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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion resalta la importancia de emplear alternativas naturales, como
los extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum) en el
control de hongos patdgenos y filamentosos debido a su reconocido potencial antifingico.
Estos extractos contienen compuestos bioactivos como cinamaldehido y eugenol, que afectan
la integridad de la membrana y la pared celular de los hongos, alterando procesos esenciales
para su crecimiento y supervivencia, lo que los convierte en opciones sostenibles frente a
antifungicos sintéticos. Para evaluar su efectividad se obtuvieron extractos mediante métodos
Soxhlet e hidroalcohdlico, garantizando un adecuado rendimiento y preservacion de los
metabolitos activos. Posteriormente, se determind la actividad antifiingica utilizando
microplacas de noventa y seis pocillos, donde se visualizo la inhibicioén del crecimiento de
Candida albicans, Fusarium sp. y Aspergillus sp. a diferentes concentraciones, permitiendo
establecer tanto la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) como la Concentracién Minima
Fungicida (CMF) de manera precisa. Los resultados mostraron que los extractos concentrados
lograron inhibir significativamente el crecimiento de los hongos evaluados, con variaciones
dependientes de la especie y del método de extraccion utilizado, evidenciando que tanto la
composicion quimica como la técnica de obtencion influyen directamente en la actividad

antifiingica.

Palabras claves: Extractos naturales; actividad antifungica; canela; clavo de olor;

concentracion minima inhibitoria; concentracion minima fungicida.
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ABSTRACT

This research highlights the importance of using natural alternatives, such as cinnamon
(Cinnamomum verum) and clove (Syzygium aromaticum) extracts, for the control of
pathogenic and filamentous fungi due to their well-recognized antifungal potential. These
extracts contain bioactive compounds, such as cinnamaldehyde and eugenol, which affect the
integrity of fungal cell membranes and walls, disrupting essential processes for their growth
and survival, making them sustainable options compared to synthetic antifungals. To evaluate
their effectiveness, extracts were obtained using Soxhlet and hydroalcoholic methods, ensuring
adequate yield and preservation of active metabolites. Subsequently, antifungal activity was
assessed using ninety-six well microplates, where the inhibition of Candida albicans, Fusarium
sp., and Aspergillus sp. growth was observed at different concentrations, allowing for the
precise determination of both the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Fungicidal Concentration (MFC). The results demonstrated that the concentrated extracts
significantly inhibited the growth of the evaluated fungi, with variations depending on the
species and the extraction method used, evidencing that both chemical composition and

extraction technique directly influence antifungal activity.

Keywords: Natural extracts; antifungal activity; cinnamon; clove; minimum inhibitory

concentration; minimum fungicidal concentration.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion del problema

La seguridad alimentaria, la agricultura y la salud humana se ven afectadas por el
aumento de las infecciones causadas por hongos patogenos. Los antifingicos sintéticos
tradicionales han perdido eficacia frente a cepas patdogenas cada vez mas resistentes (Xu, 2022).
Ante esta problematica, surge la necesidad de buscar alternativas mas eficientes, seguras y
sostenibles, debido a que algunos antifingicos actuales pueden generar efectos secundarios

adversos y poner en riesgo el medio ambiente.

En este contexto, los extractos de plantas aromaticas representan una alternativa con
gran potencial, debido a la presencia de componentes bioactivos con propiedades antifingicas,
antimicrobianas y metabdlicas. Sin embargo, su uso a gran escala esta limitado por la falta de
estandarizacion, evaluacion y formulacion (Nazzaro et al., 2017). Por ello, a pesar de los
resultados favorables obtenidos en condiciones de laboratorio, para su aplicacion practica a
escala piloto e industrial atn falta establecer parametros claros de actividad antifungica y
formulaciones estables basadas en estos extractos. Segun De Sousa et al. (2024) y Silva et al.
(2017), los extractos de clavo de olor (Syzygium aromaticum) presentan un alto contenido de
eugenol, compuesto al que se le atribuye una elevada capacidad antifungica frente a cepas de
hongos patogenos, destacando su actividad contra especies de Candida sp. Ademas, los
extractos de canela (Cinnamomum verum) contienen altos niveles de cinamaldehido,
componente importante en la inhibicion del crecimiento de hongos filamentosos como
Aspergillus sp. y Fusarium sp. (El Atki et al., 2019; Wisal et al., 2018). A pesar de las
investigaciones cientificas realizadas hasta la fecha sobre el uso de estas matrices vegetales,
aun existen variaciones en los valores reportados de Concentraciéon Minima Fungicida (CMF)
y Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los extractos. Estas diferencias pueden deberse
a factores como el método de extraccion, el solvente utilizado y la calidad de la materia prima
(Tariq et al.,, 2019). Para superar estas inconsistencias, es necesario seguir protocolos

estandarizados que permitan comparar los resultados de una manera segura y fiable.



