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mum zeylanicum) sobre cepas de Aspergillus flavus y Peni-
cillium expansum
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RESUMEN

El presente frabajo tuvo como objetivo determinar el efecto antifingico del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)
sobre Asperdgillus flavus y Penicilium expansum. El aceite esencial de canela (AEC) se obtuvo a través del método de hidrodestila-
cién y fue almacenado a 4 °C. Se emplearon cuatro concentraciones al azar (30, 60, 90 y 100%) usando como disolvente dimetilsu-
féxido. Las cepas se incubaron durante 7 dias a 35°C en agar papa dextrosa para su crecimiento y formacién de conidias, con
excepcién del control de calidad (Candida albicans ATCC 90028) que fue incubada durante 24 horas en agar Sabouraud dextro-
sa. Para determinar la actividad antimicdtica se usd el método de difusién de disco en agar (Kirby-Bauer), concentracion minima
inhibitoria (CMI) por microdilucién en caldo y concentracion minima fungicida (CMF) mediante extendido en agar a partir de las
respuestas de la CMI. Los resultados mostraron que todas las concentraciones presentaron inhibicion del crecimiento para ambos
hongos, siendo la concentracion del 100% la que obtuvo mayor promedio en los halos de inhibicidn. La CMI fue de 0.0918 (AEC
90%) y 0.102 mg/ml (AEC 100%) solo para Penicilium expansum. En la CMF se transfirid 50 ul de cada pocillo inhibido sobre agar
papa dextrosa durante 11 dias a 25°C. No se presentd crecimiento después de ese tiempo. Demostrdndose que el aceite esenciall
de canela no solo ejerce actividad como fungistdtico sino también como fungicida a determinadas concentraciones. Para el
andlisis estadistico se utilizé el programa Microsoft Excel 2016.
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ABSTRACT

The present work aimed to determine the antifungal effect of cinnamon essential oil (Cinnamomum zeylanicum) on Aspergillus flavus
and Penicillium expansum. Cinnamon essential oil (CEO) was obtained through a hydro-distillation method and stored at 4° C. Four
random concentrations (30, 60, 20 and 100%) were used with dimethyl sulfoxide as solvent. The strains were incubated for 7 days at
35° C in potato dexirose agar for growth and conidium formation, with exception of the quality control (Candida albicans ATCC
90028) which was incubated for 24 hours in Sabouraud dextrose agar. As a way to determine the antifungal activity, the method of
diffusion of agar disk (Kirby-Bauer) was used in this investigation, minimum inhibitory concentration (MIC) by microdilution in broth
and minimum fungicidal concentration (MFC) was used by spread in agar from the responses of the MIC. The results showed that all

Magister en Salud Publica; Licenciada en Nutricion y Dietética, Docente de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Guayaquil, Ecuador. Correo
electronico: margarita.cajasp@ug.edu.ec Codigo Orcid: https://orcid.org/0000-0002-0339-686X.

Magister en Disefio Curricular , Docente de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Guayaquil, Ecuador. Correo electrénico: arman-
do.ariasd@ug.edu.ec , Codigo Orcid: 0000-0002-4636-7954

Ing. Quimico. Lcdo. Ciencias de la Educacion mencion Fisicomatematico. Magister en Ciencias de la Ing. Quimica. Magister en Educacion, Docente de la
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Guayaquil, Ecuador, Correo electrénico rafael.callec@ug.edu.ec Cédigo Orcid: . https://orcid.org/0000-0002-
0816-6879

Magister en Salud Publica; Diploma Superior en Docencia Universitaria; Doctora en Educacion; Bioquimico Farmacéutico; Doctor en Bioquimica y Farmacia; ,
Docente de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad de Guayaquil, Ecuador. Correo electronico: liliana.cortezs@ug.edu.ec @ug.edu.ec, Codigo Orcid:

https://orcid.org/0000-0002-4030-7184.

