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RESUMEN

Narvaez, S. 2006. Evaluacion del efecto antifungico In Vitro del aceite esencial de hoja de
canela (Cinnamomum zeylanicum) puro y microencapsulado. Proyecto Especial de
Graduacion del Programa de Ingenieria en Agroindustria. Zamorano, Honduras. 28p.

En la actualidad existe una gran tendencia a consumir alimentos saludables libres de
quimicos que afectan al consumidor. Una alternativa natural son los aceites esenciales que
se han investigado por sus propiedades insecticidas, fungiestaticas, antibacterianas y
medicinales. Este estudio se realiz6 en el Centro de Investigacion en Alimentacidon y
Desarrollo, (CIAD) A.C. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antifingico In
Vitro del aceite esencial de hoja de canela puro y microencapsulado en B-ciclodextrina
contra Alternaria alternata y Botrytis cinerea. Se elaboré y comprobo, a través de
espectrofotometria en IR, la formacidén de complejos entre el aceite y B-ciclodextrina. Los
complejos se formularon con las siguientes proporciones: 4:96, 8:92, 12:88 y 16:84. Se
emple6 cromatografia de gases para determinar la concentracion de eugenol, compuesto
antimicrobial del aceite. Se realizaron ensayos para medir la actividad antifingica del
aceite puro y microencapsulado. Finalmente, se empled el Programa SAS® para el analisis
estadistico de los datos mediante una separacion de medias DUNCAN con un nivel de
significancia (0=0.05). El estudio de espectrofotometria sugiere la formacion del complejo
aceite: B-ciclodextrina. Se encontr6 que el porcentaje de eugenol en el aceite esencial puro
fue de 78% p/p. Para el caso de los complejos, las proporciones de 16:84 y 12:88
presentaron un contenido mas alto de eugenol (4.99 y 4.39%, respectivamente) que los
tratamientos 8:92 y 4:96 (P<0.05). Con relacion al crecimiento micelial, resultdé ser
significativamente mayor la inhibicion del aceite puro comparado con el complejo
(P<0.05), sin embargo, la capacidad antifingica del aceite microencapsulado se mantuvo.
Adicionalmente, se esperaria que la microencapsulacion permitiera la liberacion lenta del
aceite para lograr un efecto residual. Por otro lado, el aceite puro y los complejos fueron
mas eficaces en inhibir el crecimiento de Botritis cinerea comparado con Alternaria
alternada (P<0.05).

Palabras clave: B-ciclodextrina, Alternaria alternata, Botrytis cinerea, espectrofotometria
en IR, Cromatografia de gases, eugenol.

Wilfredo Dominguez, M.Sc.
Asesor Principal
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1. CANELA.

El género Cinnamomum, pertenece a la familia Lauraceae, nativa de Sri Lanka,
comprende varias especies, son arboles de hojas perennes y la mayoria son aromaticas. Su
sabor es debido a sus aceites esenciales aromaticos, que comprende 0.5% a 1% de su
composicion. Los aceites esenciales se obtienen por destilacion en corriente de vapor de
agua de C. Zeylanicum y C. Cassia. Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés, 2006), el aceite de hoja de
canela (C. zeylanicum) contiene 75-85% de eugenol con una alta actividad antibacterial, y
contiene 5% de cinamaldehido, el cual contribuye con su cardcter aromatico y
caracteristicas antimicrobianas. Mallavarapu y otros (1995), identificd 53 componentes en
el aceite de hoja de canela, el mayor componente fue eugenol (81-84.5%). Otros
componentes quimicos del aceite esencial son principalmente carbonilos, aldehido
cinamico, o-metoxialdehido cinamico, hidrocarbonatos (a-pineno, [-cimeno, o-
felandreno), aldehidos (benzilico, cuminico, nonilico, furfural), cetonas (metil amil
cetona) y también trazos de alcohol (linalool) entre otros (Paranagama 1991).