Este proyecto parte de la necesidad de evaluar y determinar la CMI y la CMF de los
extractos de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum verum) frente a
cepas de Candida sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp. Ademads, se formularon emulsiones para
evaluar tanto sus propiedades organolépticas como su eficacia antifingica. Con este trabajo se
busca contribuir al desarrollo de alternativas naturales que permitan reducir la dependencia de
los antifingicos sintéticos, sentando una base cientifica para futuras aplicaciones en el &mbito

de la salud, la agroindustria y la conservacion de alimentos.

1.1.2. Extractos vegetales con potencial antifiingico

1.1.2.1.Contexto actual del uso de extractos naturales frente a infecciones fungicas

Las infecciones por hongos representan una problematica creciente a nivel mundial, ya
que ponen en riesgo la seguridad alimentaria y la salud humana. Los antifungicos sintéticos se
han visto limitados por la presencia de cepas cada vez mas resistentes, lo que evidencia la
necesidad de buscar alternativas seguras y amigables con el medio ambiente (Xu, 2022). Frente
a esta problematica, surgen las matrices vegetales de canela y clavo de olor como fuentes
naturales de compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas y antifungicas (Nazzaro
et al., 2017). En la actualidad, ha aumentado el interés por buscar soluciones frente a la
resistencia a los antifingicos mediante compuestos de origen natural, con el fin de combatir
microorganismos patdégenos que afectan la seguridad de la agricultura, la alimentacion y la
salud. Segun Tariq et al. (2019), América Latina posee una amplia diversidad geogréfica y
bioldgica, lo que permite el desarrollo de bioproductos sostenibles con gran potencial en la
industria de la salud y la agricultura. También se destaca la variedad de regiones que permiten
el cultivo de matrices vegetales como la canela (Cinnamomum verum) y el clavo de olor
(Syzygium aromaticum), las cuales han sido utilizadas tradicionalmente durante generaciones.

Ademas, estas plantas poseen actividad antifungica demostrada en investigaciones cientificas.
1.1.2.2. Riesgos de los hongos en salud, agricultura y seguridad alimentaria

En la actualidad, los hongos representan un riesgo creciente para la salud humana, la
agricultura y la seguridad alimentaria. Las infecciones causadas por hongos han sido
subestimadas; sin embargo, son responsables de aproximadamente 1,5 millones de muertes,
segin la World Health Organization (2022). A nivel global, las infecciones fungicas ponen
en riesgo la salud de la poblacidn, especialmente en pacientes con el sistema inmunitario
debilitado, entre ellos personas con VIH/sida, diabetes, desnutriciéon y cancer. En el dmbito

agricola, los hongos filamentosos ocasionan pérdidas econémicas millonarias y comprometen
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la seguridad alimentaria de la poblacioén. Los cultivos que presentan mayores porcentajes de
pérdidas a nivel mundial son el trigo con 21,5 %, arroz con 30,3 %, maiz con 22,6 %, papa con
17,2 % y soya con 21,4 % (Ristaino et al., 2021). Segiin Fisher et al. (2024), el 20 % del
rendimiento agricola total se ve afectado por la presencia de hongos fitopatogenos; ademas,

estos generan aproximadamente un 10 % de pérdidas en postcosecha.
1.1.2.3. Resistencia a los antifungicos convencionales

