TITULACION

TESIS PROFESIONAL

“Evaluacion del efecto antifungico del aceite esencial de
Cinnamomum zeylanicum”

PARA OBTENER EL TITULO DE

Ingeniero en Industrias Alimentarias

PRESENTA

Edgar Gael Torres Hernandez

DIRECTOR DE TESIS

Nancy Deyanira Hernandez Castellanos

CO- DIRECTOR DE TESIS

Miguel Alberto Pérez Vargas

Xoyotitla, Alamo Temapache, Ver. Enero 2024



DEDICATORIA

A mis padres, quienes han sido mis pilares inquebrantables, les agradezco por su amor y apoyo
incondicional. Mama, tu persistencia y aliento han encendido en mi el deseo de perseguir mis
suefios académicos, mientras que papa, me ha mostrado el valor de no rendirse y pese al miedo

mostrar valor en medio de las adversidades.

A mis queridos abuelos, Mama Juana y abuelo Lupe, les agradezco por sus sacrificios y
ensefianzas. Mama Juana, tu amor desinteresado ha sido un ejemplo de carifio familiar, y
abuelo Lupe, tu legado de lucha y superacion me ha inspirado a continuar sin importar las
dificultades que nos depara el camino.

A mi abuela Lucia, agradezco por sus lecciones sobre la paciencia y la perseverancia. Su
sabiduria y fortaleza han sido fundamentales en mi camino hacia el éxito. A toda mi amada
familia, les dedico este logro, pues su amor, ensefianzas y apoyo constante han sido el motor
que me ha impulsado a alcanzar mis metas. Sin ustedes, nada de esto seria posible. Por siempre

estaré agradecido.

A mis hermanos, en medio de nuestras diferencias, han sido mi apoyo incondicional y mi
fuente constante de alegria. Gracias por estar siempre ahi, por cuidarnos mutuamente y por
enfrentar juntos lo que la vida nos depara. A pesar de los problemas, su fortaleza y amor han
sido un balsamo en los momentos dificiles. Su presencia ha coloreado mi vida con risas,
aventuras y momentos inolvidables. Los adoro con todo mi corazén y les agradezco por hacer

mi vida mas brillante y significativa.
A los Ingenieros Nancy y Miguel,

Mi mas sincero agradecimiento por su dedicacion y apoyo constante en mi trayecto académico.
Valoré profundamente sus diversos puntos de vista y conversaciones inspiradoras, asi como
su disposicion inquebrantable para brindarme ayuda y claridad en el cumplimiento de mi
proyecto. Las platicas de aliento y confianza en mis habilidades fueron un impulso invaluable

para superar cualquier obstaculo.
Con amor y gratitud,

Edgar Gael Torres Hernandez.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios por brindarme la oportunidad de compartir maravillosos momentos con mi
familia, por su apoyo diario sin condiciones o limitaciones. Le agradezco infinitamente a mis
padres que siempre me han brindado sus consejos y guiarme en el camino para cumplir mis
suefios, objetivos, metas escolares y de vida. Gracias por su amor, su bondad por los sacrificios
que enfrentamos, los fracasos, el fuerzo, por confiar en mi y los &nimos que me dieron para
lograr terminar mi carrera y alentarme ante los obstaculos que se me presentaron para lograr

el éxito en mi superacién como profesional, por brindarme lo econémico y nunca rendirme.

Agradezco mucho a mis asesores su tiempo, sinceridad y atencion sin molestia alguna, gracias
sin ello, no podria haber llegado a lograr esta meta. Gracias por su orientaciéon y todos tus

consejos, siempre serén recordados en mi futuro profesional.



