extraccidn para obtener el aceite esencial de canela, la eleccion
del método depende de la parte de la planta de donde se hara la extraccion y el uso que se le
vaya a dar al aceite esencial obtenido. Generalmente se suele extraer de la corteza de canela
y los métodos mas comunes son: el método de arrastre por vapor de agua e hidrodestilacion.

El trabajo de Senhaji et al., (2006) probo el efecto inhibitorio de las propiedades antifngicas
del aceite esencial de canela extraido por el método de hidrodestilacion. Se evalu6 su efecto
antifangico por la técnica de microambiente de Kellner y Kober sobre A. flavus 1P1202-1, A.
Niger ATCC16404, A. parasiticus NRRL2999 y P. cyclopium 1P1231-80. El estudio
determind que el aceite esencial de canela a una concentracion de 0.5% inhibe totalmente el
crecimiento de estos hongos.

La actividad antifangica del quitosano y los aceites esenciales de tomillo, clavo y canela
sobre R. stolonifer de Ovares Rodriguez (2016) fue evaluada por dos métodos: in vitro e in
situ. R. stolonifer es causante de la pudricion blanda de muchas hortalizas, una enfermedad
post cosecha que ocasiona pérdidas econdémicas importantes. Uno de los tratamientos mas
efectivos para inhibir este microorganismo in vitro fueron los tres aceites esenciales a una
concentracion de 0.3 mg/mL. Se concluy6 que el tratamiento individual con quitosano es una
alternativa natural para controlar la pudricion blanda en frutos de tomates.

En el trabajo de Kabuba y Huberts (2009) se evalud el efecto insecticida y repelente del aceite
esencial de canela, los ectoparasitos disminuyen la productividad del ganado, debido a la
resistencia farmacoldgica los antiparasitarios no suelen ser tan eficaces. Las moscas (muscas
domesticas) provocan enfermedades virales, bacterianas, fingicas y parasitarias provocando
estrés en los animales y disminucion en la produccion de la leche y carne. Realizaron métodos
de prueba in vitro e in vivo, prepararon una nanoemulsion de aceite esencial de canela, las
moscas fueron separadas y tratadas con la forma libre de aceite esencial de C. zeylanicum y
su forma de nanoemulsion rociando 100 pL/grupo. En el estudio se demostré que el aceite
esencial de C. zeylanicum a una concentracion del 10% es capaz de matar el 100% de las
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moscas, ademas de su efecto repelente contra Haematobia irritans, aunque la nanoemulsion
con aceite esencial de C. zeylanicum al 5% mostré un 100% de efectividad. El efecto
insecticida del aceite esencial se produce por la penetracion del aceite esencial en los tejidos
del parésito, modificando las principales funciones fisioldgicas de la mosca.

La comparacion de los métodos de extraccion para obtener aceite esencial de las variedades
de canela Cinnamomum zeylanicum y Cinnamomum burmannii, contribuye a definir cual de
estos métodos utilizar para obtener un mayor rendimiento y una mejor calidad basado en la
cantidad de los principios activos que estos contengan y la eficacia antifingica que
demuestren en el proceso de inhibicion del crecimiento de las cepas de A. flavus y R.
stolonifer.

Con los resultados obtenidos se pretende motivar el disefio y desarrollo de la formulacion de
productos que ayuden a mejorar la conservacion de los alimentos, higiene, desinfeccion y
prevencion de contaminacion ocasionadas por estos hongos en la industria agricola y de
procesos de alimentos, ademas de incentivar el desarrollo de tratamientos para evitar o
combatir enfermedades dermatoldgicas 0 micotoxicas en el ser humano al ingerir alimentos
contaminados por estos hongos.

En Nicaragua se cultiva muy poco la canela, pero se pueden extraer los principios activos de
los desperdicios de hojas, corteza y hasta la raiz del mismo arbol que se da en las cosechas
para aprovechar los compuestos antioxidantes y antimicrobianos que se obtienen de cualquier
parte de esta planta con diferentes propiedades y usos, incentivando el desarrollo de
proyectos e investigaciones que colaboren no solo a la ciencia, sino también al desarrollo
economico del pais.

En este trabajo se obtuvo aceite esencial de canela de las variedades de canela C. zeylancum
y C. burmannii, en ambas variedades se emplearon los métodos de extraccion con vapor de
agua e hidrodestilacion. Los métodos de extraccion fueron evaluados mediante el porcentaje
de rendimiento de aceite obtenido, la comparacion de cinamaldehido y eugenol presentes en
los aceites esenciales con un aceite de referencia y la inhibicién in vitro de los hongos
Aspergillus flavus y Rhizopus stolonifer.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

= Evaluar dos métodos de extraccion de aceites esenciales de la corteza de Cinnamomum
zeylanicum y Cinnamomum burmannii y su efecto antifungico sobre los microorganismos
patogenos Aspergillus flavus y Rhizopus stolonifer.

2.2 Objetivos Especificos

= Determinar la influencia de los métodos de extraccion por arrastre con vapor de agua e
hidrodestilacion en el rendimiento y calidad de los aceites esenciales de las variedades de
corteza C. zeylanicum y C. burmannii.

= Evaluar el efecto antifungico de los aceites esenciales de las cortezas de C. zeylanicum y
C. burmannii mediante la inhibicién in vitro de A. flavus y R. stolonifer por el método de
difusion en pozo basado en la técnica del antibiograma de Kirby Bauer.

= Comparar el efecto antifingico de los aceites esenciales obtenidos de las cortezas C.
zeylanicum y C. burmannii con un aceite esencial comercial de referencia de C. verum.



3 MARCO TEORICO
3.1 LacCanela

Es una planta originaria del sur de la India y Sri Lanka. Crece en zonas tropicales y humedas,
es cultivada principalmente en Brasil, Indonesia, Islas Occidentales e Islas del Océano
Pacifico. De la corteza interna del arbol de canela se obtiene la especia también conocida
como canela que es una de las especias mas utilizadas por todo el mundo (Britannica, 2023).
De las hojas, corteza y raices del &rbol de canela se extrae aceite esencial que posee
propiedades antioxidantes, antibacterianas y antifngicas (Geilfus, 1994).

3.1.1 Caracteristicas del arbol de canela

El género Cinnamomum, comprende mas de 250 especies de arboles y arbustos conocidos
como caneleros que pertenecen a la familia Lauraceae, son arboles perennes con hojas
opuestas, coriaceas y ovaladas. Las hojas jovenes son de color rojizo, las cuales al madurar
adquieren un color verde oscuro, sus flores son pequefias, de color amarillo palido y sus
frutos son drupas ovoides con una semilla (Accame, 2009).

3.1.2 Diferencias entre C. zeylanicum y C. burmannii

Se conoce como “canela verdadera” a la canela de Ceilan (Cinnamomum zeylanicum o
Cinnamomum verum J.Presl) pues es la de mayor valor comercial. La canela de Ceilan
contiene mayores cantidades de compuestos fendlicos y aromaticos como eugenol y
cinamaldehido, siendo este Gltimo el compuesto al que mayormente se le atribuye el olor y
sabor caracteristico de la canela (dos Santos, 2021).

La “canela falsa” se obtiene de variedades de canela como Cinnamomum cassia,
Cinnamomum aromaticum, Cinnamomum loureiroi y Cinnamomum burmannii. Estas
variedades, a diferencia de la canela de Ceiléan, tienen en su composicién quimica un alto
contenido de cumarina, un compuesto que puede presentar un efecto hepatotdxico al
consumirse en cantidades superiores a 0.1 mg/kg (dos Santos, 2021).

Figura 3.1 Ramas de canela de C. zeylanicum (izquierda) y C. burmannii (derecha).



En la figura 3.1 pueden verse las diferencias fisicas entre C. zeylanicum y C. burmannii. La
canela de Ceylan (C. zeylanicum) es originaria de Sri Lanka y el sur de la India, las ramas de
canela son de color marron claro a medio, de sabor ligeramente dulce y se obtienen al enrollar
y dejar secar varias capas finas y quebradizas de la corteza. Por otro lado, la canela de
Indonesia (C. burmannii) es de color marrén rojizo oscuro y sabor picante y sus ramas se
obtienen de una capa Unica de corteza mas gruesa y dura (Kawatra, 2015).

3.2 Aceite esencial de canela

Se define como aceite esencial al producto obtenido de materia prima natural por destilacién
al vapor (1SO 9235:2021). Los aceites esenciales son liquidos oleosos aromaticos, la esencia
0 aroma de las plantas se debe a que los aceites esenciales tienen fragancias y sabores
caracteristicos (Adinew, 2014).

El aceite esencial de canela es un liquido voldatil, hidrofébico, ligeramente viscoso,
generalmente de color amarillo, de aroma dulce, especiado y amaderado (Stevens y Allred,
2022). Se utiliza en las industrias alimentaria, farmacéutica y de perfumes. También es
reconocido por sus propiedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias vy
antioxidantes (Rincon Aguilar, 2014).

3.2.1 Aceite esencial de referencia

El aceite esencial de canela de referencia (C. verum) se compro a la empresa Plant Therapy,
ubicada en 621 Washington St. S. Suite 100, Twin falls, ID83301 US.