1.1.1. Actividad antifungica del aceite de canela.

Juglal y otros (2002), estudio la efectividad de nueve aceites esenciales para controlar
el crecimiento de micotoxinas y observd que el clavo de olor, canela y orégano fueron
capaces de prevenir el crecimiento de Aspergillus parasiticus y Fusarium moniliforme,
mientras que el clavo redujo la sintesis de aflatoxinas en granos infectados. El aceite de
hoja de canela tiene principios antiflingicos y antibacterianos que pueden ser usados para
prevenir el deterioro de comida debido al crecimiento microbiano (Fabio y otros 2003;
Guynot y otros 2003; Kalemba y Kunicka 2003; Suhr y Nielsen 2003; Valero y Salmeron
2003; Friedman y otros 2002; Mejlholm y Dalrgaard 2002; Ranasinghe y otros 2002;
Smith-Palmer 2005; Yuste y Fung 2002; Mau y otros 2001). Por lo que se ha observado
que el aceite de canela ha demostrado ser particularmente eficaz contra algunas especies
de hongos toxicos (Juglal y otros 2002; Soliman y Badeaa 2002; Montes — Belmont y
Carvajal 1998). La accion antifungica del aceite de hoja de canela involucra granulacion
del citoplasma, ruptura de la membrana citoplasmatica o inactivacién y/o inhibicién de
enzimas celulares. Estos eventos bioldgicos podrian tomar lugar separadamente o
concomitantemente culminando con la inhibicién de la germinacién micelial (Cowan
1999).



1.2. CICLODEXTRINA.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos constituidos por anillos de moléculas de
D (+) glucopiranosa unida entre si, que forman una estructura troncoconica con una
cavidad interior (Fig. 1). Esta cavidad es de naturaleza apolar, mientras que la superficie
de la ciclodextrina es polar debido a que los grupos hidroxilicos se orientan hacia el
exterior. Villiers (1891), define a las ciclodextrinas como moléculas capaces de formar
complejos de inclusion en los que la disposicion espacial desempefia un papel tan
importante como la afinidad quimica por el ingrediente activo apolar capaz de incluirse en
la cavidad de la ciclodextrina.

Esta estructura tnica es capaz de formar un complejo de inclusidn, atrapando por
completo o por parte la molécula huésped que se encuentra dentro de la cavidad,
principalmente por fuerzas Van der Waals, interacciones dipolo-dipolo y por puentes de
hidrogeno (Hedges y otros 1995).

Figura 1. Estructura y geometria de B-ciclodextrina.
Fuente: Kollengode (1997).

1.2.1. Microencapsulacion.

La microencapsulacion de sabores en B-ciclodextrina es uno de los métodos mas
efectivos para protegerlos de la oxidacion, degradacion por calor y evaporacion (Hedges y
otros 1995; Szente y otros 1988; Reineccius y Rish 1986; Pagington 1986). Para que
exista un equilibrio entre la ciclodextrina y la molécula huésped, es necesario un equilibrio
constante que depende de la naturaleza de la ciclodextrina y la molécula huésped, también
de algunos factores como temperatura, nivel de humedad y otros factores del medio.
Generalmente, la presencia de agua y/o altas temperaturas es requerida para liberar las
moléculas huésped en el complejo (Reineccius y Risch 1986).

Yoshii y otros (1998), describen la inclusion de d-limonene dentro de la ciclodextrina
usando bajo contenido de agua, desarrollaron un modelo matematico que podria ser usado
para predecir el grado de inclusion del experimento bajo diferentes condiciones. El mismo



autor también estudidé como algunos solventes como el etanol podrian ser usados en
reemplazo al agua para formar el complejo de inclusiéon con compuestos de pobre
solubilidad en agua.

Bhandari y otros (1998, 1999), compar6é métodos de encapsulacion del aceite de limon
en la B-ciclodextrina, utilizando el método de precipitacion en etanol y secado al vacio.
Goubet y otros (1998), realizaron un estudio detallado de como la retencion cambia de
acuerdo a los compuestos de los diferentes tipos de aromas, la retencion fue influenciada
por el peso molecular, la forma, funcionalidad quimica, polaridad y volatilidad de las
moléculas del huésped. La misma investigacion utilizo varios métodos de espectroscopia
para estudiar directamente la unidon entre B-ciclodextrina y un grupo de compuestos
diferenciado en propiedades fisico-quimicas, como solubilidad en agua.