RESUMEN

Se realizd la evaluacién del efecto antifingico del AE de canela (Cinnamomum zeylanicum)
contra Botrytis cinerea, un hongo presente en uvas contaminadas. EI AE de C. zeylanicum, se
obtuvo mediante una extraccion por arrastre de vapor, obteniendo una eficacia de 0.13% a
partir de 4 kg de materia prima. La evaluacion del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea,
con diferentes concentraciones (0.25,0.5,0.75 ml) de AE de C. zeylanicum, se realizé por dos
métodos: vertido en placa y fase vapor. En el vertido en placa, el tratamiento 1 mostro la menor
inhibicion (44%), mientras que en fase vapor, el tratamiento 1 mostré un porcentaje de
inhibicion mayor (88.33%). De esta forma la concentracion minima inhibitoria del método
fase vapor es del 0.75 ml de AE de C. zeylanicum, por otro lado, el método vertido en placa es
de 0.5 ml de AE de C. zeylanicum. Esto sugiere que el método de fase vapor es mas efectivo

para inhibir Botrytis cinerea, que el vertido en placa.

Palabras clave: Aceite esencial, canela, efecto antifingico, vertido en placa, fase vapor.



ABSTRACT

The evaluation of the antifungal effect of cinnamon EO (Cinnamomum zeylanicum) against
Botrytis cinerea, a fungus present in contaminated grapes, was carried out. The EO of C.
zeylanicum was obtained through steam extraction, obtaining an efficiency of 0.13% from 4
kg of raw material. The evaluation of the percentage of inhibition of Botrytis cinerea, with
different concentrations (0.25,0.5,0.75 ml) of C. zeylanicum EO, was carried out by two
methods: pouring onto a plate and vapor phase. In the plate pouring, treatment 1 showed the
lowest inhibition (44%), while in the vapor phase, treatment 1 showed a higher inhibition
percentage (88.33%). In this way, the minimum inhibitory concentration of the vapor phase
method is 0.75 ml of AE of C. zeylanicum, on the other hand, the pour-plate method is 0.5 ml
of AE of C. zeylanicum. This suggests that the vapor phase method is more effective in

inhibiting Botrytis cinerea than the pour plate method.

Keywords: Essential oil, cinnamon, antifungal effect, pouring on plate, vapor phase.
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CAPITULO I.- INTRODUCCION

La presencia de hongos en productos alimenticios constituye un desafio constante para la
industria de la conservacion de alimentos, representando una amenaza significativa para la
seguridad alimentaria y la calidad de los productos (Holmes G.,1999; Fogliata, G., 2001). La
persistente resistencia de algunos hongos a los métodos tradicionales de conservacién ha
impulsado la busqueda de alternativas més efectivas y sostenibles. Los AE, son valorados por
sus caracteristicas antioxidantes, antimicrobianas y antifingicas, estos representan un
potencial considerable para mejorar la conservacion de alimentos. La determinacion de la
concentracion minima inhibitoria se determina mediante los diferentes métodos como el
vertido en placa o la exposicion a la fase vapor, siendo un componente crucial para identificar
la cantidad Optima de aceite esencial necesaria para inhibir el desarrollo fungico en los
alimentos (Viuda-Martos et al. 2008; Marcia, 2012).

En este contexto, el AE de C. zeylanicum emerge como una solucion prometedora, aunque aun
se encuentra en una fase temprana de investigacion y se requiere una comprension mas clara
de su eficacia y la concentracion Optima para inhibir el crecimiento fungico en alimentos (Bai
y otros, 2021). Este proyecto tuvo como objetivo principal abordar la problematica
mencionada, centrandose en la extraccion del AE de C. zeylanicum y evaluando su capacidad
para inhibir el crecimiento de hongos en productos alimenticios. Con el fin de ejecutar esta
labor, se empled la técnica de destilacidn por arrastre de vapor, una metodologia conocida por
su eficiencia y por ser respetuosa con el medio ambiente al ser libre de solventes (Requejo,
2020). Ademés, se evaluo la capacidad de inhibicion del AE de C. zeylanicum sobre Botrytis
cinerea por el método de vertido en placa y fase vapor, también se determiné si el hongo
desarrolla resistencia al AE.



1.1 Antecedentes

La C. zeylanicum, originaria de Sri Lanka, es una especia antigua que se conocié y utilizd
incluso antes de la era cristiana, siendo mencionada en la Biblia como Quesiah. Los chinos la
emplearon, los antiguos egipcios la utilizaron para combatir epidemias y en procesos de
embalsamamiento de momias. En la antigua China, aproximadamente en el afio 2500 a.C., se
empleaba la especie C. zeylanicum. Los arabes aprovechaban sus propiedades antibacterianas

para aromatizar carnes y prevenir la putrefaccion (Argueta y Vasquez, 2005).