3.2.2 Composicion quimica del aceite esencial de canela

La composicion del aceite esencial varia segun la parte de la planta de la que se extraiga,
puede contener hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles y ésteres (Adinew,
2014). Algunos componentes frecuentes en el aceite esencial de la corteza de canela son:
cinamaldehido, eugenol, acetato de eugenol, acetato de cinamilo, alcohol cindmico, metil
eugenol, benzaldehido, cuminaldehido, benzoato de bencilo, linalol, hidrocarburos
monoterpénicos, cariofinelo y safrol (Haddi et al., 2017).

El cinamaldehido (3-fenilprop-2-enal) y el eugenol (4-alil-2-metoxifenol) son
fenilpropanoides sintetizados a lo largo de la via del shikimato en las plantas a partir del
aminoacido fenilalanina. El cinamaldehido (C9HsO) contiene un anillo de benceno, una
cadena corta de carbono y un grupo aldehido. El eugenol (C10H1202) contiene un anillo de
benceno, con un grupo hidroxilo y un grupo éter en orto-conformacion y una cadena alilo en
para-conformacion con el grupo hidroxilo (Stevens y Allreed, 2022).

Los fenilpropanoides, también conocidos como polifenoles o compuesto fendlicos, son
metabolitos secundarios que, junto con los alcaloides y los terpenoides, participan
activamente matando directamente al microorganismo patégeno, degradando su pared celular
o restringiendo su invasion al resto de la planta (Jiménez et al., 2003).



La tabla 3.1 muestra que el compuesto mayoritario, tanto en C. zeylanicum y C. burmannii
es el cinamaldehido. En C. zeylanicum los dos componentes principales representa el 54.65%
de los compuestos presentes en el aceite esencial y en C. burmannii representan el 60.11%.

Tabla 3.1 Compuestos mayoritarios en los aceites esenciales de C. zeylanicum (Paranagama et al., 2020) y C.
burmannii (Ying et al., 2019).

Compuesto en C. zeylanicum % Compuesto en C. burmannii %

Cinamaldehido 50.5 (E)-Cinamaldehido 34.44
Eugenol 4.15 Eugenol 25.67
Linalol 3.70 Cumarina 16.82

Cumarina 2.8 Borneol 3.28

3.3 Métodos de extraccion de aceites esenciales

La extraccion es una técnica de separacion de compuestos organicos de una mezcla de
reaccion o de sus fuentes naturales por medio de un disolvente. La destilacion es uno de los
métodos mas antiguos, simples y extendidos para extraer aceite esencial de canela,
especialmente a nivel comercial. En el proceso de destilacion de la corteza de canela, los
vapores de agua se utilizan como disolvente que impulsa a temperatura de ebullicion las
moléculas del aceite esencial (Haddi et al., 2017).

3.3.1 Arrastre por vapor de agua

Este proceso se realiza con el vapor generado por el calentamiento del agua a través de una
caldera. El vapor de agua a presion mas alta que la atmosférica rompe las células o canales
oleiferos de la corteza de canela que se apoya sobre una malla suspendida, arrastrando asi
una mezcla volatil, luego de atravesar un refrigerante la mezcla se condensa y posteriormente
es recolectada y separada en una fraccion acuosa (Stashenko, 2009).

Para separar el aceite esencial de la mezcla acuosa, se agrega un disolvente que tenga un
punto bajo de ebullicion. Al calentar la nueva mezcla de disolvente-aceite esencial, se
recupera el disolvente y se obtiene el aceite esencial de canela.

3.3.2 Hidrodestilacion

A diferencia del arrastre por vapor de agua, la corteza de canela se sumerge en el agua, la
cual se calienta con constante agitacion para evitar aglomeraciones o sedimentacion en el
fondo del recipiente. Dentro del sistema, se genera vapor que atraviesa un condensador donde
luego se recolecta la mezcla de agua con aceite esencial. A la mezcla se agrega un disolvente
con un punto de ebullicion bajo, que se separa facilmente del aceite esencial al calentarse
(Stashenko, 2009).



3.4 Calidad de los aceites esenciales

Los aceites esenciales varian de calidad en dependencia de la variedad de la planta, la parte
de la planta, de su origen geografico, del método de obtencidn, las condiciones de extraccion,
almacenamiento, envejecimiento entre otros. Los pardmetros de calidad en los aceites
esenciales garantizan que la esencia posea caracteristicas analiticas determinadas por su
composicion quimicay el contenido de las sustancias de interés, asi como de sus propiedades
fisicoquimicas y organolépticas (Ovares Rodriguez, 2016).

Los parametros de calidad de los aceites esenciales se clasifican en seis categorias
(Albarracin y Gallo, 2003):

Caracteristicas organolépticas: olor, sabor y apariencia.

Determinaciones fisicas: densidad, indice de refraccion y poder rotatorio, indice de
congelacion, punto de inflamacion y rango de destilacion.

indices quimicos: acidez, éster y saponificacion.
Caracteristicas cromatograficas: perfil cromatografico por cromatografia de gases.
Caracteristicas espectroscépicas: perfil del espectro infrarrojo.

Otras determinaciones: pesticidas y metales pesados.

En este trabajo se consider6 como pardmetro de calidad del aceite el perfil del espectro
infrarrojo de los aceites en comparacion con un aceite de canela de referencia.

3.5 Rendimiento de los aceites esenciales de canela

Ovares Rodriguez (2016) determina el rendimiento como la relacion que hay entre la masa
de aceite esencial obtenido con respecto a la masa de material vegetal utilizado. Se calculo
el rendimiento mediante la siguiente ecuacion:

Pp = 42 % 100% (3.1)

mmy

Donde:

Py: Porcentaje de rendimiento (%)
my: Masa del aceite esencial (g)
m,,,. Masa de material vegetal (g)

3.6 Factores que afectan el rendimiento y la calidad de los aceites esenciales

De acuerdo con Kabuba y Huberts (2009), los principales factores que influyen en el
rendimiento y calidad de los aceites esenciales son:



Método de destilacion: la temperatura del vapor puede alterar las caracteristicas de
destilacién y se debe de elegir un método en funcién del punto de ebullicién de los
compuestos contenidos en el aceite esencial y la naturaleza de la planta.

Disefio adecuado de los equipos: el disefio incorrecto del tanque, condensador o los
separadores pueden provocar la pérdida del aceite y un alto capital de inversiones.

Material de construccién de los equipos: algunos aceites esenciales son de naturaleza
corrosiva por lo que es preferible que se destilen con material resistente como aluminio, cobre
0 acero inoxidable.

Condicion de la materia prima: algunos materiales como raices y las semillas no producen
aceite esencial si se destilan en su estado natural, estos deben ser triturados, pulverizados o
empapados en agua.

Llenado de materia prima y distribucion de vapor: la carga inadecuada de la planta puede
provocar una canalizacion del vapor y causar una destilacién incompleta.

Parametros operativos como la presion de entrada de la tasa de inyeccion de vapor: el
adecuado control de las tasas de inyeccion y la presion en las unidades operadas por caldera
para optimizar la temperatura de extraccion y la temperatura maxima de rendimiento del
condensado no deben de ser demasiado altas ya que se puede provocar la pérdida del aceite
debido a la evaporacion.

Tiempo de destilacion: los diferentes componentes del aceite esencial se destilan en el orden
de su punto de ebullicion, por lo tanto, las fracciones de mayor punto de ebullicion son las
ultimas en aparecer cuando, por lo general, se destila muy poco aceite. Si la destilacion
termina demasiado pronto, se perderan los componentes de alto punto de ebullicion.

3.7 Identificacidn de los compuestos quimicos de los aceites esenciales de canela

La Espectroscopia de Transmision de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR), es
utilizada para interpretar y caracterizar sustancias a través de la interpretacion espectral,
observando el resultado entre la radiacién infrarroja y la muestra analizada. Consiste en un
dibujo compuesto por bandas y picos en donde en el eje de abscisas estan representados todos
los valores de nimero de onda (cm™) del infrarrojo medio, mientras que en el eje de las
ordenadas estan representados los valores de la intensidad de absorcién o transmisién
(Mondragon Cortez, 2015).

En el espectro infrarrojo, cada pico representa un tipo especifico de vibracion representando
los estados excitados producidos al hacer un barrido en todo el intervalo de longitudes de
onda en el infrarrojo medio. Existe una gran variedad de tablas de asignacion de banda o
picos organizadas por compuestos 0 por grupos de familias quimicas, de esta manera se
facilita la interpretacion de los compuestos contenidos en los extractos obtenidos de la corteza
de canela haciendo una comparacién visual de éstas (Mondragén Cortez, 2015).



En la figura 3.2 se muestran los espectros infrarrojos del cinamaldehido y el eugenol, que
fueron tomados del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia de Estados Unidos.

3-fenilprop-2-enal (Cinamaldehido)
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Figura 3.2 Espectros infrarrojo del (a) cinamaldehido y (b) eugenol.

3.8 Hongos evaluados
3.8.1 Aspergillus flavus

Es un hongo saprofitico que esta presente en el suelo como conidios y en los tejidos vegetales
como micelios. Produce un policétido carcinogénico y mutagénico secundario que infecta
cultivos de semillas antes y después de las cosechas. Es un patdgeno que causa enfermedades
como las aspergilosis ¢ aflatoxicosis, al inhalarlo o al ingerir alimentos contaminados
(Amaike y Keller, 2011).