Las infecciones invasivas causadas por hongos se han convertido en una amenaza para
la salud publica, debido a la creciente resistencia y adaptacion a los antiflingicos sintéticos
convencionales. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destaca varias especies fungicas
de importancia clinica, como Aspergillus fumigatus, Candida albicans y Candida auris. Estas
especies son responsables de infecciones invasivas y fueron incluidas en la lista de patdgenos
fungicos prioritarios por su alta resistencia y capacidad de propagacion. Segin la OMS (2022),
se evidencia la necesidad de ampliar las investigaciones y desarrollar nuevos tratamientos para
combatir los hongos patogenos. Una de las especies fungicas mas problematicas para la salud
humana es Aspergillus fumigatus, la cual ha desarrollado resistencia a los antifingicos
convencionales y posee la capacidad de infectar a humanos; por ello, representa un problema

que debe abordarse desde el enfoque One Health (Fisher et al., 2022).
1.1.2.4. Uso de los extractos de plantas aromaticas como alternativa sostenible

Una de las alternativas sostenibles para el control de hongos filamentosos y patogenos
es el uso de extractos naturales obtenidos a partir de matrices vegetales aromaticas, como la
canela (Cinnamomum verum) y el clavo de olor (Syzygium aromaticum), especies que
presentan menor riesgo ambiental, son biodegradables y tienen origen natural (Singh et al.,
2021). Los extractos naturales presentan menor riesgo para la salud humana; ademas, poseen
actividad bioldgica y antifingica, lo que facilita su aplicacién frente a hongos patdogenos
(Leiva-Mora et al., 2025). La FAO ha publicado diversos documentos sobre el uso de agentes
botanicos, bioplaguicidas y productos medicinales, lo que resalta el interés creciente en el
empleo de productos naturales para el tratamiento de enfermedades y el control de plagas

(Food and Agriculture Organization [FAO], 2024).
1.1.2.5. Relevancia de la canela y el clavo de olor en investigaciones

La canela (Cinnamomum verum) y el clavo de olor (Syzygium aromaticum) han

adquirido una importancia creciente dentro de las investigaciones microbiologicas,



micoldgicas, farmacoldgicas y agroindustriales, debido a su composicion rica en compuestos
bioactivos y metabolitos secundarios con actividad bioldgica (Nazzaro et al., 2017). Ambas
matrices vegetales se caracterizan por contener compuestos fendlicos y aceites esenciales, lo
que las convierte en alternativas naturales de interés frente al uso de agentes antimicrobianos
sintéticos. En el caso de la canela, se ha reportado que sus principales compuestos bioactivos
incluyen cinamaldehido, eugenol, acetato de cinamilo, 4cido cindmico y [-cariofileno, los
cuales se han vinculado con diversas actividades farmacologicas y antimicrobianas (Singh et
al., 2021). Por su parte, el clavo de olor destaca por su alto contenido de eugenol, compuesto
fenolico que ha sido relacionado con efectos antimicrobianos y antifingicos (Sernaité et al.,
2020). Diversos estudios comparativos han demostrado que el clavo de olor y la canela
presentan actividad frente a hongos y bacterias, lo que refuerza su utilidad como fuentes de

compuestos bioactivos aplicables en el control microbiano.

Tabla 1

Caracteristicas morfologicas de canela y clavo de olor.

Caracteristicas Especies vegetales
Canela Clavo de olor

Nombre Cinnamomum verum Syzygium aromaticum

cientifico

Tamafo Arbol perenne que puede Arbol perenne de crecimiento
alcanzar entre 10 y 1S m de lento que puede alcanzar
altura en condiciones aproximadamente 8 a 12 m de
naturales. altura.

Hojas Hojas simples, opuestas o Hojas simples, opuestas,
subopuestas, color verde lanceoladas, brillantes, de color
brillante, aromaticas y con verde oscuro y con aroma
nervaduras marcadas. caracteristico




Flores Flores pequefias, de color Flores pequefias agrupadas en
blanco amarillento o verdoso  racimos terminales; los botones
florales son de color rosado.
Tallos Tallo lefioso con corteza Tallo lefioso, ramificado vy
aromatica; la corteza interna aromatico
es la parte mas utilizada como
especia.
Frutos Fruto tipo baya pequefia, de Fruto tipo baya alargada, rojiza a

color oscuro o negro al purpura al madurar

madurar.

Imagen

Nota. La presenta tabla compara las principales caracteristicas fisiologicas de las especies.
Adaptado de: (Ravindran, 2004).

La relevancia de estas dos especias también se relaciona con su posible aplicacion en
el control de hongos fitopatdogenos y contaminantes alimentarios. Hongos como Aspergillus
sp., Fusarium sp. y Candida sp. representan un problema importante debido a su capacidad de

afectar cultivos, alimentos almacenados y en algunos casos, la salud humana.