El género Cinnamomum comprende alrededor de 250 especies distribuidas en el sureste de
Asia, China y Australia. Las variedades mas utilizadas a nivel mundial son C. zeylanicum, C.
cassia y C. camphora, con contenidos variables de cinamaldehido y eugenol dependiendo del
origen geogréafico y procesamiento (Liberal, 2014).

Se han realizado investigaciones sobre el efecto antimicrobiano del AE de C. zeylanicum sobre
especies como Salmonella choleraesuis y Salmonella typhimurium donde se ha concluido que
la concentracion minima inhibitoria varia desde el 50 al 90 % de concentracion del AE,
dependiendo del medio de cultivo utilizado. En cuanto al efecto antifingico, ha demostrado
eficiencia sobre especies como Aspergillus flavus, en dosis de 100 a 500 ppm (Liberal, 2014;
Montero-Recalde et al., 2017D).

El método de vertido en placa, ofrece una serie de ventajas significativas en la evaluacion de
la susceptibilidad de las bacterias a agentes antimicrobianos. Esta técnica proporcion6 una
evaluacion efectiva de la actividad antimicrobiana, lo que resulta crucial en la determinacién
de la eficacia de estos agentes en entornos clinicos. Ademas, mediante modificaciones como
la adicion de AE, este método se puede adaptar para inhibir el desarrollo de hongos y otros
microorganismos, ampliando su utilidad en la evaluacion de la actividad antifungica
(Martinez, 2007; Viuda-Martos et al. 2008).

Por otro lado, el método de fase vapor ofrece una alternativa eficaz para evaluar la actividad
antimicrobiana de compuestos volatiles, como los AE, contra bacterias y hongos. Esta técnica
implica, la generacion controlada de una atmosfera saturada con los compuestos volatiles, lo

que permite su interaccion con los microorganismos presentes en un entorno especifico.



Ademas, el método de fase vapor se destaca por su eficacia en la proteccion de alimentos
contra hongos y bacterias en la industria alimentaria, ofreciendo una alternativa prometedora
para su aplicacion como agentes conservantes (Boyle, 1955; Suhr y Nielsen, 2003; L6pez Malo
et al., 2005; Raybaudi-Massilia et al., 2006; Goiii et al., 2009).



1.2 Planteamiento del problema

En el ambito de la preservacion de productos alimentarios, la presencia de hongos representa
un desafio significativo para la seguridad en la alimentacion y la calidad de los productos. En
particular, la resistencia de ciertos hongos a los métodos tradicionales de conservacion ha
generado la necesidad de explorar alternativas mas efectivas (Holmes G.,1999; Fogliata, G.,
2001). A este respecto se han desarrollado investigaciones sobre la efectividad de AE como
albahaca (Ocimum basilicum), canela (Cinnamomum zeylanicum), clavo (Syzygium
aromaticum), guanabana (Annona muricata), jengibre (Zingiber officinale), menta (Mentha
piperita), orégano (Origanum vulgare), romero (Rosmarinus officinalis) y salvia (Salvia
officinalis) sobre la inhibicion de especies de hongos como de Penicillium digitatum,
Phytophthora cinnamomi Rands y Fusarium sp (Gandarilla-Pacheco et al., 2020; Andrade-
Hoyos etal., 2022). EI AE de C. zeylanicum se ha estudiado por sus propiedades
antimicrobianas, tales como eugenol es su componente principal de inhibicion (Torres, 2009),
sin embargo, aun no se establece la concentracion optima para la inhibicion, por lo que en el
presente estudio se determin6 la CMI del AE de C. zeylanicum sobre B. cinerea, sobre

B.cinerea, comparando los métodos de vertido en placa y fase vapor.