En la figura 3.3 se muestran colonias de A. flavus que crecen rapidamente en cinco o siete
dias entre 25 y 37 °C. Las colonias son de color verde-amarillo y la textura es pulverulenta
con surcos radiales, rugosas o granulosas, ocasionalmente algodonosas en el centro o margen
de la colonia y el reverso de la colonia es incoloro (Lemos, 2015).



Figura 3.3 Aspergillus flavus (a) Morfologia en PDA,; (b) Foto microscépica (Chowdhury et al., 2018).

3.8.2 Rhizopus stolonifer

Es un hongo fitopatogeno, el cual suele desarrollarse a diferentes temperaturas y humedades
relativas, su velocidad de crecimiento y la excrecion de enzimas pécticas del hongo degradan
y disuelven las pectinas de la Iamina media de los vegetales, frutas y hortalizas causando la
enfermedad conocida como pudricién blanda. Sus esporas pueden sobrevivir largos periodos
de tiempo sin agua y soportar temperaturas elevadas, germinando sobre tejidos vegetales
(Velazquez-del Valle et al., 2008).

En la figura 3.4 se presenta la morfologia de una colonia de R. stolonifer en medio PDA, la
cual se obtuvo de aislamientos de pudricion blanda de frutos maduros. Se identifican micelios
de color blanco a marrén con puntuaciones negras, hifas cenociticas y esporangiéforos de
color marrén producidos sobre estolones que se adhirieron al sustrato por medio de rizoides
(Farrera et al., 2007).

Figura 3.4 Rhizopus stolonifer (a) Morfologia en PDA, (b) Foto microscépica (Farrera et al., 2007).
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3.8.3 Cultivo monosporico

Esta técnica es requerida para contar con un grupo representativo de la poblacién de los
microorganismos patdgenos, con el objetivo de obtener cultivos puros generados a partir de
una sola espora, el cual se rige de una serie de procedimientos con los cuales se garantiza la
identidad del cultivo (Gilchrist, 1995).

3.8.4 Concentraciones de los aceites esenciales y esporas

Para este trabajo se realizaron pruebas preliminares en las que se determin6 que las
concentraciones de prueba para inhibir A. flavus son 0.25%, 0.50%, 1%, 2% y 3%, siguiendo
asi la metodologia de Xing et al., (2010). Por otra parte, estas mismas concentraciones para
inhibir R. stolonifer no son efectivas, por lo que se utilizaron concentraciones mayores de
5%, 25%, 50%, 75% y 100% de aceite esencial de canela.

La concentracion de microorganismos presentes en las pruebas de inhibicién debe de estar
estandarizados para evitar el crecimiento exhaustivo que impida el analisis de los resultados
0 que proporcione resultados errados en la respuesta del extracto vegetal a evaluar (Ramirez
y Castafio, 2009). En este trabajo, la concentracion estandar de esporas fue de 10* — 10°
conidias/mL, tal como lo sugiere Xing et al., (2010).

3.8.5 Método de Kirby Bauer modificado

El método de Kirby Bauer modificado con la técnica de pozos, es una técnica basada en el
método originalmente descrito por Bauer et al., (1966). Este método, en disco o en pozo fue
estandarizado y es actualmente recomendado por el comité de ensayo de susceptibilidad del
NCCLS (Comité Nacional de Normas de Laboratorio Clinico) de los Estados Unidos.

El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir
una cepa bacteriana en una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y sembrado
homogéneamente con la bacteria u hongo a ensayar y sobre la cual se ha se depositado un
papel filtro de 6 mm de didmetro, o se ha sembrado un pozo impregnado con una cantidad
de la sustancia (Ramirez y Castafio, 2009).

El papel filtro Whatman se compone de celulosa, los grupos hidroxilos libres presentes hacen
que la superficie del papel sea hidrofilica, impidiendo la difusion del aceite en el agar. Los
compuestos apolares pueden no ser influenciados por los grupos hidroxilos y difundirse
facilmente en el agar. Esto puede explicar en parte la méas alta sensibilidad detectada cuando
el método se utiliza directamente en pozo (Ramirez y Castafio, 2009).

En el trabajo de Moreno-Limon et al., (2011) realizaron la técnica de pozos en medio PDA,
donde sembraron por extension con un asa Drigalsky, cepas de A. flavus y Penicillium sp en
cada una de las placas, luego realizaron seis perforaciones de 5 mm de diametro distribuidas
equidistantes en las placas de Petri en los cuales colocaron cada uno de los tratamientos en
diferentes concentraciones.
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3.8.6 Escala de Duraffourd

La escala de Duraffourd se utiliza para la evaluacion cualitativa del efecto inhibitorio in vitro
segln el diametro de la zona de inhibicion. Se clasifica como sensibilidad nula (-) a un
didmetro menor o igual a 8 mm, sensible (+) a un didmetro de 9-14 mm, muy sensible (++)
entre los 15-19 mm y altamente sensible (+++) si él diametro de inhibicion es mayor o igual
a 20 mm (Velasquez Villafuerte, 2017).
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4

HIPOTESIS

Para el presente trabajo se plantearon cuatro hipétesis de investigacion, relacionadas con los
objetivos especificos del trabajo:

Tabla 4.1 Descripcion de las hipotesis planteadas en este trabajo.

Hipotesis Nulas

Hipotesis Alternativas

Hipotesis nula 1

Hoi: Ninguno de los métodos de
extracciones influye significativamente en
el rendimiento de los aceites esenciales de
las dos variedades de canela.

Hipotesis nula 2

Ho2:  Ninguno de los métodos de
extraccion influye significativamente en la
calidad de los aceites esenciales de las
variedades de canela.

Hipotesis nula 3

Hos: Las concentraciones de los aceites
esenciales no influyen significativamente
en el efecto antifungico contra alguno de
los hongos A. flavus o R. stolonifer.

Hipotesis nula 4

Hoa: Los aceites esenciales no demuestran
efecto inhibitorio sobre alguno de los
hongos A. flavus o R. stolonifer.

Hipotesis alternativa 1

Hai: Al menos uno de los métodos de
extraccion influye significativamente en el
rendimiento de los aceites esenciales de las
dos variedades de canela.

Hipotesis alternativa 2

Ha2: Al menos uno de los métodos de
extraccion influye significativamente en la
calidad de los aceites esenciales de las
variedades de canela.

Hipotesis alternativa 3

Has: Las concentraciones de los aceites
esenciales si influyen significativamente
en el efecto antifingico contra alguno de
los hongos A. flavus o R. stolonifer.

Hipotesis alternativa 4

Has: Los aceites esenciales demuestran
efecto inhibitorio sobre al menos uno de
los hongos A. flavus o R. stolonifer.

13



5 METODOLOGIA
5.1 Material vegetal

La variedad de canela C. zeylanicum se obtuvo en la zona de especias del mercado Roberto
Huembes y la variedad C. burmannii se compré en el supermercado La Colonia, ambos
lugares ubicados en Managua, Nicaragua.

Figura 5.1 Variedades de canela (a) C. zeylanicum; (b) C. burmannii.

5.1.1 Preparacion del material

Para la extraccion de aceite esencial se trituraron aproximadamente 1.5 kg de cada una de las
variedades de corteza de canela. Para las extracciones de arrastre por vapor de agua y de
hidrodestilacion se emple6 en cada método de extraccion 750 g de corteza de canela de cada
variedad. Se realizaron por quintuplicado extracciones con 50 g y 100 g de corteza de canela.

5.2 Extraccion del aceite esencial de canela

A continuacioén, se detallan los dos métodos de extraccion de aceite esencial de canela
empleados en este trabajo.

5.2.1 Extraccién por el método de arrastre por vapor de agua

Para este método de extraccion se utilizé el equipo de la figura 5.2 el cual consiste de una
manta de calentamiento de 220 V, 500 Watt y temperatura nominal de 450 °C, con capacidad
para un balén de 2000 mL. Dentro de la manta de calentamiento se coloc6 un balon de fondo
plano con 1400 mL de agua, se ajusto sobre este, un balén de biomasa con capacidad de 2000
mL, al cual se le introdujo en el fondo una malla sobre la cual se deposité la corteza de canela.

El equipo comenzd a funcionar al conectar la manta térmica que calent6 el balon de fondo
plano con el agua que al ebullir gener6 el vapor de agua para el proceso de extraccion. En su
paso por el baldn de biomasa, el vapor traspaso las células de la corteza de canela extrayendo

14



el aceite esencial. En la cabeza del balén de biomasa se ajusté un codo que transporté la
mezcla vapor de agua-aceite esencial hacia el condensador. En la salida del condensador se
coloco un Erlenmeyer para recuperar el extracto acuoso.

El extracto acuoso recolectado se mezcld con diclorometano con el fin de separar el aceite
esencial del agua en un embudo de separacion. Al separarse la mezcla, se decanto el agua
para obtener la nueva mezcla de diclorometano- aceite esencial. Se obtuvo el aceite esencial
de canela al separar el diclorometano por evaporacion en un rotavapor (Figura 5.3).

Figura 5.2 Equipo para la extraccion de arrastre por vapor de agua.