Otros métodos analiticos han sido utilizados para estudiar la interaccion entre el
huésped y la ciclodextrina. La cromatografia de gases fue usado para valorar la retencion
de diferentes compuestos de funcionalidad quimica diferente en matriz de amilasa,
almidon de maiz, almidoén de trigo y B-ciclodextrina (Delarue y Giampaoli 2000). Caccia
y otros (1998), utiliz6 técnicas analiticas como espectroscopia de RMN, espectroscopia de
masas, y difractrometria por rayos X para caracterizar la estructura del complejo de
inclusion entre B-ciclodextrina y neohesperidina dihidrochalcona, ambos en solucién y en
estado solido. Estos autores demostraron que el anillo terminal de isovainillina ocupaba la
cavidad hidrofobica de la estructura de la ciclodextrina.

1.3. PERDIDAS POSCOSECHA DE FRUTAS Y HORTALIZAS POR
DETERIORO FUNGICO.

Las enfermedades poscosecha de frutas y hortalizas son una de las mayores causas de
pérdidas en la produccion de alimentos en paises desarrollados y subdesarrollados
(Wilson y otros 1994). Segun el Proyecto SICA Banco Mundial (2001), representan de 5 a
25% en paises desarrollados y 20 a 50 % en paises en vias de desarrollo. Para controlar las
enfermedades se recurre principalmente a practicas de manejo durante la cosecha y
poscosecha. También se trata de minimizar la produccion de heridas ya que éstas
constituyen la via de entrada para la mayoria de los patdégenos. Para controlar el desarrollo
de patogenos se recurre entonces a la aplicacion de fungicidas sintéticos, mediante
inmersion o por aspersion (Méndez y Mondino 1999). Estos fungicidas poscosecha esta
siendo objeto de numerosas restricciones en varios paises, debido a la fuerte presion por
parte de los consumidores exigiendo la limitacion del uso de estos productos por razones
toxicologicas y ambientales (Wilson y otros 1994). Esto ha llevado a investigar el uso de
conservadores naturales como aditivos alimentarios, que no afecten la calidad del fruto, al
medio ambiente ni la salud del consumidor



2. INTRODUCCION

El uso de aceites esenciales como un aditivo alimentario ha llamado la atencion de los
investigadores por su poder antimicrobiano. Varios estudios han demostrado que las
esencias de canela, clavo, pimiento morron, tomillo, orégano y romero poseen efecto
inhibitorio fuerte y constante contra varios patdégenos y bacterias que deterioran a los
alimentos (Aureli y otros 1992; Conner 1993).

Segtin la FAO (2006), el aceite de hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) contiene
como componente principal 75-85% de eugenol, con una alta actividad antibacterial, y
contiene 5% de cinamaldehido, el cual contribuye con su cardcter aromatico y
caracteristicas antimicrobianas.

La desventaja de utilizar aceites esenciales es la exposicion directa de volatiles, debido
a que influye sobre la percepcion sensorial del consumidor, de manera que, es necesario
buscar métodos alternativos para que pueda ser utilizado en la industria. En este trabajo se
utiliz6 la microencapsulacion en [-ciclodextrinas que ayuda a garantizar un
enmascaramiento de los compuestos volatiles hasta que se propicie una liberacion
controlada de los compuestos activos y disminuya las caracteristicas que pueda influir
sobre la percepcion del consumidor preservando la capacidad antimicrobiana del aceite
esencial. Ademas estos sistemas de liberacion prolongada presentan otras ventajas, como
conversion de principios activos liquidos en formas solidas més facilmente manipulables y
almacenables, inclusion de principios activos incompatibles en la misma forma de
administracion y proteccion de compuestos labiles frente a la degradacion quimica (Diez y
Herraez 2005). El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto antifingico In Vitro del
aceite esencial de hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) puro y microencapsulado en
B-ciclodextrina contra Alternaria alternata y Botrytis cinerea. Para lograrlo, se elabor6 y
comprob¢ la formacion de complejos entre el aceite de hoja de canela y B-ciclodextrina a
través de espectrofotometria en IR, se analizdé el porcentaje de eugenol (compuesto
antimicrobial) a través de cromatografia de gases y se realizaron ensayos para medir la
actividad antifungica de los mismos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LOCALIZACION DEL ESTUDIO