1.3 Justificacion

La conservacion de alimentos representa una dificultad para la humanidad debido a la
contaminacion por agentes patdgenos, por ello, actualmente millones de alimentos se ven
afectados a causa de algunos hongos (UNEP, 2021). En una variedad de articulos, se ha
observado la notable accién fungicida del AE de C. zeylanicum contra varios agentes
patdégenos. EI AE de C. zeylanicum, cuenta con compuestos como cinamaldehido, linalol,
eugenol y 1,8 cineol, que han demostrado su eficacia en la inhibicion del crecimiento de
hongos como Aspergillus niger, R. nigricans, A. flavus y P. expansum (Baruah et al., 1996;
Goubran & Holmes, 1993). Para la extraccion del AE, se emplean varios métodos, como la
hidrodestilacion y el arrastre de vapor, la eficiencia de estos métodos y la ausencia de solventes
contribuyen a la sostenibilidad ambiental (Requejo, 2020). El objetivo de este estudio es
determinar la concentracién minima inhibitoria del AE de C. zeylanicum sobre B. cinerea. Esto
proporciona fundamentos para futuras aplicaciones en la preservacion de productos
alimentarios, destacando la relevancia de AE de C. zeylanicum, como una opcién sostenible y

eficaz en la lucha contra la contaminacion por hongos.



1.4 Hipotesis

El aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum inhibe el crecimiento del hongo Botrytis

cinerea.

1.5 Objetivos
1.5.1 General

Extraer el AE de canela (Cinnamomum zeylanicum) y evaluar la capacidad de inhibicion de

los hongos en los alimentos.

1.5.2 Especificos

(@]

o

o

Extraer el AE de C. zeylanicum mediante la destilacion por arrastre de vapor.
Evaluar el porcentaje de inhibicion del AE de C. zeylanicum

Calcular la concentracion minima inhibitoria del AE de C. zeylanicum sobre los
hongos por el método de vertido en placa.

Calcular la concentracion minima inhibitoria del AE de C. zeylanicum sobre los
hongos por el método fase vapor.

Determinar la resistencia de los hongos al AE de C. zeylanicum.



CAPITULO Il.- MARCO TEORICO

2.1 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales (AE) son compuestos naturales volatiles obtenidos de plantas,
reconocidos por la influencia positiva que ejerce en la salud gracias a sus propiedades
medicinales, asi como por sus destacadas caracteristicas antimicrobianas. Se emplean en la
industria alimenticia debido a su creciente popularidad y aportes significativos a la salud. Estos
AE, también conocidos como esencias, se caracterizan por su origen en estructuras
especializadas de las plantas y su funcion en la polinizacion y la proteccion contra insectos y
herbivoros. Con una amplia distribucion en el reino vegetal, estos AE son fluidos que presentan
una reducida capacidad de disolverse en agua, pero que exhiben solubilidad en alcoholes y
solventes organicos y se distinguen por su coloracion incolora al fresco, que puede cambiar a
un tono amarillento oscuro con la oxidacion. Su composicion quimica y su capacidad para
comunicarse a través del olfato los convierten en elementos esenciales en la interaccion planta-
ambiente. (Lopez Luengo, 2004; Syafiq et al., 2020).

Los AE extraidos de plantas y frutas destacan como antimicrobianos naturales, con numerosos
estudios que han documentado sus efectos antimicrobianos. Estos compuestos poseen un
amplio espectro de actividad bioldgica, relevante en diversos campos como la quimica de
alimentos, farmacologia y farmacia. Su versatilidad radica en su consideracion como
generalmente reconocidos como seguros (GRAS) y habilidad de preservar las caracteristicas
sensoriales de los productos alimenticios con minimos cambios. La actividad antimicrobiana
de los AE se atribuye a la presencia de sustancias bioactivas como flavonoides, terpenos,
cumarinas y carotenos (Kabara, 1991; Angion et al., 2003; Jo et al., 2004; Tepe, Daferera,
Sokmen, Sokmen y Polissiou, 2005; Salgueiro et al., 2006; Akhila y Abraham, 2007; Dehghan
et al., 2007; Ruiz Navajas, Fernandez-Lopez y Pérez-Alvarez, 2007).