1.1.3 Fundamento fitoquimico de los extractos vegetales

1.1.3.1. Metabolitos secundarios presentes en plantas aromaticas

Las plantas aromaticas, como la canela y el clavo de olor, presentan en su composicion

metabolitos secundarios, fenoles, terpenos y diversos compuestos bioactivos que pueden ser



recuperados mediante procesos de extraccion. Segin Bakkali et al. (2008), los extractos de
plantas son mezclas complejas de diversos compuestos que les confieren propiedades y
caracteristicas bioldgicas, como el aroma y la actividad antimicrobiana. Entre estas matrices
vegetales se destacan la canela (Cinnamomum verum) y el clavo de olor (Syzygium
aromaticum), debido a la presencia de compuestos bioactivos con efectos antimicrobianos,

antifungicos, antioxidantes y terapéuticos (Bibow et al., 2024).
1.1.3.2. Composicion quimica del extracto de canela (Cinnamomum verum)

El extracto de canela (Cinnamomum verum) contiene diferentes componentes
bioactivos, entre los que se destaca el cinamaldehido por su actividad antifiungica. Este
compuesto puede encontrarse en la corteza de canela en una proporcidén aproximada entre el
65 % y el 85 % de su composicion total (El Atki et al., 2019). Entre otros componentes
importantes se destacan el acetato de cinamilo, el linalool y el B-cariofileno, compuestos
asociados con una importante actividad bioldgica. Segiin Wisal (2018), los componentes
bioactivos y metabolitos secundarios pueden variar en su composicion dependiendo de la
especie vegetal y de las condiciones de cultivo de la canela. Ademas, el método de extraccion,
el solvente utilizado y la temperatura pueden afectar los metabolitos que se recuperan durante

el proceso.
1.1.3.3. Composicion quimica del extracto de clavo de olor (Syzygium aromaticum)

El extracto de canela (Cinnamomum verum) contiene diversos componentes bioactivos,
entre los que sobresale el cinamaldehido por su actividad antifungica. Este compuesto puede
encontrarse en la corteza de canela en una proporcion aproximada de entre el 65 % y el 85 %
de su composicion total (El Atki et al.,, 2019). Asimismo, se han identificado otros
componentes importantes, como el acetato de cinamilo, el linalool y el B-cariofileno,
compuestos asociados con una importante actividad bioldgica. Segun Wisal (2018), la
composicion de los metabolitos secundarios puede variar dependiendo de la especie vegetal y

de las condiciones de cultivo de la canela.

1.1.4. Mecanismos de accion antifingica de los extractos vegetales
1.1.4.1. Alteracion de la membrana celular fungica
El principal mecanismo de accion antifingica asociado con el uso de extractos de

plantas aromaticas es la alteracion de la membrana plasmatica. Esta estructura celular cumple

funciones vitales para la célula fingica, ya que se encarga del transporte de nutrientes, del



equilibrio osmoético y de la participacidon en procesos metabolicos relacionados con el
crecimiento (Mani-Lépez et al., 2021). Muchos compuestos presentes en los aceites esenciales
y extractos vegetales son lipofilicos, por lo que pueden insertarse en la bicapa lipidica y
modificar su permeabilidad y estabilidad funcional. En los hongos, el ergosterol es un
componente fundamental de la membrana plasmatica; por ello, su reduccion o alteracion puede
afectar directamente la integridad de la membrana y provocar dafio celular (Nazzaro et al.,
2017). En el caso del eugenol, principal compuesto bioactivo del clavo de olor se ha reportado
que puede unirse a la membrana celular de Candida sp., disminuir la biosintesis de ergosterol
y generar daflo tanto en la membrana como en la pared celular. Asimismo, el cinamaldehido,
compuesto caracteristico de la canela, ha mostrado efectos sobre hongos fitopatdgenos
(Didehdar et al., 2022). En diversos estudios se ha observado que el tratamiento con
cinamaldehido provoca cambios morfologicos evidentes en la pared y membrana celular, lo
que demuestra su capacidad para inhibir el crecimiento y comprometer la supervivencia