Esta obra estd bajo una licencia de creative commons: atribucién-NoComercial-SinDerivadas 4.0. Los autores mantienen los
@@@ derechos sobre los articulos y por tanto son libres de compartir, copiar, distribuir, ejecutar y comunicar publicamente la obra



https://orcid.org/0000-0002-0339-686X
https://orcid.org/0000-0002-4636-7954
mailto:liliana.cortezs@ug.edu.ec
https://orcid.org/0000-0002-4030-7184

concentrations displayed growth inhibition for both fungi, in a concentration of 100% being the highest average in the inhibition
halos. The MIC was 0.0918 (CEO 90%) and 0.102 mg/ml (CEO 100%) only for Penicilium expansum. In the MFC, 50 ul of each inhibited
well was transferred onto potato dextrose agar for 11 days at 25° C. There was no growth after that time. Proving that cinnamon
essential oil not only works as a fungistatic but also as a fungicide at certain concentrations. For the statistical analysis the Microsoft

Excel 2016 program was used.
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Introduccion

Los alimentos estan expuestos a la contaminacioén que se encuen-
tra en el medio, generando sobre ellos agentes extrafios que
pueden producir la degradacion de los mismos, ademas de ser
perjudiciales para la salud del consumidor. La contaminacién por
hongos es una de las mayores problematicas a nivel alimenticio,
debido a que no solo ocasionan el deterioro de la calidad de los
alimentos, sino que también conlleva a grandes pérdidas econé-
micas (1,2,3).

El Aspergillus flavus y Penicillium expansum son los principales
mohos que causan la degradacién de frutas, hortalizas, cereales y
frutos secos. Crecen en ambientes de alta humedad, pueden
adherirse a los alimentos por lesiones durante la cosecha y post-
cosecha, ademas de condiciones de almacenamiento y transporte
inadecuados (4,5).

Actualmente se han incrementado las investigaciones sobre los
aceites esenciales que puedan coadyuvar en la defensa de los
alimentos frente a estos fitopatogenos, siendo el aceite esencial
de canela una gran alternativa contra ellos (6,7,8,9). El aceite
esencial de canela se puede extraer de la hoja o de su corteza
donde el acido cinamico, cinamaldehido y el eugenol son unos de
los principales metabolitos secundarios que ejercen la actividad
antimicrobiana y antimicética (10,11,12).

La presente investigacion pretende evaluar el efecto antiflngico
del aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) en dife-
rentes concentraciones sobre el crecimiento de hongos filamen-
tosos como Aspergillus flavus y Penicillium expansum. Para ello,
se procedio a obtener el aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum) mediante el método de extraccion de hidrodestila-
cion, con la finalidad de determinar la actividad fungistatica del
aceite obtenido mediante la técnica de difusion de disco en agar
(Kirby-Bauer) y concentraciéon minima inhibitoria (CMI). Final-
mente, el estudio establecié la actividad fungicida del aceite
obtenido mediante la concentracion minima fungicida (CMF).

En este conxtexto el problema estd orientado a responder la
siguiente interrogante ;Tendra efecto antifingico el aceite esen-
cial de canela (Cinnamomum zeylanicum) sobre cepas de Asper-
gillus flavus y Penicillium expansum?

En consecuencia, debido a que los alimentos se pueden contami-
nar ya sea por aire, agua, suelo, almacenamiento, transporte,
procesado y distribucion; lo que conlleva a cambios microbiolo-
gicos, fisicos y quimicos sobre estos, afectando a la calidad del
producto, enormes pérdidas econémicas, ademas de propiciar
condiciones idoneas para el desarrollo de microorganismos
como bacterias, levaduras y mohos (13).

Los mohos u hongos filamentosos son microorganismos causan-
tes de la descomposicion de los alimentos especialmente de

frutas, cereales y hortalizas, la presencia de estos puede tener
consecuencias diversas como la produccion de metabolitos
toxicos para el ser humano conocidos como micotoxinas. Las
especies mas comunes pertenecen al género Fusarium, Alterna-
ria, Penicillium y Aspergillus (14).

Penicillium expansum es un moho, mas conocido como moho
azul que sobrevive como saprofito, siendo uno de los patogenos
mas comunes en frutas como manzanas y peras. Es facilmente
aislado a partir del suelo, de camaras frigorificas y de cajas de
madera utilizadas en la cosecha, transporte y almacenamiento
(15). Ademas de contribuir al deterioro de frutas y hortalizas,
este hongo produce las micotoxinas que se encuentran presentes
como contaminantes de alimentos de consumo humano y animal

(16).