2.1.1 Propiedades de los aceites esenciales

Los AE destacan por su actividad antifingica, demostrando eficacia contra patdgenos
fangicos. Sin embargo, su aplicacién directa puede mostrar una menor actividad in vivo en
comparacion con estudios in vitro, ademas de la posibilidad de inducir efectos fitotdxicos o

propiedades sensoriales negativas. A pesar de estos desafios, se considera que la inclusion de



AE en formulaciones compuestas es una estrategia prometedora para aprovechar su potencial
antiftngico (Alvarez, M. E. D et al., 2022).

2.1.2 Propiedades fisicas de los aceites esenciales

Las propiedades fisicas de los aceites esenciales son su capacidad para evaporarse y difundirse
a temperatura ambiente. Por lo general, cuando se exponen al aire, se evaporan por completo.
Recién destiladas, son incoloras o ligeramente amarillas. Es mas ligero que el agua (a
excepcion del sasafrds o los extractos de clavo). Al tener casi siempre fuerza de rotacion
(rotacion especifica: debido a la presencia de centros quirales en su estructura), tienen un alto
indice de refraccion. Son solubles en alcohol y disolventes organicos como éter o cloroformo,

asi como en alcohol de alta calidad (Dolores, 2014).

2.2 Métodos de extraccion de los aceites esenciales.

Tabla 1: Tipos de métodos de obtencion de AE. Elaboracion propia




2.2.1 Arrastre de vapor

Los AE son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por arrastre con vapor
de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y que son
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos

y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez, 2013).

Se sabe que la destilacion a vapor es el método mas frecuente de extraccion de AE, y existen
muchas situaciones que considerar cuando de obtener un AE, se trata de la calidad en si
dependerd de factores que van desde el tratamiento postcosecha de la planta, procesamiento,
almacenamiento, tipo de especie vegetal, condiciones climéticas, tiempo de destilacion y

método de obtencion (Bozovic et al. 2017).



2.2.1.1 Diagrama de destilacion por Arrastre de vapor

. Tapon hueco
Cabeza de evaporacion

Clips de plastico
Salida de liquido

Condensador de destilacion Materia prima: Canela

Mangueras Columna de extraccion

Sifon

——> Termoémetro

Bomba de recirculacion de

agua Balon de destilacion

Vaso de precipitado Columna de extraccion de aceites

Figura 1: Equipo de arrastre de vapor. Elaboracion propia

Es importante para que se pueda aplicar este método de destilacion el componente volatil como
una impureza sean insolubles en agua, ya que el producto destilado (volatil) formara dos fases
al condensarse, lo cual permitira la separacion del producto y del agua facilmente (Wankat,
1988).
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2.3 Aceite esencial de C. zeylanicum

Este AE es un fluido de tonalidad amarilla 0 &mbar que tiende a oscurecerse y volverse méas
espeso. Escasamente soluble en agua, es altamente capaz de disolverse en alcohol y &cido
acetico glacial. EI aroma distintivo se origina de la existencia de cinamaldehido, eugenol y
alcohol cindmico. Se recomienda almacenarlo en recipientes llenos y herméticamente
cerrados, evitando la exposicion prolongada al calor. EI AE de C. zeylanicum, conocido por
sus propiedades aromaéticas, antisépticas. Su valor como especia radica en el eugenol,
componente principal que inhibe la proliferacion de agentes patogenos (Torres, 2009; Lucero,
2011).

2.3.1 Principios Activos

El aceite de hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) contiene principalmente 75-85% de
eugenol, posee una notable actividad antibacteriana, y 5% de cinamaldehido, responsable del
aroma y propiedades antimicrobianas. El AE de C. zeylanicum se utiliza como bactericida,
gracias a su componente principal, el eugenol, con propiedades antifingicas y antioxidantes,
siendo considerado para el tratamiento poscosecha (FAO, 2006; Lucero, 2011; Ferreira et al.,
2013; Montero et al., 2017).

2.4 Métodos de determinacion del porcentaje de inhibicion
2.4.1 Método de difusion en agar solido

El enfoque facilita una evaluacién efectiva de la susceptibilidad de las bacterias a agentes
antimicrobianos, de forma esencial para determinar la eficacia de estos agentes en entornos
clinicos. Con la finalidad de evaluar la actividad antimicrobiana y antifngica de los AE,
algunos autores han realizado modificaciones al método de difusion en agar sélido,

adicionando aceite esencial para inhibir el desarrollo de hongos (Viuda-Martos et al. 2008).