fungica.
1.1.4.2. Inhibicion de enzimas relacionadas con la pared celular

La pared celular fungica es una estructura rigida y dinamica compuesta principalmente
por quitina, B-glucanos, proteinas y lipidos (Mani-Ldpez et al., 2021). Esta pared protege a la
c¢lula, mantiene su forma y contribuye a su estabilidad estructural. Las enzimas relacionadas
con la sintesis de quitina y -1,3-glucano son esenciales para la formacion y el mantenimiento
de la pared fungica (Curto et al., 2021). Algunos productos naturales han sido estudiados por
su capacidad para interferir con el glucano sintasa y la quitina sintasa, enzimas involucradas en
la sintesis de los principales polisacaridos estructurales de la pared celular. En el caso de los
aceites esenciales y extractos vegetales, la alteracion de la pared celular puede evidenciarse
mediante cambios morfologicos observados por microscopia, liberaciéon de enzimas o
modificaciones en la expresion de genes asociados con la pared celular. En compuestos como
el eugenol, se ha reportado dafio sobre la pared celular de Candida albicans, asociado con la
reduccion de ergosterol y alteraciones estructurales observadas por microscopia (Didehdar et

al., 2022).
1.1.4.3. Estrés oxidativo y alteraciones mitocondriales

Los extractos vegetales pueden inducir estrés oxidativo. Este proceso ocurre cuando
aumenta la produccion de especies reactivas de oxigeno, conocidas como ROS, y la célula no

logra neutralizarlas mediante sus sistemas antioxidantes (Yaakoub et al., 2022). En los hongos,



el exceso de ROS puede dafiar lipidos, proteinas y ADN, lo que genera alteraciones metabdlicas
que pueden conducir a la muerte celular. Las mitocondrias constituyen uno de los principales
blancos de este proceso antifingico, ya que participan en la produccion de energia mediante la
generacion de ATP (Mani-Lopez et al. 2021). Algunos componentes de los aceites esenciales
pueden atravesar la pared celular y la membrana plasmatica, afectando bombas de protones,
reduciendo las reservas de ATP, modificando la permeabilidad mitocondrial y desencadenando

procesos de muerte celular por apoptosis o necrosis.
1.1.4.4. Inhibicion de la morfogénesis y virulencia fiingica

La morfogénesis fungica se refiere a la capacidad de ciertos hongos para cambiar de
forma durante su desarrollo. Los aceites esenciales de canela y clavo de olor han demostrado
capacidad para inhibir factores de virulencia en Candida albicans (Shahina et al., 2022). Los
aceites de canela y clavo, tanto de manera individual como en combinacidn, pueden afectar la
virulencia de hongos patdgenos al inhibir estructuras relacionadas con el crecimiento hifal y
micelial. El eugenol también ha sido asociado con la reduccion de la formacion de tubos
germinales y la adhesion celular. Estos procesos son clave para la colonizacion y supervivencia
del hongo, especialmente en superficies bioldgicas y materiales médicos. En el caso de la
canela, compuestos como el cinamaldehido también han sido relacionados con la reducciéon de
factores de virulencia, incluyendo la formacion de tubos germinales, la adhesion celular y la

actividad de enzimas extracelulares, como las fosfolipasas (D’Agostino et al., 2019).

1.1.5. Tecnologias para la obtencion y evaluacion de extractos antifingicos

1.15.1 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion de metabolitos a partir de especies vegetales constituye una etapa critica
para la obtencion de extractos con potencial antifungico. En especies como la canela
(Cinnamomum verum.) y el clavo de olor (Syzygium aromaticum), se han identificado
compuestos fendlicos y volatiles responsables de diversas actividades bioldgicas (El Atki,
2019). La eficiencia de la recuperacion de extractos depende del método de extraccion, la
temperatura y la polaridad del solvente (Azmir et al., 2013). Ademas, esto esta directamente

relacionado con la calidad del extracto obtenido.

1.1.5.2. Extraccion hidroalcohdlica por maceracion



La extraccion hidroalcoholica por maceracion se fundamenta en el uso de mezclas de
solventes y agua, con polaridad media que permita la solubilizacion eficiente de compuestos
polares y semipolares, como flavonoides y fendlicos presentes es plantas (Azwanida, 2015).
Esta técnica debe realizarse a temperatura ambiente, lo que reduce la degradacion de

metabolitos termosensibles y volatiles.