BT. Bafio Térmico Extracto + Solvente

e Fluido Refrigerante
RV: Rotavapor

TV: Trampa de Vacio Conexian de Vacio O Solvente
BV: Bomba de Vacio

Figura 5.3 Equipo para separacion de extracto-solvente (Martinez y Talavera, 2018).
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5.2.2 Extraccion por el método de hidrodestilacion

Para el método de hidrodestilacion se introdujeron los lotes de corteza de canela dentro de
un balén pera con 1400 mL de agua, luego como se muestra en la figura 5.4, el bal6n se
coloco en un rotavapor para que el balon se calentara en bafio maria con agua a 100 °C y
rotacion media, para este proceso se utilizé una bomba de vacio para mejorar la extraccion.
Una vez recolectada la mezcla de agua y aceite esencial, se agregd diclorometano para
posteriormente decantar el agua y obtener la nueva mezcla de diclorometano-aceite esencial.

Para separar el diclorometano del aceite esencial de canela, se introdujo la nueva mezcla en
el rotavapor. En esta etapa no fue necesario la bomba de vacio porque el diclorometano ebulle
a bajas temperaturas, entre los 60 y 70 °C.

Figura 5.4 Equipo para la extraccion por hidrodestilacion.

5.3 Evaluacién del rendimiento y la calidad de las extracciones de aceites esenciales
5.3.1 Calculo del rendimiento de los aceites esenciales

Se selecciond un disefio factorial 2% en el que se identificaron para este disefio tres factores:
método de extraccion (A), variedad de canela (B) y cantidad de material (C), cada uno cuenta
con dos niveles: arrastre por vapor de agua (-) e hidrodestilacion (+), C. zeylanicum (-) y C.
burmannii (+) y 50 g (-) y 100 g (+), respectivamente. En la tabla 5.1 se muestran los detalles
de los factores y niveles del experimento.

Tabla 5.1 Detalle de los factores y niveles para crear el disefio experimental factorial 23.

Factores Niveles
Método de extraccion (A)  Arrastre por vapor de agua (-) Hidrodestilacion (+)
Variedad de canela (B) C. zeylanicum (-) C. burmannii (+)
Cantidad de material (C) 509 (-) 100 g (+)
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Las extracciones se realizaron por quintuplicado y la variable respuesta fue el porcentaje de
rendimiento de extraccién de los aceites esenciales. El disefio experimental se describe en la
tabla 5.2.

Tabla 5.2 Descripcion del disefio factorial 22,

Corrida A B C Reéplical Reéplica2 Réplica3 Réplica4 Réplicab

1 - - -
2 + - -
3 - o+ -
4 + + -
5 - -+
6 + -+
7 - o+ 0+
8 + + +

Para calcular el peso del aceite esencial obtenido en cada lote de extraccion, se pesé un balon
pera de capacidad de 1000 mL limpio y seco, al que se le agrego la mezcla de diclorometano-
aceite esencial. Después de separar todo el diclorometano, se peso el balon pera que contenia
el aceite esencial de canela. Se calcul6 el peso del aceite esencial obtenido en cada extraccion
por la diferencia de peso en el baldn antes y después de recuperar el diclorometano.

Las cuatro muestras de aceites esenciales de canela obtenidos se guardaron en frascos con
gotero rotulados de color ambar de 60 mL. Posteriormente, con la ecuacion 3.1 se determin6
el porcentaje de rendimiento de las extracciones.

5.3.2 ldentificacion de compuestos quimicos y valoracion de la calidad de los aceites
esenciales por FTIR

Mediante la Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) se identificaron
las bandas de absorcion de los enlaces que caracterizan diferentes grupos funcionales para
confirmar la presencia de los grupos funcionales caracteristicos del cinamaldehido y del
eugenol. Las bandas de absorcion de los aceites extraidos se compararon con las bandas de
absorcidn del aceite de canela de referencia para verificar la calidad de los aceites esenciales
extraidos (Ver tabla 6.2).

5.4 Evaluacion del efecto antifungico de los aceites esenciales

El Laboratorio de Biotecnologia del Programa de Investigacion, Estudios Nacionales y
Servicios del Ambiente (UNI-PIENSA) proporciono de su Banco de Microorganismos los
hongos A. flavus (TSI111-1212) y R.stolonifer (QVID-07) que se presentan en la figura 5.5.
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Figura 5.5 Hongos evaluados: A. flavus (a) en placa, (b) conidios; R. stolonifer (c) en placa, (d) conidios.

Para la reproduccion de A. flavus, se tomo6 con un palillo estéril una pequefia cantidad de
esporas, se sembraron en 5 puntos diferentes dentro una placa Petri con medio PDA. El
desarrollo del hongo se evidencia en la figura 5.6. Para la reproduccion de R. stolonifer, con
un palillo estéril se tomd una pequefia cantidad de esporas que se inocul6 en el centro de la
placa Petri con medio PDA, el crecimiento del hongo se presenta en la figura 5.7.

Figura 5.6 Desarrollo de A. flavus en: (a) 24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas (anverso de la placa); (d) 72
horas (reverso de | placa).
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Figura 5.7 Crecimiento de R. stolonifer en: (a) 24 horas; (b) 48 horas (anverso de la placa); (c) 48 horas
(reverso de la placa).

5.4.1 Desarrollo de cultivos monospéricos

La obtencion de los cultivos monospoéricos de A. flavus y R. stolonifer se basé en el
procedimiento de Ames de Icochea (2004):

Siembra de los microorganismos: Cada hongo se sembrd por triplicado en placas Petri de
90 mm de diametro con medio de cultivo PDA rotuladas con nombre y fecha de siembra.

Preparacion del Tween 80 al 0.1%: De la formulacion comercial, se prepar6 una dilucion
al 10% tomando 1 mL de Tween 80 y agregandolo a 9 mL de agua destilada. Para llevar el
Tween al 0.1% se tomd 1 mL de la solucion al 10% y se agregd a 99 mL de agua destilada.
La dilucion de Tween 80 al 0.1% se esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 15 psi por 15 minutos.

Dilucion seriada: Al desarrollarse los hongos por completo, se seleccion6 una placa de cada
uno, a la que se agregé 3 mL de Tween 80 al 0.1%. Con un asa Drigalsky se disperso el
Tween para liberar la mayor cantidad de esporas posible. Con una pipeta se tom6 1 mL de la
muestra y se agreg6 en un tubo de ensayo con 9 mL de agua esterilizada para obtener la
dilucion 101, Antes de una nueva dilucion se agité en un vortex durante 15 segundos la
dilucion precedente. La serie culmind al obtener diluciones de 10®8en A. flavus y 107 en R.
stolonifer (figura 5.8).

Siembra de diluciones: Dentro de una cdmara de flujo laminar, se sembré en placas Petri
con medio PDA 'y por duplicado 200 pL de las diluciones en los dos ultimos tubos de la serie
de cada hongo. La dilucion se distribuyé en toda la placa mediante un asa Drigalsky estéril
para esparcir bien las esporas.

Incubacién: Los hongos se incubaron hasta observar pequefias colonias aisladas. La
temperatura de incubacion estuvo en un rango de 27 a 29 °C. Las diluciones de A. flavus se
incubaron durante 24 horas y R. stolonifer durantel16 horas.

Aislamiento: Con una hoja de bisturi estéril se cort6 una colonia aislada en formacion y se
transfirio a una nueva placa Petri con medio PDA donde se desarrollé hasta llenar la placa.
En total, se aislaron cuatro de A. flavus y cuatro colonias de R. stolonifer (Figura 5.9).
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Figura 5.8 Diluciones seriadas (a) barrido de Tween en A. flavus; (b) recoleccién de muestra de A. flavus; (c)
dilucién 10 A. flavus; (d) recoleccién de muestra de R. stolonifer; () dilucion 10 R. stolonifer; (f) serie de
dilucion de A. flavus (g) serie de dilucién de R. stolonifer.

Figura 5.9 Cultivos monosporicos () seleccion de colonias; (b) A. flavus con 11 dias de desarrollo; (d) R.
stolonifer desarrollado por completo en 3 dias.
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5.4.2 Calculo de la concentracién de esporas

Para determinar la concentracion de esporas se siguio el Método Horizontal para el Recuento
de Microorganismos parte I1: Recuento de Colonias a 30 °C Mediante la Técnica de Siembra
en Superficie (1ISO 4833-2:2013). La ventaja de este método en comparacién con el método
de profundidad, es que la morfologia de las placas se observa con mayor facilidad y al no
exponer a los microorganismos al calor del medio de agar fundido se obtienen recuentos mas
altos (1SO 7218:2007).

5.4.2.1 Diluciones decimales

Se prepard la suspension inicial barriendo 3 mL de Tween 80 al 0.1% en un cultivo
monosparico. Se transfirid con una pipeta 1 mL de la suspension inicial a un tubo con 9 mL
de agua estéril. La dilucién se mezcld durante 15 segundos en un vortex para obtener la
dilucion 1072, Se repiti6 esta operacion hasta llegar a la dilucion 10®. En cada dilucion se
utilizé una pipeta estéril para obtener un nimero apropiado de microorganismos y realizar el
recuento (1SO 6887-1:1999).

5.4.2.2 Inoculacion e incubacion

En la inoculacion de los hongos se utilizaron placas Petri con medio PDA, con un minimo
de 3 mm de espesor, planas y sin burbujas de aire ni humedad en su superficie. Mediante una
pipeta estéril se sembrd por duplicado 0.1 mL de dos diluciones consecutivas (10°y 10°) al
centro de la placa (1SO 6887-1:1999).