El estudio se realizo en el Laboratorio de Productos Vegetales Frescos Cortados del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD, AC). Carretera a La
Victoria Km. 0.6, La Victoria Hermosillo, Sonora, México.

3.2. EQUIPO

¢ Balanza Mettler Toledo AG 285

e Horno de conveccion Cole Parmer” Modelo 05015-50
e Desecadores Scienceware Dry-Keeper

e Espectrometro FTIR Nicolet Protégé 460

¢ Cromatografo de gases Varian Modelo GC-3400x

e Detector selectivo de masas Saturn 2100T

¢ Detector de ionizacion de llama (FID)

e Pie de rey

3.3. MATERIALES

e Aislamientos. Se empleo A. alternata, aislada desde tomates maduros con sintomas de
pudricion y B. cinerea de fresa madura con sintomas de pudricion gris. Estos hongos se
conservaron en Medio Agar, Papa, Dextrosa Acidificado (PDA; Difco Laboratorios).

e Antifungicos. Se utilizé el aceite esencial de hoja de canela (W229210) otorgado por
Sigma Aldrich Chemical Company Inc.

e Ciclodextrina. Se emple6 B-ciclodextrina (W402826) otorgado por Sigma Aldrich
Chemical Company Inc.

e Andlisis. Se utilizo etanol (J.T. Baker) para la elaboracion del complejo; y
diclorometano (Sigma Aldrich Chemical Company Inc.) para los analisis
cromatograficos.

e Estandar. Se empled eugenol (Sigma Aldrich Chemical Company Inc.).



3.4. DISENO EXPERIMENTAL

Para el analisis cuantitativo del eugenol en el aceite de canela y en cada complejo (AC:
B-CD) por el cromatografo de gases se establecid un disefio estadistico de DCA (Disefio
completamente al azar) donde se evaluo el aceite puro y los complejos 4: 96, 8:94, 12:88 y
16: 84.

En la comparacion del crecimiento micelial In Vitro de los dos hongos Alternaria
alternata y Botritis cinerea, entre el aceite puro y el complejo, se establecio un disefio
estadistico de BCA (Bloques completos al azar) donde los bloques fueron los hongos. Se
evaluaron dos tratamientos: aceite puro y complejo (AC: B-CD) con la proporcion (16:84).
Se evaluo las concentraciones: 0.01 g/mL, 0.025 g/mL y 0.05 g/mL.

Cuadro 1. Arreglo de parcelas divididas de los tratamientos.

Aceite de hoja de canela

Complejo (AC: B-CD
Tratamientos puro plejo (AC: B-CD)

hongo\ encapsulacion 0.01  0.025 0.05 001  0.025  0.05

(g/mL)
Alternaria alternata Al A2 A3 Al A2 A3
Botritis cinerea Bl B2 B3 B1 B2 B3

Control

3.5. ELABORACION Y COMPROBACION DE LA FORMACION DE
COMPLEJOS.

1. Para la elaboracion de los complejos, se empled el método por precipitacion utilizado

por Reineccius (1989).

1.1 Se disolvi6 15 g de B-ciclodextrina en 150 mL de etanol en agua (1:2) a 55 °C.

1.2 El aceite de canela se disolvid en etanol (10% p/v) y se agreg6 lentamente a la
mezcla de B-ciclodextrina.

1.3 La adicion de la solucion del aceite se realizd a temperatura constante (55 °C) y
con agitacion continua.

1.4 Luego se agito la solucion final durante 4 horas a temperatura ambiente y se la
refriger6 a 4 °C durante 12 horas.

1.5La mezcla se filtr6 para recuperar el complejo de aceite:B-ciclodextrina
precipitado.