1.1.5.3. Método de extraccion Soxhlet

La extraccién Soxhlet es una técnica convencional que opera mediante la recirculacion
continua de solvente caliente, favoreciendo una extraccion mdas exhaustiva de compuestos
menos polares presentes en las especies vegetal (Montiel et al., 2023). Aunque el uso
prolongado de temperaturas elevadas puede generar degradacion de compuestos y metabolitos
sensibles, su aplicacion y rendimiento permite optimizar el aprovechamiento del residuo

vegetal permitiendo recuperar extractos mas complejos.

1.1.5.4. Factores que afectan el rendimiento y calidad del extracto

Uno de los principales problemas identificados en la revision de la literatura es que no
existe una metodologia completamente estandarizada para evaluar la actividad antifungica. Los
valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Fungicida
(CMF) reportados para los mismos extractos vegetales presentan una amplia variabilidad,
incluso cuando se evaluan frente a cepas similares (Tariq et al., 2019). Estas inconsistencias
se deben a varios factores que dificultan la comparacion de resultados entre estudios. Por un
lado, los métodos de extraccion utilizados son distintos; ademads, la pureza y el origen de los
extractos no siempre son los mismos. Las técnicas de evaluacion tampoco son uniformes, ya
que algunos investigadores emplean difusion en agar, mientras que otros prefieren la

microdilucion en caldo (Shahina et al., 2022).
1.1.5.5. Técnicas de evaluacion de la actividad antifiingica

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para hongos
filamentosos patogenos y levaduras se realiza en microplacas de 96 pocillos, debido a la
limitada difusion de algunos extractos de matrices vegetales, como la canela y el clavo de olor,
en medios solidos (Long et al., 2024). La resazurina es un indicador metabdlico utilizado para
identificar la presencia o ausencia de crecimiento microbiano, incluido el fungico. Este

indicador funciona mediante un cambio de color de azul a rosado o rojo. El método permite



determinar el crecimiento de forma rapida, ya que la resazurina permanece azul cuando no
existe actividad metabdlica y cambia a rosado cuando hay actividad metabolica, lo que indica
crecimiento microbiano (Hong et al., 2023). Ademas, este método es sensible para evaluar la
actividad fingica frente a diversas sustancias complejas, como medios de cultivo y extractos

con actividad bioactiva.

1.1.6. Formulacion de emulsiones Yy estabilidad de extractos antifingicos

1.1.6.1. Emulsiones y nanoemulsiones como sistemas de liberacion

Los extractos de plantas aromaticas tienen diferentes caracteristicas bioactivas en las
que se destacan antioxidantes, antimicrobianas y antifingicas, para mejorar la aplicacion de
estos extractos se utiliza las emulsiones y las nanoemulsiones generalmente aceite en agua que
ayuda a aumentar la eficiencia y estabilidad. Las nanoemulsiones reducen la volatilizacion de
compuestos y la coalescencia, debido al tamafo de la gota es menor a 200 nandometros en la
emulsion. Esto permite la mejor liberacion e interaccion con las membranas fungicas
potenciado la actividad bioactiva de los extractos. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que
la estabilidad de las emulsiones dependera del tensoactivo y la formulacion de esta. Segin
Flekka et al. (2024), una buena emulsion se puede conservar alrededor de 60 dias sin perder

propiedades bioactivas y fingicas en refrigeracion.

1.1.6.2. Actividad antifungica de canela y clavo Investigaciones sobre estabilidad de

emulsiones con extractos.

Los hongos filamentosos, como Penicillium expansum, pueden ser inhibidos con una
efectividad del 80 % al 90 % mediante compuestos como el cinamaldehido, obtenido del
extracto de canela (Long et al., 2024). Segun diversas investigaciones, esto se debe a que esta
matriz vegetal posee una importante actividad bioactiva. Para Valkova et al. (2022), dicha
actividad esté relacionada con la capacidad de los compuestos bioactivos para permeabilizar la
pared celular e inhibir reacciones metabdlicas vitales. Ademas, se debe tener en cuenta que el
método de extraccion, la temperatura, el tiempo y la matriz vegetal pueden afectar las

propiedades antifiingicas y disminuir su efectividad.

El clavo de olor presenta un alto contenido de eugenol, compuesto con caracteristicas
antifiingicas utiles frente a cepas clinicas de interés. Ademas, se ha determinado que los valores
de CMI son de 0,25 y 0,2 mg/mL en ensayos realizados en placas de 96 pocillos con resazurina.