El indculo se extendio cuidadosamente, de manera uniforme y lo més rapido posible sobre la
superficie del agar, sin tocar las paredes de la placa Petri con el asa Drigalsky que se esteriliz6
para distribuir cada indculo. Las placas se dejaron a temperatura ambiente para que el agar
absorbiera el indculo. Luego de 14 minutos se invirtieron las placas y se incubaron a 30 °C
+ 1 °C por 24 horas.

5.4.2.3 Duracion del procedimiento

El tiempo de preparacion de la suspension inicial y de las diluciones decimales sucesivas fue
de 30 minutos. El tiempo transcurrido entre el final de la preparacion de la suspension inicial
y el instante en el que se realizé la siembra no super6 los 45 minutos (1ISO 6887-1:1999).

5.4.2.4 Recuentoy seleccion de colonias

Después del periodo de incubacidn, se seleccionaron las placas que contenian menos de 300
colonias (ISO 4833-2:2013). Se contaron las colonias con un contador manual bajo una luz
tenue, las colonias diminutas fueron incluidas en el recuento y las “colonias diseminadas” o
dispuestas en rosario se consideraron como una sola colonia (1SO 7218:2007).

5.4.2.5 Meétodo de calculo para determinar la concentracion de esporas

Se calcul6 la concentracidn de esporas segun la ISO 7218:2007. EI célculo se hizo en tres
cultivos monosporicos distintos con las concentraciones 10y 10 por duplicado. El nimero
de microorganismos presentes en la muestra se obtuvo a partir de la ecuacion 5.1 que se
calcula como la media corregida de dos diluciones consecutivas. El resultado se expresa

21



como un numero de microorganismos N por mL con un nimero entre 1.0 y 9.9 multiplicado
por la potencia de 10 adecuada, 0 como un nimero entero con dos cifras significativas.

C
N = _2C (Ec.5.1)
Vx1,1xd

Donde:

N Numero de Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL)

> C: Suma de las colonias contadas en dos placas de las dos diluciones consecutivas
V: Volumen de in6culo utilizado en cada placa (mL)

d: Factor de dilucion correspondiente a la primera dilucion elegida

Para determinar la concentracién de las diluciones presentes en cada tubo de dilucion se
empled la ecuacién 5.2 a partir del promedio del numero de unidades formadoras de colonias
por mililitro de los tres cultivos monosporicos.

Concentracion final = N X % (Ec. 5.2)

Donde:

N es el nimero de microorganismos (UFC/mL)
%: indica el factor de dilucion de cada tubo

5.4.3 Preparacion de las concentraciones de aceites esenciales

Se prepararon soluciones de 1 mL de los aceites esenciales extraidos de C. zeylanicumy C.
burmannii, asi como del aceite esencial de referencia (C. verum). Cada solucion se prepar6
utilizando agua estéril y Tween 20 al 0.1% para facilitar la dilucion del aceite esencial en el
agua. Las soluciones se agitaron constantemente en el vortex hasta su emulsion.

Para evaluar el efecto antifingico de los aceites esenciales en A. flavus se prepararon
concentraciones de 0.25%, 0.50%, 1%, 2% y 3% (tabla 5.3). Para R. stolonifer se
preparaciones concentraciones de aceite esencial de 5%, 25%, 50%, 75% y 100% (tabla 5.4).

Tabla 5.3 Preparacion de concentraciones en base a 1 mL de solucion para A. flavus.

Concentraciones 0.25% 0.50% 1% 2% 3%
Aceite esencial 2.5 L 5uL 10 pL 20 pL 30 pL

Tween 20 al 0.1% 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL 20 pL
Agua destilada 977.5 uL 975 uL 970 uL 960 uL 950 pL
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Tabla 5.4 Preparacién de concentraciones en base a 1 mL de solucién para R. stolonifer.

Concentraciones 5% 25% 50% 75% 100%
Aceite esencial 50 pL 250 pL 500 pL 750 pL 1000 pL

Tween 20 al 0.1% 20 L 20 L 20 L 20 pL 0 pL
Agua destilada 930 pL 730 pL 480 pL 230 pL 0 pL

5.4.4 Inhibicién por el método de difusion en pozos

Para determinar el efecto inhibitorio se emple6 un disefio experimental mixto, en el que se
tienen tres factores: método de extraccion, variedad de canela y concentracion de aceite. Dos
de los factores cuentan con dos niveles, siendo estos el método de extraccién (A) y variedad
de canela (B), el tercer factor, la concentracion de aceite esencial (C), cuenta con cinco
niveles.

Debido a que las concentraciones de aceite esencial cambian en dependencia del hongo a
evaluar, se realiz6 un disefio experimental mixto para cada hongo. Los detalles de los factores
y niveles del disefio experimental se presentan en la tabla 5.5.

Tabla 5.5 Factores y niveles para crear el disefio experimental factorial mixto.

Factores Niveles
Métodos de extraccion (A) Arrastre por vapor (-) Hidrodestilacion (+)
Variedades de canela (B) C. zeylanicum (-) C. burmannii (+)

Concentracion de aceite para
A. flavus (C)
Concentracién de aceite para
R. stolonifer (C)

0.25% (C1) 0.50% (C2) 1% (Cs) 2% (Ca) 3% (Cs)

506 (C1)  25% (C2) 50% (Cs) 75% (Ca) 100% (Cs)

Las pruebas de inhibicién se realizaron por triplicado, la variable respuesta fue el halo de
inhibicién de los aceites esenciales (cm). La tabla 5.6 muestra en detalle el disefio
experimental que se empled para las pruebas de cada hongo.

Tabla 5.6 Descripcion del disefio experimental mixto.

Corrida A B C Réplical Réplica2 Réplica3

- - C
- - C
- - G
- - Cs
- - GCs
+ - G
+ -
+ - Cs
+

+

- Cs
- GCs

Boo~vwouhk~wnr
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Corrida A B C Réplical Réplica2 Réplica3
11 -+ C
12 -+ C
13 -+ Cs
14 -+ C4
15 -+ Cs
16 + + C
17 + + C
18 + + GCs
19 + + Cs
20 + + GCs

Para determinar el efecto de inhibicion de los aceites esenciales de canela, se prepararon en
cada prueba 28 placas Petri para cada hongo con medio de cultivo PDA. Los experimentos
se realizaron por triplicado, inoculando cada placa con 100 pL de la dilucion correspondiente
a una suspension de esporas de 10* UFC/mL. Posteriormente, en el centro de las placas
inoculadas se realiz6 un pozo con un sacabocado esterilizado de 6 mm de didmetro.

En 26 de las placas, los pozos se llenaron con 25 ul de las concentraciones de los aceites
esenciales preparadas para cada hongo, en las dos placas para los controles de la prueba se
agregaron 25 ulL del medicamento como control positivo (itraconazol para A. flavus y
hexaconazol para R. stolonifer) y 25 uL de agua estéril como control negativo. Las placas se
incubaron durante 24 horas para medir del halo de inhibicion.

5.4.5 Caélculo del efecto inhibitorio

El efecto inhibitorio de los aceites esenciales se determind mediante el porcentaje de
inhibicién. Luego de 24 horas de incubacion a 28° C, se midié con una regla milimétrica el
halo de inhibicion (cm) de los hongos en presencia de los aceites esenciales y los controles
positivos y negativos.

Méndez-Ubeda y Paramo-Aguilera (2017) emplean la ecuacion 5.3 para calcular el
porcentaje de inhibicion. En este trabajo, debido a que el método para inocular el hongo en
la placa Petri es diferente, se modifico la ecuacion 5.3, tomando como referencia el porcentaje
de inhibicion relativo al control positivo. El porcentaje de inhibicion se calculd segln la
ecuacion 5.4.

D.Cc.C-D.C.P
D.C.C

Porcentaje de inhibicion = ( ) x 100 (Ec.5.3)
Donde:

D.C.C: representa el diametro de la colonia de control negativo (cm)
D.C.P: representa el diametro de la colonia de prueba con aceite esencial (cm)
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Porcentaje de inhibicion = (%) x 100 (Ec.5.4)

Donde:

D.C.P: representa el diametro de la colonia de prueba con aceite esencial (cm)
D.C.C: representa el diametro de la colonia de control positivo (cm)

Luego de medir el halo de inhibicion de los aceites esenciales, se cortd con un bisturi estéril
un pequefio cuadro de agar dentro de halo de inhibicion y se sembr6 en una placa con medio
PDA que se incubo por 24 horas. Esta prueba de confirmacion se hizo en las tres réplicas de
la prueba de inhibicién con el objetivo de comprobar el efecto antifingico de los aceites
esenciales.
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6 RESULTADOS

6.1 Rendimiento de los aceites esenciales

El rendimiento promedio de las extracciones de aceite esencial de canela se muestra en la
tabla 6.1 donde puede observarse que los valores de mayor rendimiento, tanto en arrastre por
vapor de agua como en hidrodestilacion se obtienen con la variedad de canela C. burmannii.
En base al porcentaje de rendimiento promedio obtenido puede decirse que el método de
extraccion con el mayor rendimiento es el de arrastre por vapor, utilizando 50 g de canela C.
burmannii. En el anexo A se presentan las tablas con los rendimientos de aceites esenciales
en cada lote de extraccion.

Tabla 6.1 Promedio del porcentaje de rendimiento de las extracciones de aceite esencial de canela.