1.6 El filtrado se secé en el horno de conveccion a 50 °C durante 24 horas.

1.7 El complejo se coloco en el desecador a 25 °C durante 24 horas para permitir que
se alcance el equilibrio de humedad y se registro el peso.

1.8 Los complejos fueron almacenados a 25 °C en contenedores sellados.

2. Para comprobar la formacion del complejo se utilizé el Espectrometro Nicolet Protégé
460.
2.1.Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un rango de 400 a 4000 cm™ con el
aceite esencial sobre placas de KBr, el complejo solido (16:84) y la B-ciclodextrina
en pastillas de KBr.

3.5.1. Preparacion de las muestras en el cromatdégrafo de gases.

Para la preparacion de las muestras del complejo AC: B-CD, se identificd y cuantificd
el eugenol por método de extraccion de solvente (Padukka y otros 2000) y se analizd
usando un cromatdgrafo de gases Varian Modelo GC-3400 Cx equipado con detector de
masas para identificacion y comparacion con el estandar, la cuantificacion se realizd con
el detector FID. Las condiciones fueron:

e Fase estacionaria: Columna DB — 5 de 30 m, 0.25 mm, 0.25 pum, Agilent®.

e Fase movil (gas de acarreo) Helio.

e Split 1:100.

¢ Flujo: 1 mL/min.

e Temperatura de la columna subid de 50 a 220 °C con una velocidad de 3 °C/min
y se mantuvo por 10 min.

e Temperaturas del detector y del inyector fueron 220 y 290 °C respectivamente.

Extraccion del aceite: La cantidad de aceite en el complejo fue determinado usando el
método de extraccion por solvente (diclorometano), siguiendo el analisis del porcentaje de
eugenol por el espectrometro de masas GC/MS/MS.

1. Se tomd 1 mL de diclorometano en un vial de 5 mL y en otro se diluy6 1 mL de

aceite de hoja de canela en 9 mL de diclorometano. Para el caso de los complejos
AC: B-CD, se mezcl6 0.15-0.20 g con agua destilada (8 mL) y diclorometado (4 mL).

2. Las muestras fueron sonicadas por 30 minutos. La fase organica conteniendo los
compuestos volatiles fue decantada, y la fase acuosa fue extraida con 3 lavados y
sonicados como anteriormente se describio.

3. Se midio el volumen y las muestras fueron inyectadas en el espectrometro de masas
GC/MS/MS. Se calculd la concentracion de eugenol en porcentaje. Se identifico el
eugenol con base en su peso molecular y el estdndar. Los datos cuantitativos se
obtuvieron electronicamente del percentil del 4rea sin el uso de factores de
correccion.



3.6. EVALUACION DEL EFECTO ANTIFUNGICO IN VITRO CON
ALTERNARIA ALTERNATA'Y BOTRYTIS CINEREA.

1. Los tratamientos fueron concentraciones de 0.01 mg/mL, 0.025 mg/mL, 0.05 mg/mL
para el complejo que presentd la mayor concentracion de eugenol y el aceite puro para
un total de 12 tratamientos mas los controles del hongo sin aceite (con el medio
unicamente).

2. Se mezclaron los tratamientos con 200mL del medio agar, papa, dextrosa acidificado.

3. La mezcla fue a 45 °C con agitacion permanente, la misma que se colocd en placas
Petri.

4. Una vez solidificado el medio se sembro el hongo en el centro de la superficie del agar
con un asa estéril.

5. Posteriormente, los medios de cultivo inoculados se incubaron a temperatura ambiente,
se realizd la mediciones a las 48 horas. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

6. El diametro de los hongos cultivados bajo la presencia del complejo o aceite se
compar6 con el crecimiento de un control sin complejo o aceite, el crecimiento micelial
se expresa en mm de didmetro de la colonia.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO.