El eugenol es un compuesto volatil, por lo que resulta importante incorporarlo en una emulsion
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para evitar su evaporacion rapida. Este compuesto afecta la membrana celular, dificultando
reacciones enzimaticas y metabdlicas (Hong et al., 2023). Las emulsiones a partir de extractos
naturales, como canela (Cinnamomum verum) 'y clavo de olor (Syzygium aromaticum), son de
vital importancia para la creacion de productos antifingicos. Segun Flekka et al. (2024), las
emulsiones con potencial zeta alto mejoran la estabilidad y la vida util de las mismas, lo que

permite una mayor actividad antimicrobiana sobre la superficie de contacto.

11



1.2. Objetivos

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo general

Evaluar de la actividad antifingica de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor

(Syzygium aromaticum) frente a cepas de Candida sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp.

Objetivos especificos

Obtener extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium

aromaticum) mediante extraccion hidroalcoholica y Soxhlet.

Formular emulsiones con el uso de extractos con potencial antifingico obtenidos de

canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum).

Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
antifingica (CMF) de los extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor

(Syzygium aromaticum).
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1.Materiales

El presente trabajo de titulacion fue de tipo experimental y se realizo en los laboratorios
académicos 2.2, 2.3 y laboratorios de la Unidad Operativa de la Direccion de Investigacion y

Desarrollo (UODIDE) de la Universidad Técnica de Ambato.

2.1.1. Material vegetal

Las matrices empleadas para el estudio son:

e Canela (Cinnamomum verum)

e Clavo de olor (Syzygium aromaticum)

2.1.2. Material bioldgico

Las cepas fungicas empleadas para la evacuacion de la actividad antifiingica son:

e Candida albicans
o Aspergillus sp.

e Fusarium sp.

La Tabla 2 detalla los reactivos, equipos, materiales e insumos empleados para el desarrollo

del proyecto.

Tabla 2

Listado de reactivos de laboratorio utilizados

Reactivos de laboratorio Cantidad
Medio de cultivo PDA 100 g
Agua de peptona 20g
Etanol al 96% 1L
Metanol al 99% 1L
Solucion salina 1L
Agua destilada 5L
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Hipoclorito de sodio (3-5%)

500 mL

Resazurina (0.02%) 0.05¢g
Tween 80 20 mL
Propilenglicol 20 mL
Agua desionizada 1L
Clotrimazol 25 mL
Equipos de laboratorio Cantidad
Cémara de flujo laminar 1
Incubadora 1
Refrigeradora 1
Autoclave 1
Espectrofotometro 1
Extractor Soxhlet 2
Balanza analitica 1
Vortex 1
Rotavapor 1
Plancha de calentamiento 1
Plancha de agitacion 1
Estufa de secado (40 °C) 1
Mechero de Bunsen 1
Instrumentos de laboratorio Cantidad
Pipeta volumétrica (1 mL) 1
Embudos de vidrio 2




Balones de aforo (10, 50, 100 3

mL)
Piseta 1
Cajas Petri 20
Tubos de ensayo con tapa rosca 50
Frascos ambar (50 mL) 10
Tubos Eppendorf 45
Vasos de precipitacion (50, 100 4
mL)
Micropipetas (20-200 pL, 100- 3
1000 pL)
Puntas estériles para micropipeta 200 u
Pelicula adhesiva (Parafilm®) 1
Asa de Drigalski 1
Placas de micro titulacion (96 6
pocillos)
Gradillas 2
Papel filtro 1
Espatula 1
Pinzas 1
Matraces Erlenmeyer (100, 250 4
mL)
Mortero o licuadora |
Fundas plasticas sellables 1
Perlas de ebullicion 10
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Camara de Neubauer 1

Insumos Cantidad
Mandil 1
Guantes 1 caja

Cepillo de lavar equipos 2
Papel aluminio 2
Fosforos 1
Marcadores 2
Cuaderno de apuntes 1

Nota. Autoria propia.

2.2.Métodos

2.2.1. Tipo de investigacion

La presente investigacion fue de caracter cualitativo y cuantitativo, puesto que se
analizaron rendimientos, propiedades organolépticas, determinacion de concentraciones y de

forma visual crecimiento fungico de Candida albicans, aspergillus sp.y fusarium sp.