El Aspergillus flavus es un hongo termotolerante, microtermofili-
co que afecta principalmente a cereales, semillas y frutos secos
como maiz, sorgo, cebada, trigo, centeno, millo, arroz, nueces y
semillas de algodén. Se encuentra generalmente en los suelos y
vegetales en descomposicion, puede crecer incluso en alimentos
con actividad de agua de 0.85. Es el principal productor de afla-
toxinas; metabolito toxico que ingerido en grandes cantidades
produce efectos carcinégenos y mutagénicos (17).

De esta forma, se establece la necesidad de encontrar nuevas
alternativas antiflngicas y que no sean téxicas para el ser humano
se ha vuelto una problematica debido a que existe una mayor
tendencia a consumir alimentos mas frescos y que no posean
aditivos, la presente investigacion se justifica en las limitaciones y
efectos negativos que tienen los antifungicos de origen sintético
sobre los alimentos (18).

Los aceites esenciales han demostrado tener propiedades antimi-
crobianas, antioxidantes, antiparasitarias, antiinflamatorias, anti-
diarreicas y antifingicas (19). El aceite esencial de canela posee
actividad antifingica (18) siendo el aldehido cinamico (cinamal-
dehido) el principal componente antimicrobiano en la canela, no
solo exhibe actividad antimicrobiana, sino que también inhibe el
crecimiento de levaduras y mohos, incluyendo Aspergillus spp. y
Penicillium spp. (20).

Actualmente la industria alimenticia ha optado por los aceites
esenciales como alternativa viable; dado a que estos compuestos
naturales pueden llegar a ser efectivos, selectivos, biodegradables
y menos toxicos (19). La importancia del presente proyecto se
basa en el uso de nuevos agentes antifungicos de origen natural,
como una alternativa para inhibir el crecimiento y desarrollo de
hongos sobre los alimentos, siendo los consumidores los princi-
pales beneficiados. En Ecuador la aplicacion de estos extractos
vegetales podria contribuir a disminuir efectos negativos ocasio-
nados por los fungicidas sintéticos (21).



Materiales y métodos
Disefio investigacion: descriptiva correlacional
Materiales: Equipos, Aparatos y Reactivos.

Procedimiento. Se empleé el método de extraccion por hi-
drodestilacion y se obtuvieron 12 litros de extracto, los mismos
que fueron almacenados y conservados en recipientes estériles a
una temperatura de 4 °C; se separd el aceite esencial con la
ayuda de una pipeta y se almaceno en un tubo de vidrio con tapa
rosca hermética, protegido de la luz hasta su utilizacion. La Eva-
luacion del efecto antifungico del aceite esencial de canela se
determiné mediante la técnica de difusion de disco en agar (22),
(23). El indculo se prepard a partir de un cultivo de 7 dias a 35
°C en agar papa dextrosa, esto induce a que los hongos se desa-
rrollen en su totalidad, ademas de la formacion de conidios (22).
Se utilizé caldo Sabouraud dextrosa para la suspension que pos-
teriormente se estandarizé a 0.5 x104 celulas/ml segln la escala
de McFarland para Aspergillus flavus (23) y 1.0 x104cél/ml para
Penicillium expansum (24). Para la concentracion minima inhibito-
ria se hizo una dilucion seriada en caldo Sabouraud dextrosa
adicionado con DMSO 2% hasta obtener 0.5 x104 células/ml
segin la escala de McFarland para Aspergillus flavus (23) y 1.0
x104cél/ml para Penicillium expansum

Preparacion del in6culo de Candida albicans ATCC
90028 para el control de calidad

Se incubd la cepa de Candida albicans ATCC 90028 en agar Sa-
bouraud a 35 °C durante 24 horas. La suspension se prepard a
partir de solucion salina al 0.9% Luego se estandarizé a 0.5 x106
cél/ml segiin la escala de McFarland. Para la CMI se realizé una
dilucién seriada usando caldo Infusion cerebro corazén hasta
obtener 0.5 x103 cél/ml segun la escala de McFarland