E1 estudio estadistico se realizo en dos fases:

a) Formacion del complejo de aceite de canela en matriz de B-ciclodextrina.

Se realizaron andlisis descriptivos de espectros de IR, deteccion de la presencia de
volatiles en el aceite antes y después de microencapsular en matriz de B-ciclodextrina.
Para el andlisis cuantitativo de eugenol se realizo un andlisis de varianza (ANDEVA, por
sus siglas en inglés), para evaluar si existian o no diferencias en el porcentaje de eugenol.
La separacion de medias se realizdo por la prueba DUNCAN (p < 0.05). El andlisis
estadistico se realizd por medio del programa estadistico. “Statiscal Analisis System”
(SAS ®v9. 1.2, 2004).

b) Comparacion del crecimiento micelial In Vitro de los hongos Alternaria alternata y
Botritis cinerea, en el aceite puro y el complejo.

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA, por sus siglas en inglés), para evaluar si
existian o no diferencias en el crecimiento micelial. La separacion de medias se realizé por
la prueba DUNCAN (p < 0.05). El analisis estadistico se realizé por medio del programa
estadistico. “Statiscal Analisis System” (SAS®v9. 1. 2, 2004).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RECUPERACION DEL COMPLEJO AC: p-CD EN FORMA DE SOLIDOS.

Para la formacién del complejo se empled el método por precipitacion utilizado por
Reineccius (1989). La recuperacion del complejo del aceite de hoja de canela en B-
ciclodextrina (AC: B-CD) se presenta en la Cuadro 2 como datos de referencia. Los
factores que pudieron afectar el porcentaje de recuperacion se encuentran: residuos de
aceite de hoja de canela y ciclodextrina en la solucion después de la precipitacion del
complejo y volatilizacion de los componentes del aceite esencial durante el proceso. Para
las proporciones mas altas, una cantidad del aceite de hoja de canela pudo no ser incluido
en el interior de la B-ciclodextrina. Sin embargo, para las proporciones bajas aseguran una
mayor absorcion de sus componentes en la matriz de ciclodextrina que para el caso de las
proporciones altas, estas alcanzaron a saturar la matriz, ocupando todas las posibles
regiones de union.

Cuadro 2. Porcentaje de recuperacion del complejo solido (AC: -CD) en diferentes
proporciones.

Inicial Final
Tratamientos AC B-CD tedrico recuperado Recuperacién®
(Proporciones
de (e @ AC + p-CD AC: B-CD (%)

ACy B-CD) (4] (4]

(4: 96) 0.625 15 15.625 15.2797 97.79

(8:92) 1.3043 15 16.3043 16.0909 98.69

(12: 88) 2.045 15 17.045 16.5399 97.04

(16: 84) 2.8571 15 17.8571 16.4631 92.19

* Diferencia entre el peso final recuperado y el peso inicial de la suma tedrica de la
cantidad de aceite de hoja de canela (AC) més la cantidad de B-ciclodextrina (3-CD).

4.2. ANALISIS DE INFRARROJO

Los espectros IR se obtuvieron en un rango de 400 a 4000 cm™ con el aceite esencial
sobre placas de KBr, el complejo s6lido y la B-ciclodextrina en pastillas de KBr. Los
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espectros del aceite esencial, B-ciclodextrina, mezcla fisica y el complejo de inclusion se
pueden comparar en el Anexo 1, 2,3y 4.