Material Variedad de Método de Rendimiento de
Vegetal Canela Extraccion Aceite Esencial (%)
) Arrastre por vapor 1.88
C. zeylanicum . L
50 Hidrodestilacion 1.48
9 .. Arrastre por vapor 3.71
C. burmannii . L
Hidrodestilacion 2.74
. Arrastre por vapor 2.39
C. zeylanicum i L,
100 Hidrodestilacion 1.23
g .. Arrastre por vapor 3.03
C. burmannii . S
Hidrodestilacion 2.92

En la figura 6.1 que se obtuvo del disefio factorial 23 puede observarse que hay dos factores
y la interaccion de los tres factores empleados que influyen significativamente en el
rendimiento del aceite esencial. El factor de mayor influencia significativa es la variedad de
canela que se emplea en la extraccion, por lo que una de las variedades influye
significativamente en el rendimiento del proceso de extraccion. El segundo factor que influye
en el rendimiento del aceite esencial es el método de extraccion que se emplee, pues al menos
uno de ellos genera mayores resultados.

La cantidad de material vegetal para la extraccion, ya sean 50 g 0 100 g de corteza de canela,
no es por si solo un factor que incida en el rendimiento de las extracciones de aceite esencial.
Sin embargo, la combinacion de los factores: variedad de canela, método de extraccion y
cantidad de material vegetal utilizado si tiene una influencia significativa en el rendimiento.

En el diagrama de la figura 6.2 se comparan los datos de rendimiento obtenido en las
extracciones de aceite esencial. Para la extraccion de aceite esencial de C. zeylanicum con
arrastre por vapor se muestra que se obtienen rendimientos mas altos usando 100 g de canela.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento; a = 0.05)
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Figura 6.1 Gréfica de factores que influyen en el rendimiento de aceite esencial de canela.
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Figura 6.2 Diagrama de comparacion de los factores que influyen en el rendimiento de aceite esencial.
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Los rendimientos en la extraccion de aceite esencial de C. zeylanicum mediante
hidrodestilacién, son bajos comparados con los rendimientos de arrastre por vapor. Para este
método de extraccién emplear la menor cantidad de material vegetal da mayores resultados
que usando 100 g de canela.

En el caso de la variedad C. burmannii los rendimientos en ambos métodos de extraccion,
fueron superiores que los rendimientos de aceite esencial obtenidos a partir C. zeylanicum.
Para C. burmannii, la extraccion mediante arrastre por vapor con 50 g de material vegetal es
la que brinda los mayores resultados. Las extracciones por hidrodestilacion, de 100 g de
material vegetal resultan ser ligeramente superior a las extracciones con 50 g de canela.

6.2 ldentificacion del Cinamaldehido y Eugenol mediante FTIR de cada uno de los
aceites esenciales

El espectro infrarrojo de los aceites esenciales de canela extraidos por arrastre de vapor e
hidrodestilacion y el aceite esencial de referencia se muestran en las figuras 6.3 a 6.7. En
todos los espectros infrarrojo puede verse una fuerte banda de absorbancia en la region 1650-
1750 cm™ que indica la presencia de un grupo carbonilo (C=0), que es el grupo caracteristico
de los aldehidos.

Tabla 6.2 Rangos de transmitancia de los espectros de aceites esenciales para la identificacion de
cinamaldehido y eugenol.

. Aceite Esencial
Fre(.\grung?)ma Arrastre Hidrodestilacion Referencia
Zey. Bur. Zey. Bur.
Cinamaldehido -C=0O 1650-1750 1677 1676 1677 1676 1677
-OH  3200-3600 3484 3536 3493 3505 3475
Eugenol -CH2  3000-2850 2926 2815 2817 2816 2926
=CH. 1600-1400 1625 1623 1625 1624 1625

Compuesto  Enlace

Como se muestra en la tabla 6.2, en los aceites esenciales de C. zeylanicum y de referencia,
la banda de absorbancia caracteristica de los aldehidos se encuentra en la misma longitud de
onda. Esta banda de absorcion indica la presencia del cinamaldehido en todos los aceites
esenciales de canela.

En la figura 6.3 se muestra que el espectro del aceite de C. zeylanicum extraido mediante
arrastre con vapor, donde el pico caracteristico de los aldehidos esta en 1677 cm™, para C.
burmannii (figura 6.4) el pico se encuentra en 1676 cm™.
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Tal como en el los aceites de arrastre con vapor, los espectros infrarrojos de los aceites
esenciales extraidos mediante hidrodestilacion de C. zeylanicum tienen un pico caracteristico
de un grupo aldehido en 1677 cm™ (figura 6.5), y en el espectro del aceite esencial de C.
burmannii (figura 6.6) el pico se encuentra en 1676 cm™.
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% de Transmitancia

En el aceite esencial de referencia, el pico caracteristico de los aldehidos, como en los aceites
esenciales de C. zeylanicum, se encuentra a una longitud de onda de 1676 cm™.
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Figura 6.7 Espectro infrarrojo del aceite esencial de referencia C. verum.

Los espectros de los aceites esenciales obtenidos presentan bandas de absorbancia que
mantienen un alto grado de similitud, por lo que puede deducirse que el método de extraccion
no afecto significativamente la calidad de los aceites esenciales. Las pequefias variaciones en
los espectros se deben a que la composicion de cada aceite esenciales depende de factores
como el origen de la canela, las condiciones climaticas, y por supuesto, la variedad de canela.

Tabla 6.3 Porcentaje de correlacién entre los aceites esenciales extraidos comparados con aceite de

referencia.
Comparacion de espectros FTIR de los aceites esenciales % %
extraidos con el aceite esencial de referencia Correlacion Limite
1 Arrastre por vapor — C. zeylanicum vs. A. de referencia 98.77 95
2 Arrastre por vapor — C. burmannii vs. A. de referencia 94.93 95
3 Hidrodestilacion — C. zeylanicum vs. A. de referencia 97.14 95
4 Hidrodestilacion — C. burmannii vs. A. de referencia 95.83 95

En la tabla 6.3 se presenta una comparacién de los espectros infrarrojo de los aceites
esenciales extraidos con el aceite esencial de referencia. Los aceites esenciales de arrastre de
vapor- C. zeylanicum e hidrodestilacion- C. zeylanicum tienen los mayore porcentajes de
correlacion con respecto al aceite esencial de referencia (C. verum), de 98.77 y 97.14%
respectivamente. Esto se entiende porque estos dos aceites esenciales obtenidos y el de
referencia provienen de la misma variedad de canela.
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En cuanto a los aceites esenciales de C. burmannii, aunque sean de una variedad de canela
diferente también muestran buenos porcentajes de correlacion, el aceite esencial obtenido
con arrastre por vapor de 94.93% y el de hidrodestilacion 95.83%.

6.3 Efecto inhibitorio de los aceites esenciales

Al calcular la concentracion de esporas de cada dilucion con la ecuacion 4.2 se determind
que los tubos de dilucion 103y 10 de A. flavus y R. stolonifer respectivamente, eran los que
contenfan suspensiones de 10* UFC/mL. La hoja de calculo se detalla en el anexo B.

Para probar el efecto inhibitorio de los aceites esenciales de canela, se prepararon las
diluciones que se muestran en la figura 6.8.

W dome 8

s
S—

e

Figura 6.8 Seriado de diluciones hasta 10* UFC/mL de (a) A. flavus; (b) R. stolonifer.

6.3.1 Efecto de inhibicién del aceite esencial de canela sobre A. flavus

Los halos de inhibicién de los aceites esenciales en A. flavus fueron clasificados segun la
escala de Duraffourd. En el anexo C se encuentran las fichas obtenidas, donde se determin6
que A. flavus es altamente sensible a todas las concentraciones de aceite esencial (0.25, 0.50,
1, 2 y 3%), tanto para los aceites esenciales de C. zeylanicum y C. burmannii extraidos ya
sea con arrastre por vapor de agua como con hidrodestilacion, pues superaron los 20 mm.

En la tabla 6.4 se muestran los resultados obtenidos en las tres pruebas de inhibicion, los
halos de inhibicion de aceite esencial se compararon con el halo de inhibicion del Itraconazol,
cuyos resultados fueron 2, 2.2. y 2.2 cm en cada prueba. Los porcentajes inhibicion obtenidos
por encima de cien por ciento indican que el efecto antifungico de todas las concentraciones
de aceite esencial es superior que al control positivo en esta prueba.
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Tabla 6.4 Porcentaje de inhibicion de A. flavus con respecto al control positivo

Concentracién Halo de Inhibicién (cm) Porcentaje de Inhibicion (%0)

-;'\Egiie de Aceite Prueba Prueba .