Preparacion del control positivo (Itraconazol)

Concentracién minima inhibitoria (CMI): La solucion madre
se prepard a una concentracion cien veces mayor a la que se va a
emplear (1600 ug/ml), utilizando como disolvente dimetilsulfoxi-
do. La CMI de itraconazol es de 16 a 0.03 ug/ml (25) por lo que
se realizé diluciones seriadas dobles empleando caldo Sabouraud
dextrosa. En el control de crecimiento se debe llenar 100 ul de
caldo combinado con DMSO 2%. A las soluciones obtenidas se le
realizaron una ultima dilucion 1:50 con caldo Sabouraud, obte-
niendo como resultado la concentracion de antifingico dos veces
mayor a la concentracion final (32 — 0,0626 pg/ml)

Difusién de disco en agar: Se utilizo como referencia el méto-
do empleado para la CMI. A partir una solucién madre de 1000
ug/ml, se transfirié 10 microgramos de esta solucion de carga del
antifiingico en él disco.

Muestra Vegetal

Se adquirieron 4kg de corteza de Cinnamomum zeylanicum en el
mercado central de Guayaquil, posteriormente fue almacenada
en bolsas de plastico para su traslado y conservacion.

Para la extraccion del aceite esencial la corteza fue analizada
verificando que no presente ninglin tipo de contaminante o

residuos no deseados que interfieran con el proceso de extrac-
cion.

Microbiana

Las cepas Aspergillus flavus, Penicillium expansum y Candida albicans
ATCC 90028 fueron proporcionadas por una institucion publica.

Anilisis de datos o anilisis estadistico
Se realizé estadistica descriptiva usando Microsoft Excel 2016
Hipétesis

El aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum) actuara
como antifingico sobre cepas de Aspergillus flavus y Penicillium
expansum.

Resultados

Efecto antifingico del aceite esencial de canela (Cinnamo-
mum zeylanicum) en diferentes concentraciones 30, 60, 90 y
100%

Tabla I. Diametro del halo de inhibicién en cepa de Aspergillus
flavus frente a cuatro concentraciones de aceite esencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum) en un volumen de 10ul.

Volumen Concentracién Diametro
de.l Concen?:racioén del acc?ite en Repeticiones . .d.e B Promedio
aceite del aceite (%) los discos inhibicion (mm)

(ul) (mg/ml) (mm)

10 30 3.06 | 40

10 30 3.06 2 50 45
10 30 3.06 3 45

10 60 6.12 | 55

10 60 6.12 2 53 56
10 60 6.12 3 60

10 90 9.18 | 53

10 90 9.18 2 60 57.33
10 90 9.18 3 59

10 100 10.2 | 55

10 100 10.2 2 57 58
10 100 10.2 3 62

Fuente: Autores

En la tabla | se muestran los promedios de los halos de inhibi-
cion (mm) de las tres repeticiones producidas por las diferentes
concentraciones del aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum) mediante el método de difusion del disco en agar
(Kirby-Bauer), los resultados mostraron un mayor promedio de
halo de inhibicion con el volumen de 10 ul a la concentracion de
100%.



Grafico 1. Comparacion de las diferentes concentraciones de
aceite esencial de canela frente a cepa de Aspergillus flavus a un
volumen de 10ul
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La grafica | refleja los promedios de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de canela frente
Aspergillus flavus con un volumen de 10 ul obteniendo como
resultado que la concentracion de 100% tiene un promedio
mayor a comparacion con las demas concentraciones con 58mm,
seguido de la concentracion de 90% con un promedio de 57,33,
mientras que las concentraciones de 60% y 30 % cuentan con un
promedio de 56 mm y 45 mm respectivamente.

Tabla 2 Diametro del halo de inhibicion en cepa de Aspergillus
flavus frente a cuatro concentraciones de aceite esencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum) en un volumen de 20ul.