Los espectros de la B-ciclodextrina presentaron una larga banda entre 3268 y 3517 cm ™'
que corresponde a los grupos O-H y la banda 2934 cm ™' que corresponde a los grupos
CH,. En el complejo solido AC: B-CD, la banda 1515cm™, caracteristico de los
aromaticos, por su anillo terminal, presentaron menor intensidad a lo que se observo en la
mezcla fisica, demostrando que estos grupos funcionales tuvieron una mayor interaccion
en el complejo que en la mezcla fisica al igual que las bandas 1614cm™, 1640cm™,
1724cm™ pertenecientes a los grupos C=C. Esto podria demostrar que el anillo terminal de
eugenol ocupd la cavidad hidrofébica de la B-ciclodextrina, lo cual se puede comparar con
la investigacion de Caccia (1998), segiin afirm6 que el anillo terminal de isovainillina,
estructura muy similar al eugenol, ocupaba la cavidad hidrofébica de B-ciclodextrina. Por
lo tanto, debido a la naturaleza de los componentes del aceite de hoja de canela que
interaccionan con la B-ciclodextrina las principales interacciones que existe son fuerzas de
Van der Waals.

4.3. ANALISIS TOTAL DE EUGENOL EN EL ACEITE Y COMPLEJO USANDO
CROMATOGRAFIA DE GASES.

En este estudio se utilizd el método de Padukka y otros (2000). Los anexos 6, 7 y 8
presentan cromatogramas del estdndar de eugenol, del aceite puro y la diferencia entre el
aceite puro y el complejo.

Para calcular el porcentaje de eugenol se utilizd el estandar de Sigma Aldrich
Chemical Company Inc. (Cuadro 3), del cual se calcul6 una ecuacion para conocer la
cantidad de eugenol en cada muestra (Ecuacioén 1).
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Cuadro 3. Calculo de la curva estandar utilizada para la cuantificacion
cromatografica de eugenol.

Eugenol (ug/mL) Area (pA) RF
1.2353 9 7.29
1.2353 10 8.10
12.353 93 7.53
12.353 95 7.69
123.53 962 7.79
123.53 986 7.98
494.12 3600 7.29
494.12 3542 7.17
705.9 4949 7.01
705.9 5241 7.42
1008.42 7349 7.29
1008.42 7059 7.00
1440.6 11171 7.75
1440.6 10542 7.32
2058 15214 7.39
2058 15142 7.36
Media 7.46
Desviacion estandar 0.32
% CV 4.31

y =7.4079x - 34.553
R?=0.9983

Ecuacién 1. Regresion lineal entre el Area (y) y la cantidad de Eugenol (x).
En el Cuadro 4 se puede observar los porcentajes de eugenol del aceite puro y por cada

complejo en B-ciclodextrina que se obtuvieron por el método de extraccion por solvente
(Padukka y otros 2000).

Cuadro 4. Porcentaje de eugenol por cada tratamiento.*

Tratamientos % de Eugenol
AC 78.30°
16:84 4.99°
12:88 439°
8:92 3.10°
4:96 2.73¢

*Promedio con literales diferentes son estadisticamente diferentes (P<0.05).
Aceite de hoja de canela (AC)



12

El porcentaje de eugenol que se encontr6 en el aceite de hoja de canela fue
aproximadamente 78%, lo que confirma que se encuentra dentro del rango (75-85%)
establecido por la FAO (2006), y existio diferencia significativa (P<0.05) en comparacion
a los complejos. Para los complejos con B-ciclodextrina el porcentaje de eugenol vari6
significativamente (P<0.05), siendo menor estos dos ultimos tratamientos. Esto confirma
que las moléculas volatiles del aceite podrian ser incluidas dentro de las moléculas de -
ciclodextrina (Pagington 1986). En el trabajo de Reineccius y otros (2002), que confirma
que el isoeugenol tiene 0% de retencion en la B-ciclodextrina, mientras que Kollengode y
Hanna (1997), confirma que el eugenol tiene 100% de retencion en la B-ciclodextrina,
estos resultados varian de acuerdo al método de formacion del complejo utilizado por cada
investigador.

4.4. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA.

En este estudio se utiliz6 el complejo con mayor porcentaje de eugenol en la
formulacion (16:84) y los tratamientos fueron:
e Controles (hongos sin aplicacion)
Alternaria alternata con aceite puro.
Botrytis cinerea con aceite puro.
Alternaria alternata con el complejo AC: B-CD.
Botrytis cinerea con el complejo AC: B-CD.