Esencial (%) 1 2 3 1 2 3  Promedio
0.25 3.6 3.6 3 180 164 136 160
0.50 3.4 3 3.4 170 136 155 154
Zgﬁ?j}gﬁm 1 36 36 3 180 164 136 160
2 3.8 3.4 3.8 190 155 173 172
3 4.6 3.6 3 230 164 136 177
0.25 3.2 3 3.6 160 136 164 153
Hidro- 0.50 3.6 4 3.4 180 182 155 172
zeylanicum 1 3.4 4.4 4 170 200 182 184
2 4.6 4 3.4 230 182 155 189
3 4.4 4.2 4.4 220 191 200 204
0.25 3.2 3 2.8 160 136 127 141
Arrastre- 0.50 4 4.2 4.4 200 191 200 197
burmannii 1 3.4 3 2.4 170 136 109 138
2 3.8 3.4 3.6 190 155 164 169
3 4 3.8 4 200 173 182 185
0.25 2.4 2.2 2.6 120 100 118 113
id 0.50 4 3 3.6 200 136 164 167
but'r'n:r)];m 1 36 24 22 180 109 100 130
2 3.5 2.4 2.8 175 109 127 137
3 4.5 2.6 5 225 118 227 190
0.25 3.6 2.4 2 180 164 136 160
0.50 2.6 3 3 170 136 155 154
Referencia 1 4 4 3.2 180 164 136 160
2 4 3.4 4 190 155 173 172
3 4.1 4.4 4 230 164 136 177

En la figura 6.9 se observa que el factor de mayor influencia significativa en el halo de
inhibicidn es la concentracion de aceite esencial, que al menos con una de las variedades de
canela se obtienen los mejores resultados de inhibicion sobre A. flavus. En cuanto al método
de extraccion del aceite esencial este no influye de manera significativa en la inhibicion, por
lo que ambos métodos pueden utilizarse para este fin.

La grafica de interaccion (figura 6.10) indica que la mayor concentracion de aceite esencial
es la que tiene los mejores resultados, la variedad de canela C. zeylanicum tiene un mejor
efecto inhibitorio sobre A. flavus. Como indicaba la figura 6.9 la combinacién que
estadisticamente da mejores resultados es la combinacion de aceite esencial de C. zeylanicum
al 3%.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(1a respuesta es % Inhibicion; a = 0.05)

Término 2.021
: Factor Nombre
c A Método
B Variedad
AB C Concentracion
B
BC
AC
A
ABC
00 0.5 10 15 20 25 30 35
Efecto estandarizado
Figura 6.9 Factores que influyen en el porcentaje de inhibicion de A. flavus.
Grifica de Efectos Principales para % Inhibicion
Media de datos
Metodo Variedad Concentracion
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Figura 6.10 Gréfica de efectos principales en el porcentaje de inhibicién de A. flavus.
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6.3.2 Efecto de inhibicion del aceite esencial de canela sobre R. stolonifer

La escala de Duraffourd para este hongo fue variable en comparacion con A. flavus los
resultados se presentan en el anexo D. La tabla 6.1 indica que, en comparacion con el control
positivo, el aceite esencial de canela tiene mayores resultados, a excepcion del aceite de C.
burmannii- hidrodestilacion cuyo porcentaje de inhibicién fue inferior al control positivo.

Tabla 6.5 Porcentaje de inhibicion de R. stolonifer con respecto al control positivo.

Concentracion Halo de Inhibicion (cm) Porcentaje de Inhibicion (%)

-I,_Al\ggi'gae de Aceite Prueba Prueba _
Esencial (%) 1 2 3 1 2 3 Promedio

5 1 5 14 100 250 70 140
Arrastre- 25 1.8 3.8 4 180 190 200 190
Zeylanicum 50 2 2.8 4.4 200 140 220 187
75 2.2 3.4 4.2 220 170 210 200
100 2 3.8 5 200 190 250 213
5 1.4 2.4 2.6 140 120 130 130
Hidro- 25 1.6 2.4 3.6 160 120 180 153
Zeylanicum 50 1.8 3 4.6 180 150 230 187
75 2 2 2.8 200 100 140 147
100 2.6 3 3.8 260 150 190 200
5 1.6 2 2.8 160 100 140 133
Arrastre- 25 2.4 2.6 2.6 240 130 130 167
BUrMannii 50 2.4 2.2 2.6 240 110 130 160
75 2.6 2.6 3 260 130 150 180
100 3 2.8 2.2 300 140 110 183
5 1.4 0 0 140 0 0 47
Hidro- 25 1.4 3 3.6 140 150 180 157
Burmannii 50 1.6 2 4 160 100 200 153
75 3 2.8 3.8 300 140 190 210
100 3 3.2 4 300 160 200 220
5 0.8 2 3 80 100 150 110
25 1 3 2 100 150 100 117
Referencia 50 1.8 3 2.8 180 150 140 157
75 1.8 4 3.2 180 200 160 180
100 2 2.8 3.2 200 140 160 167

La figura 6.11 muestra que el tnico factor significativo en la inhibicion de R. stolonifer es la
concentracion de aceite esencial. La gréfica de efectos principales (figura 6.12) muestra que
con la combinacion de la variedad de canela C. zeylanicum y el método de arrastre con vapor,
se obtienen valores estadisticos superiores.

35



Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es % Inhibicion; a = 0.05)

Término 2.021
Factor
¢ A
E B
A
] C
i
B i
]
1
]
ABC '
1}
I
1}
AB '
1
1}
I
BC '
1
1
I
1}
AC i
1
1}
1

T T T T

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0

Efecto estandarizado

Nombre
Método

Variedad

Concentracidén

Figura 6.11 Factores que influyen en el porcentaje de inhibicion de R. stolonifer.
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Figura 6.12 Gréfica de efectos principales en el porcentaje de inhibicién de R. stolonifer.

36

100




Para comprobar el efecto antifingico de las concentraciones de aceite esencial, se realizé un
pequefio corte en forma de cuadrado dentro de cada halo de inhibicion formado para
inocularlo en una nueva placa Petri con medio PDA. Esta prueba se hizo por duplicado con
la finalidad de observar a las 24 horas si hay 0 no hay crecimiento de cada uno de los hongos
para determinar el efecto antifungico del aceite. En la tabla 6.6 se detallan los resultados de
la prueba de confirmacidn, los aceites esenciales de canela tienen un efecto antifingico sobre
R. stolonifer.

Tabla 6.6 Efecto antiflngico de las cinco diferentes concentraciones de aceites esenciales de canela segin su
método de extraccion y referencia contra A. flavus y R. stolonifer.

. Tipo de E_fgcto_ . Tipo de .E,feCFO
Concentracion . antifungico  Concentracion . antifungico en
de Aceite Eé\gr?cti; en A. flavus de Aceite Eégﬁ::?;l R. stolonifer
Sl NO Sl NO
AZ X AZ X
AB X AB v
0.25% H.Z X 5% H.Z X
H.B X H.B X
AR X AR X
AZ X AZ v
AB X AB v
0.50% HZ X 25% H.Z v
H.B X H.B v
AR X AR v
AZ X AZ v
AB X AB v
1% H.Z X 50% H.Z v
H.B X H.B v
AR X AR v
AZ X AZ v
A.B X AB v
2% H.Z X 5% H.Z v
H.B X H.B v
AR X AR v
AZ v AZ v
AB v AB v
3% H.Z v 100% H.Z v
H.B v H.B v
AR X AR v
Itraconazol X Hexaconazol
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7 CONCLUSIONES

Basandonos en los resultados el mejor método de extraccion segun rendimiento y calidad del
aceite esencial fue el método de arrastre por vapor de agua para ambas variedades de canela.
Mediante este método, con la variedad C. burmannii se obtuvo un rendimiento de 3.37% de
aceite esencial, con C. zeylanicum se obtuvo 2.33% de aceite esencial. Con el método de
hidrodestilacion para canela C. burmannii se obtuvo 2.83% de aceite esencial y el que dio
resultados muy bajos fue el método de hidrodestilacion con canela C. zeylanicum del cual se
obtuvo la cantidad de 1.36% de aceite esencial.

Se obtuvieron mejores resultados para ambos métodos con la variedad C. burmannii y su
parecido en correlacion con la calidad del aceite de referencia por FTIR para el método de
AB es de 94.93% y con el método HB es de 95.83% lo cual ambos datos estan cercanos al
limite de correlacién del 95%. Sin embargo, con la variedad de canela C. zeylanicum para el
método de AZ tienen un porcentaje de correlacion de 98.77% y con el método de HZ 97.14%.

Respecto al efecto antifungico de los aceites esenciales, respecto a A. flavus si se demostrd
efecto antifingico a partir de la concentracion del 3% en todos los aceites esenciales
extraidos. Sin embargo, el aceite de referencia no tuvo ningln efecto sobre éste en ninguna
de las concentraciones al igual que el control positivo que se utiliz6 para este hongo. En el
caso del R. stolonifer se demostrd efecto antiflngico para todos los aceites esenciales
extraidos, el aceite esencial de referencia y el control positivo a partir de las concentraciones
del 25% hasta el 100%, a excepcion de aceite esencial de AB que demostro efecto antifungico
en todas las concentraciones a partir del 5% hasta el 100%.

Por lo tanto, podemos finalmente concluir que el mejor método en rendimiento, calidad y
efecto antifangico es el de arrastre por vapor de agua con la variedad C. burmannii con efecto
antifangico para A. flavus a partir de una concentracion del 3% y para R. stolonifer con una
concentracion a partir del 5%.
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8 RECOMENDACIONES

Segun esta evaluacion se recomienda utilizar el método de extraccion de arrastre por vapor
de agua para obtener mejor rendimiento y calidad del aceite esencial, la cantidad de material
vegetal puede o no ser significativa para ambas variedades de canela aunque también depende
de los costos energéticos y del material vegetal durante el proceso de extraccion; en la
inhibicion de hongos se pueden utilizar ambas variedades de canela a partir de una
concentracion del 3% para A. flavus y del 25% para R. stolonifer.

Relacionando todos los factores podemos recomendar el uso de canela C. burmannii porque
su costo suele ser un poco mas barato, su rendimiento y calidad similar o mejor que la canela
C. zeylanicum, ya que en el proceso de inhibicion fue la que presentd mejores resultados para
ambos hongos.