Las propiedades fisicas de los aceites esenciales son su capacidad para evaporarse y difundirse
a temperatura ambiente. Por lo general, cuando se exponen al aire, se evaporan por completo.
Recién destiladas, son incoloras o ligeramente amarillas. Es mas ligero que el agua (a
excepcion del sasafras o los extractos de clavo). Al tener casi siempre fuerza de rotacion
(rotacion especifica: debido a la presencia de centros quirales en su estructura), tienen un alto
indice de refraccion. Son solubles en alcohol y disolventes organicos como éter o cloroformo,

asi como en alcohol de alta calidad (Martinez, 2007).
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2.4.2 Método de fase vapor

Es un hecho que desde hace bastante tiempo que gran variedad de AE, poseen propiedades
antibacterianas. La primera medida experimental de las propiedades bactericidas de los
vapores de aceites esenciales se dice que fue llevada a cabo por Boyle en 1955. Los AE, asi
como sus componentes tienen, presentan no solo propiedades antimicrobianas, sino también

antiviricas, antifangicas, herbicidas e insecticidas.

El método de fase de vapor consiste en la generacion controlada de una atmosfera saturada
con compuestos volatiles, como los AE, que interactian con microorganismos presentes en un
entorno especifico. Esta técnica se utiliza para evaluar la actividad antimicrobiana de los
compuestos volatiles, especialmente contra hongos y bacterias, ofreciendo una opcion eficaz

para uso como agentes conservantes en la industria alimentaria.

Los AE contienen compuestos secundarios de metabolizacion volatiles con actividad
antifungica y antimicrobiana, siendo Utiles en la proteccidon de alimentos contra hongos y
bacterias. La evaluacién de la capacidad antimicrobiana de los AE en fase de vapor ha arrojado
resultados prometedores, destacando una mayor eficacia contra microorganismos
fitopatdgenos en comparacion con métodos de incorporacion directa en medios de cultivo. Sin
embargo, la aplicacién directa de AE en alimentos liquidos puede comprometer sus atributos
sensoriales y calidad, lo que impulsa la blUsqueda de alternativas como el uso de
concentraciones bajas, mezclas sinérgicas o la aplicacion en fase de vapor para minimizar estos
efectos adversos (Suhr y Nielsen, 2003; Lopez Malo et al., 2005; Raybaudi-Massilia et al.,
2006; Goni et al., 2009).

La produccién de vapores de AE se sustenta en la formacion de un ambiente en la que los
compuestos volatiles interactian con microorganismos presentes. Aungue no existe una
metodologia estandar para evaluar la inhibicion microbiana por vapores de AE, se han
propuesto algunos métodos, incluyendo el uso de cajas invertidas y la creacion de atmdsferas
con concentraciones controladas de AE en camaras selladas (Inouye et al., 2001; Edris y
Farrag, 2003; Suhr y Nielsen, 2003; Inouye et al., 2006; Gomez-Sanchez et al., 2011; Kloucek
etal., 2011).
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Estos métodos ofrecen una forma de evaluar la capacidad antimicrobiana de los AE,
proporcionando informacion relevante para su utilizacion en la industria alimentaria como

agentes conservantes.
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CAPITULO Ill.- ESTADO DEL ARTE

Varios autores han reportado al utilizar diferentes aceites esenciales varia el porcentaje de
inhibicion.
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CAPITULO IV.- METODOLOGIA

4.1. Obtencion y acondicionamiento de la materia prima

La canela (Cinnamomum zeylanicum) fue adquirido en el mercado local de Alamo Temapache,
se pesaron 4 kilos de C. zeylanicum y se cortaron en trozos de 1 cm aproximadamente. Se
calcul6 el rendimiento de la extraccién mediante la siguiente formula (Cano-Botero et al.,
2023):

M (g) AE
%R = - - *100%
M (materia prima)

Donde:
Masa AE = Peso en g del Aceite esencial

Masa= Peso en g de la materia prima

| g Lo & ;
R 2 ) El 8t it i

Figura 2: Materia prima. Figura 3: Acondicionamiento de materia prima.