Volumen Concentracién Diametro

del Concentracion del aceite en Repeticiones de Promedio

aceite del aceite (%) los discos P inhibicion (mm)
(ul) (mg/ml) (mm)
20 30 6.12 | 53
20 30 6.12 2 46 48.66
20 30 6.12 3 47
20 60 12.24 | 57
20 60 12.24 2 54 57
20 60 12.24 3 60
20 90 18.36 | 59
20 90 18.36 2 55 59
20 90 18.36 3 63
20 100 20.40 | 56
20 100 20.40 2 6l 59.66
20 100 20.40 3 62

Fuente: Autores

La tabla 2 indica el promedio de las tres repeticiones de los
diametros de los halos de inhibicién producido por las diferentes
concentraciones del aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum) que se realizd mediante el método de difusion del
disco (Kirby-Bauer), obteniendo resultados donde se muestra un
mayor promedio empleando un volumen de 20 ul a la concentra-
cion de 100%.

Grafico 2 Comparacion de las diferentes concentraciones de
aceite esencial de canela frente a cepa de Aspergillus flavus a
un volumen de 20ul
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La grafica 2 muestra los promedios de los halos de inhibicién de
las concentraciones del aceite esencial de canela frente Aspergillus
flavus empleando un volumen de 20 ul obteniendo como resulta-
do que la concentracion de 100% tiene un promedio mayor a
comparacion con las demas.

Discusion

El estudio evalud el efecto antifungico del aceite esencial de
canela (Cinnamomum zeylanicum) sobre cepas de Aspergillus
flavus y Penicillium expansum mediante la técnica de difusion de
disco en agar (Kirby-Bauer), mostrando sensibilidad en todas las
concentraciones del aceite (30%, 60%, 90 y100%) después de las
48 horas de incubacion, los halos de inhibicion se compararon
seglin la escala de Duraffourd siendo la concentracion del 100%
en un volumen de 20 ul. la que obtuvo 59,66 promedio mas alto
en los halos de inhibicion

Resultados similares se mostraron en el estudio de Caballero,
Villacorta, & Vasquez, 2011 en el cual usaron concentraciones
distintas de aceite esencial sobre Aspergillus flavus inhibiendo el
crecimiento significativamente del hongo en agar chicha de maiz.
En otro estudio realizado por Landero, et al.,, 2016 usaron aceite
de canela a una concentracion de 300 ul/L observandose inhibi-
cion del crecimiento micelial del Penicillium expansum.

En la concentracién minima inhibitoria ambos hongos presenta-
ron resistencia con el antimicotico control positivo (itracona-
zol), en cambio con el aceite esencial de canela mostré inhibicion
solo para Penicillium expansum en concentraciones de 0.0918
(AEC 90%) y 0.102 mg/ml (AEC 100%) respectivamente, esto es
debido a que el aceite esencial de canela contiene concentracio-
nes altas de aldehido cinamatico, principal componente antimi-
crobiano en la canela, con actividad antibacterial, y que también
inhibe el crecimiento de mohos (14).

Se demostré que el aceite esencial de canela ejerce actividad
fungicida en la concentracion minima al no presentar crecimiento
de Penicillium expansum después de los || dias de incubacion en
agar papa dextrosa. Asi también el estudio de Ramirez, Lopez,
Espinosa, & Wong, 2016 con respecto a los aceites el de canela,
inhibié totalmente el crecimiento y formacion de conidias a
concentracion de 0.05% mostrando ser poseer efecto fungicida.



Con estos resultados, se puede concluir que el aceite esencial de
canela posee efecto antifiingico in vitro sobre cepas de Aspergi-
llus flavus y Penicillium expansum.

Se logré obtener el aceite esencial de canela a partir de la corte-
za de (Cinnamomum zeylanicum) mediante el método de extrac-
cion de hidrodestilacion.

Ambos hongos presentaron sensibilidad frente a las concentra-
ciones del aceite esencial de canela (30, 60, 90, 100%), siendo el
100% la que mostré mayor promedio en los halos de inhibicion.
Determinandose asi la actividad fungistatica del aceite de canela.

La concentracién minima inhibitoria en donde no existié creci-
miento solo fue para Penicillium expansum con la concentracién
del aceite al 90 y 100%.

El aceite de canela posee actividad fungicida al inhibir el hongo
Penicillium expansum por completo después de || dias de incu-
bacion.
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