En Nicaragua se suele cultivar, aunque en muy poca cantidad la variedad de canela
zeylanicum proveniente de Sri Lanka, esta investigacion puede inspirar a que los desechos
de hojas, raices y tallos se puedan reutilizar para la inhibicion de microorganismos ya que
todas las partes del arbol de canelo poseen compuestos con potencial antifungico,
antimicrobiano, antibacterial, etc, lo cual puede llevar a futuros proyectos para la elaboracién
de productos como pesticidas naturales en el cultivo, transporte y almacenamiento de
hortalizas, frutas y vegetales, asi como también empaques para la conservacion de alimentos
e incluso la elaboracién de productos farmacéuticos.
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10 ANEXOS

ANEXO A Rendimiento de las extracciones de aceite esencial de canela

Tabla A.1 Rendimiento de aceite esencial usando 50 g de canela en la extraccién.

Método de
Extraccion

Variedad de Canela

C. zeylanicum

C. burmannii

Arrastre por
vapor

Hidrodestilacion

Lote de extraccion 1 2 3 4 5
Material vegetal (g) 50 50.39 50.02 50.22 50.03

Aceite esencial (g) 0.92 0.73 1.48 1.73 0.85
Rendimiento (%) 1.84 1.45 296 1.45 1.70

1 2 3 4 5
50.11 52.03 50.2 50.06 50.01

228 174 184 162 1.87
455 3.34 3.67 3.24 3.74

Lote de extraccion 1 2 3 4 5
Material vegetal (g) 50.5150.22 50.05 50.2 52.5
Aceite esencial (g) 1.01 059 057 0.81 0.78
Rendimiento (%) 2.00 1.17 1.14 161 1.49

1 2 3 4 5
50.4 50.67 50.55 50.2 50.09
148 117 112 174 1.38
294 231 222 347 2.75

Tabla A.2 Rendimiento de aceite esencial usando 100 g de canela en la extraccion.

Método de Variedad de Canela
Extraccion C. zeylanicum C. burmannii
Lote de extraccion 1 2 3 4 5|1 2 3 4 5
Arrastre por ~ Material vegetal (g) 100 100 100.5 100 100 | 100 100.4100.26 100 100
vapor Aceite esencial (g) 128 1.96 2.39 3.17 3.15(345 33 239 283 322
Rendimiento (%) 1.28 1.96 2.38 3.17 3.15|3.45 329 238 283 3.22

Lote de extraccion 1 2 3 4 5 | 1 2 3 4 5

Material vegetal (g) 100 100 100 100 100 |100.1 100 100.7 100 100.29
Aceite esencial (g) 149 0.79 1.13 1.36 14 [2.91 247 3.25 366 235
Rendimiento (%) 149 0.79 1.13 1.36 1.40|291 247 323 3.66 2.34

Hidrodestilacion

43



ANEXO B Calculo de concentracién de hongos

Tabla B.1 Célculo del Numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL).

Cultivo monospérico A. flavus  Cultivo monospérico R. stolonifer

Dilucion Num.1 Num. 2 Num. 3 Nam. 1 Nam. 2 Nam. 3
Dilucion 10 (1) 106 127 95 62 117 174
Dilucion 10° (2) 99 109 103 62 78 137
Dilucion 10 (1) 7 13 7 12 17 28
Dilucion 10 (2) 11 25 7 10 18 21

N, UFC/mL (1) 1.03x107 1.27x107 9.27x10°  6.73x107 1.22x10®  1.84x10°
N, UFC/mL (2) 1.00x10” 1.22x10" 1.00x10"  6.55x107 8.73x107  1.44x10®

N promedio en A. flavus= 1.07x10" UFC/mL
N promedio en R. stolonifer= 1.12x108 UFC/mL

Tabla B.1 Concentracion de esporas en cada tubo de dilucion (UFC/mL).

Sy Cultivo monosporico
Tubo de dilucion . . _
Aspergillus flavus  Rhizopus stolonifer

1 1.07 x10° 1.12x10°
2 1.07 x10° 1.12 x10°
3 1.07 x10* 1.12 x10°
4 1.12 x10*
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ANEXO C Sensibilidad de A. flavus segun la escala de Duraffourd.

Tabla C.1 Aceite esencial de C. zeylanicum extraido mediante arrastre por vapor.

CONCENTRACIONES

ESCALA DE DURAFFOURD

Nula Sensible Muy Sensible Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+):9-14mm  (++):15-20mm  (+++): >20mm  Total
N % N % N % N %
0.25% 3 100 3
0.50% 3 100 3
1% 3 100 3
2% 3 100 3
3% 3 100 3
Itraconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla C.2 Aceite esencial de C. zeylanicum extraido mediante hidrodestilacion.
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES Nula Sensible Muy Sensible Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+): 9-14 mm (++)):/15-20mm (++4):>20mm  Total
N % N % N % N %
0.25% 3 100 3
0.50% 3 100 3
1% 3 100 3
2% 3 100 3
3% 3 100 3
Itraconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla C.3 Aceite esencial de C. burmannii extraido mediante arrastre por vapor.
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES nsibl Muy Sensible  Altamente Sensibl
DEPRUEBA (yogmm  (9:004mm  (+)15.20mm  (eages20mm  Total
N % N % N % N %
0.25% 3 100 3
0.50% 3 100 3
1% 3 100 3
2% 3 100 3
3% 3 100 3
Itraconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
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Tabla C.4 Aceite esencial de C. burmannii extraido mediante hidrodestilacion.

CONCENTRACIONES

ESCALA DE DURAFFOURD

Nul nsibl M nsible Altamen nsibl
DEPRUEBA  (yoamm (s oa4mm (ajasoomm (e s20mm  Total
N % N % N % N %
0.25% 3 100 3
0.50% 3 100 3
1% 3 100 3
2% 3 100 3
3% 3 100 3
Itraconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla C.5 Aceite esencial de referencia (C. verum).
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES Nula Sensible Muy Sensible  Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+): 9-14 mm (++)):/15-20mm (+++):>20mm  Total
N % N % N % N %
0.25% 1 3333 2 66.67 3
0.50% 3 100 3
1% 3 100 3
2% 3 100 3
3% 3 100 3
Itraconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
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ANEXO D Sensibilidad de R. stolonifer segun la escala de Duraffourd.

Tabla D.1 Aceite esencial de C. zeylanicum extraido mediante arrastre por vapor.

CONCENTRACIONES

ESCALA DE DURAFFOURD

Nula Sensible Muy Sensible Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8 mm  (+):9-14 mm (++)>:/15—20mm (+++): >20mm  Total
N % N % N % N %
5% 2 66.7 1 33.3 3
25% 1 33.3 2 66.7 3
50% 1 33.3 2 66.7 3
75% 3 100 3
100% 1 33.3 2 66.7 3
Hexaconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla D.2 Aceite esencial de C. zeylanicum extraido mediante hidrodestilacion.
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES Nula Sensible Muy Sensible  Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+): 9-14 mm (++)):/15-20mm (+++):>20mm  Total
N % N % N % N %
5% 1 33.3 2 66.7 3
25% 1 33.3 2 66.7 3
50% 1 33.3 2 66.7 3
75% 2 66.7 1 33.3 3
100% 3 100 3
Hexaconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla D.3 Aceite esencial de C. burmannii extraido mediante arrastre por vapor.
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES Nula Sensible Muy Sensible Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+):9-14mm  (++):15-20mm  (+++): >20mm  Total
N % N % N % N %
5% 2 66.7 1 33.3 3
25% 3 100 3
50% 3 100 3
75% 3 100 3
100% 3 100 3
Hexaconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
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Tabla D.4 Aceite esencial de C. burmannii extraido mediante hidrodestilacion.

CONCENTRACIONES

ESCALA DE DURAFFOURD

Nula Sensible Muy Sensible  Altamente Sensible
DE PRUEBA (-):0-8 mm  (+): 9-14 mm (++)):/15-20mm (+++):>20mm  Total
N % N % N % N %
5% 2 66.7 1 33.3 3
25% 1 33.3 2 66.7 3
50% 2 66.7 1 33.3 3
75% 3 100 3
100% 3 100 3
Hexaconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
Tabla D.5 Aceite esencial de referencia (C. verum).
ESCALA DE DURAFFOURD
CONCENTRACIONES Nula Sensible Muy Sensible  Altamente Sensible
DE PRUEBA ():0-8mm  (+): 9-14 mm (++)):/15-20mm (+++):>20mm  Total
N % N % N % N %
5% 1 333 1 33.3 1 33.3 3
25% 1 33.3 1 33.3 1 33.3 3
50% 1 33.3 2 66.7 3
75% 1 33.3 2 66.7 3
100% 1 33.3 2 66.7 3
Hexaconazol 1 33.3 2 66.7 3
Agua destilada 3 100 3
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ANEXO E Halos de inhibicion de los aceites esenciales en A. flavus y R. stolonifer.

Figura E.1 Halos de inhibicion de los acetites esenciales HZ, AZ, AB, HB y de AR a
concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2y 3% en A. flavus.

Figura E.2 Halos de inhibicion de los aceites esenciales con concentraciones de (100, 75,
50, 25, 5) %, donde la 1*" imagen corresponde a AB, HB, HZ, AZ, AR.
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