4.2 Obtencion del material bioldgico
El material bioldgico se obtuvo a partir de una muestra de uvas infectadas con moho gris
(Botrytis cinerea), el hongo se inocul6 en Agar Papa Dextrosa y se incub6 a 26°C hasta su

utilizacion.

Figura 4: Uva infectada del hongo Botrytis cinerea.
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4.3 Extraccion del AE de C. zeylanicum

Para la obtencion de AE de C. zeylanicum se midieron 513 g de materia prima y se introdujeron
en la columna del sistema de extraccion mediante vapor arrastrado asistido por microondas.
La extraccion inicid con una potencia de 1000 watts durante 20 minutos (esto con el fin de
alcanzar la temperatura de ebullicion), posteriormente se trabajo con una potencia de 600 watts
manteniendo por ciclos de 20 minutos, por un periodo de 2 horas. Por tltimo, el aceite esencial
se coloco en el frasco &mbar con una capacidad de 20 ml, para luego almacenarlo a temperatura

ambiente.

- \ s

Figura 5: Introducir la materia prima en la columna. Figura 6: AE de C. zeylanicum

4.4 Determinacion del porcentaje de inhibicion

Para la evaluacion del porcentaje de inhibicion de Botrytis cinerea por C. zeylanicum se
ensayaron tres tratamientos utilizando distintas concentraciones de AE: 0.25, 0.5y 0.75 ml
de A.E.C/Agua.

Figura 7: Diferentes concentraciones de AE: 0.25, 0.5y 0.75 ml de A.E.C/Agua.
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4.4.1 Determinacion del porcentaje de inhibicion por el método de vertido en placa

Se inocul6 Botrytis cinerea en el centro de cajas Petri con Agar Papa Dextrosa, previamente
homogenizado con 1 ml de cada dosis de AE de C. zeylanicum (0.25, 0.5 y 0.75). Por
triplicado. Asi mismo, se inoculé un testigo que no contenia aceite esencial, como control. Las
cajas se invirtieron e incubaron a 26 °C por 6 dias, durante los cuales se midid el aumento del

diametro del micelio, hasta que el micelio del testigo cubrié toda la caja.

Figura 8: Método vertido en placa. Figura 9: Crecimiento de Micelio.

4.4.2 Determinacion del porcentaje de inhibicion por el método de fase vapor.

Para la evaluacidon del porcentaje de inhibicidn por el método fase vapor se prepararon discos
de papel filtro Whatman No. 40 de 6 cm de diametro los cuales fueron impregnados con 1 ml
de distintas concentraciones de AE de C. zeylanicum (0.25, 0.5 y 0.75 ml) y se colocaron en
la tapa de las cajas Petri, previamente inoculadas con el hongo Botrytis cinerea. Se realiz6 por
triplicado. Asi mismo, se inocul6 un testigo que no contenia aceite esencial, como control. Por
altimo, se voltearon las cajas Petri y se colocaron en la incubadora a 26° C por 6 dias. Se midio

el didmetro del micelio hasta que el testigo cubri6 toda la caja Petri.
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Figura 12: Crecimiento de Micelio.

4.5 Anélisis estadisticos
Se realizé el andlisis de varianza del porcentaje de inhibicidn entre tratamientos y la prueba de

comparacion de medias por Tukey, para ambos métodos usando el software MINITAB
(Minitab 18).
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CAPITULO V.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 Identificacién de B. cinerea

B b

Figura 13: B. cinerea aislado de muestras de uvas infectadas.

En las figuras 1A y 1B se apreci0 el crecimiento de B. cinerea aislado a partir de una muestra
de uvas contaminadas; las figuras 1la y 1b, presenta las muestras tefiidas con colorante azul de

metileno y con KOH-glicerina al 15% observadas con el objetivo de 40X.