El crecimiento micelial en el aceite de hoja de canela puro fue nulo y existi6 diferencia
significativa (P<0.05) en comparacion al complejo, debido a una mayor cantidad e
interaccion de los compuestos volatiles (Cuadro 5). Existio una diferencia significativa
(P<0.05) entre Alternaria alternata y Botritis cinerea, demostrando mayor poder de
inhibicion en Botritis cinerea. Para los complejos existid una diferencia significativa
(P<0.05), demostrando que la mayor concentracion del tratamiento no permitid el
crecimiento de los hongos. Segin reportdé Goubran y otros (1993), el cinamaldehido,
linalool, eugenol y 1,8 cineol son componentes activos que ayudan a inhibir el crecimiento
de Monilia, Botrytis y Mucor. Esto se debe segin Dormanm y otros (2000), a que los
aldehidos poseen actividad antimicrobial a través del grupo aldehido conjugado, por su
doble union C=C es altamente electronegativo y pueden interferir en el proceso biologico
que involucra la transferencia de electrones, que reaccionan con el nitrogeno en las
proteinas y acidos nucleicos, por lo tanto inhiben el crecimiento del hongo.
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Cuadro 5. Efecto del aceite puro y del complejo AC: B-CD sobre el crecimiento
micelial (mm) In Vitro de Alternaria alternata y Botrytis cinerea.*

AC:B-CD (g/mL) AC (g/mL)
Hongos Control 0.01 0.025 0.05 0.01 0.025 0.05
Alternaria
alternata 5.5° 2.6° 2.5° 0° 0° 0° 0°
Botrytis
cinerea 2.5% 0° 0° 0° 0° 0° 0°

*Promedio con distinta letra en cada fila son estadisticamente diferentes (P<0.05).
AC: B-CD = Complejo (16:84) del aceite de hoja de canela y B-ciclodextrina.
AC = Aceite de hoja de canela.



5. CONCLUSIONES

Se logré6 comprobar la formacion del complejo entre el aceite de hoja de canela y la -
ciclodextrina (AC: B-CD).

La técnica de cromatografia de gases determind que la concentracion de eugenol en el
aceite de hoja de canela fue 78%, por lo que se puede declarar que se encuentra dentro del

rango establecido por la FAO (2006).

Se obtuvo una menor concentracion de eugenol en los complejos microencapsulados en 3-
ciclodextrina en un rango de 4.99% a 2.73% comparado con el aceite puro (P<0.05).

El aceite puro presenté mayor efecto inhibidor el analisis antifingico.

El mayor efecto inhibidor sobre Alternaria alternata fue la concentracion de 0.05 g/mL
del complejo (AC: B-CD).

El aceite de hoja de canela puro y el complejo obtuvieron mayor poder de inhibicion en
contra de Botrytis cinerea comparado a Alternaria alternata..



6. RECOMENDACIONES

Realizar secado al vacio para elaborar el complejo (AC: B-CD) y comparar con este
estudio.

Realizar la evaluacion antiftingica del complejo (AC: B-CD) sobre frutas y/o vegetales
frescos.

Realizar andlisis para evaluar el comportamiento del complejo a diferentes humedades
relativas y tiempo.
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Anexo 1. Espectros IR de aceite de hoja de canela.
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Anexo 2. Espectros IR de B-ciclodextrina.
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Anexo 3. Espectros IR de la mezcla fisica entre aceite puro y p-ciclodextrina.
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Anexo 4. Espectros IR del complejo de inclusion AC: B-CD.
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Anexo 5. Espectro IR y estructura quimica de eugenol.
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Anexo 6. Cromatograma del estdndar de eugenol.
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Anexo 7. Cromotograma y porcentaje de eugenol en el aceite esencial puro.
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1020 5934 805.7010759 78.99
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1020 5807 788.5572159 77.31




28

Anexo 8. Cromatoégrama de compuestos volatiles antes (a) y después (b) de la
microencapsulacion en B-CD. 1: cinamaldehido, 2: eugenol, 3: copaeno, 4: pB-
caryophylleno
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