5.2 Rendimiento del aceite esencial de C. zeylanicum.

A partir de 4 kg de materia prima C. zeylanicum, se obtuvieron 6 ml de AE, con un rendimiento
del 0.13%, que se encuentra dentro del rango del rendimiento de aceites esenciales (Lopez
Luengo, M. T., 2004).
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5.3.1 Porcentaje de inhibicion por el método de vertido en placa con diferentes
concentraciones de A.E.C.

VERTIDO EN PLACA

100 =

20
60

40

% DE INHIBICION

20

0
TESTIGO 0.25 0.5 0.75

TRATAMIENTOS

Grafica 1: Accion fungicida del aceite esencial de C. zeylanicum con el uso de diferentes
concentraciones de A.E.C.

Como se observo en la grafica 1, el analisis estadistico mostré que el tratamiento 1 es
significativamente diferente de los tratamientos 2 y 3. Por otro lado, se encontrd que el
tratamiento 2 inhibe el crecimiento del micelio de B. cinerea, por lo que se puede inferir que
la CMI del AE de C. zeylanicum en B. cinerea es la concentracion de 0.5 ml de AE/0.5 ml de

agua.
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5.3.1 Porcentaje de inhibicion por el método de fase a vapor con diferentes
concentraciones de A.E.C.

FASE VAPOR
100.00
a,

- 95.00
o
)
&0
I s90.00
=
NN}
=
=]
=~ §5.00

80.00

0.25 0.5 0.75

TRATAMIENTOS

Gréfica 2: Accion antifungica del AE de C. zeylanicum con el uso de diferentes
concentraciones de A.E.C.

Como se observo en la grafica 2, por el método fase vapor, el analisis estadistico mostré que
el tratamiento 1 es significativamente diferente de los tratamientos 2 y 3. Por otro lado, se
encontrd que el tratamiento 3 inhibe el crecimiento del micelio de B. cinerea, por lo que se
puede inferir que la CMI del AE de C. zeylanicum sobre B. cinerea de 0.75 ml de AE/0.25 ml

de agua.

Como se observo en las gréficas 1 y 2, el porcentaje de inhibicion (88.33, 97.33%) en las
concentraciones minimas inhibitorias son del 0.25 y 0.5 de AE C. zeylanicum obtenido por el
método de fase vapor en los tratamientos 1 y 2 fue superior que el obtenido en el método de
vertido en placa, lo cual se puede atribuir a que en el método de vertido en placa, el aceite
esencial de C. zeylanicum se afiade directamente al medio de cultivo lo que provoca que los
compuestos activos se disuelvan en el medio, esto puede limitar la capacidad de los
compuestos activos para alcanzar al hongo debido a la difusion en el medio acuoso y la posible
interaccion con otros componentes del medio (Cox y otros, 2001; Martinez, 2007). En cuanto,
al método de fase vapor, los compuestos activos se evaporan y se dispersan en forma de gas
en el aire circundante. Esto significa que los compuestos activos estan en estado gaseoso y

pueden moverse libremente en el espacio, alcanzando asi al hongo de manera mas directa y
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eficiente. Ademas, los compuestos volatiles como los fenoles presentes en el AE de C.
zeylanicum tienen una mayor capacidad para penetrar las estructuras del hongo y ejercer su
accion fungicida (Cox y otros, 2001; Martinez, 2007).
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CONCLUSIONES

Los resultados adquiridos de esta investigacion indican la existencia de un potencial
prometedor en cuanto a la capacidad inhibitoria del crecimiento de Botrytis cinerea a través
del uso del AE de C. zeylanicum. La extraccion de AE de C. zeylanicum se llevd a cabo
mediante el método de arrastre de vapor logrando una produccion del 0.13% de AE a partir de
4 kg. En los ensayos de inhibicion se compararon los métodos de vertido en placa y fase vapor
obteniendo como resultado que al emplear el método de fase vapor con diferentes
concentraciones de AE de C. zeylanicum, se lograron porcentajes de inhibicion superiores en
comparacion con el método de vertido en placa. Es notable que, a pesar de la variabilidad entre
tratamientos, el método de fase vapor destaca por su eficacia, sugiriendo su potencial como

estrategia mas efectiva para controlar Botrytis cinerea en comparacion con el vertido en placa.
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