2.2.2. Muestra

Las muestras de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum)

se obtuvieron de manera comercial.
2.2.3. Obtencion de los extractos

2.2.3.1. Preparacion de las muestras

Las muestras obtenidas de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium
aromaticum) se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 3 %5 % y se
enjuagaron de dos a tres veces con agua estéril. Posteriormente, se colocaron en crisoles dentro
de una estufa de vacio a 40 °C durante 24 horas, hasta alcanzar el secado de las muestras
(Arienzo et al., 2023). El material vegetal seco se triturd con un procesador de alimentos hasta
obtener un polvo fino y sin grumos; finalmente, se empacod en fundas plésticas para su

conservacion.
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2.2.3.2. Extraccion hidroalcohdlica

La obtencion de extractos hidroalcohoélicos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de
olor (Syzygium aromaticum) se realizd mediante el método de maceracidn, con el propdsito de
extraer compuestos bioactivos polares y semipolares presentes en las matrices vegetales
(Azwanida, 2015). Este procedimiento permitid preservar los compuestos termosensibles,
debido a que se desarrolld a temperatura ambiente, evitando la degradacion de compuestos

volatiles como el cinamaldehido y el eugenol.

Para este proceso, se pesaron 50 g del polvo obtenido de cada muestra de canela
(Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum). Posteriormente, cada muestra
se mezcld con 200-300 mL de etanol al 70 % en vasos de precipitado. Las mezclas se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante 72 horas, cubiertas con papel aluminio y en ausencia
de luz. Luego, los extractos se filtraron por separado con papel filtro en matraces Erlenmeyer.
Con ayuda de un rotavapor, se evaporo el etanol a una temperatura de 68 °C y 240-260 rpm
durante 30 min, hasta recuperar el solvente (Hemmati et al., 2015). Finalmente, los extractos

obtenidos se almacenaron en frascos &mbar bajo refrigeracion.

2.2.3.3. Extraccion Soxhlet

La extraccion de los compuestos presentes en canela (Cinnamomum verum) y clavo de
olor (Syzygium aromaticum) se realiz6 mediante el método Soxhlet, técnica que permitio la
extraccion de metabolitos mediante la recirculacion constante del solvente caliente (Azwanida,
2015). El solvente empleado para estas matrices vegetales fue el metanol, debido a su
capacidad para extraer una mayor cantidad de metabolitos secundarios presentes en las

especias.

Para ello, se elaboraron cartuchos con papel filtro y se depositaron 25 g de las especias
en polvo: canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum).
Posteriormente, los cartuchos se sellaron con grapas para evitar derrames dentro del equipo.
Luego, se armé el equipo Soxhlet, colocando el cartucho en el tubo extractor. En el balon
inferior se colocaron 300 mL de metanol puro junto con perlas de ebullicion (Azwanida, 2015).
Después, se calentd el sistema con una plancha de calentamiento y se asegurd el flujo constante
de agua en el condensador. El proceso dur6 aproximadamente de 6 a 8 horas y se realizaron
entre 10 y 15 ciclos de sifoneo, hasta observar que el solvente salia transparente. Estos ciclos

garantizaron una extracciéon mas completa de los metabolitos que no se recuperaron mediante
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el método de maceracion (Azmir et al., 2013). Posteriormente, el metanol se evapord en

rotavapor a 64 °C y 240 rpm durante 30 min, hasta recuperar el solvente y separar el extracto.

La aplicacion de ambos métodos se justificO porque la maceracion hidroalcohdlica
permitio conservar compuestos termosensibles y polares (Hemmati et al., 2015), mientras que
el método Soxhlet permitidé una extraccion mas exhaustiva de metabolitos menos polares, lo

que contribuy6 a optimizar el rendimiento global de los extractos.

2.2.3.4. Almacenamiento

Los extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum)
se colocaron en frascos de color &mbar y se rotularon seglin la matriz vegetal y el método de
extraccion utilizado. Posteriormente, se almacenaron en refrigeracion a 4 °C para su

conservacion.

2.2.4. Formar emulsiones con el uso de extractos con potencial antifungico obtenidos de

(Cinnamomum verum) 'y clavo de olor (Syzygium aromaticum).

2.2.4.1 Definir concentracion

Se prepararon emulsiones stock de canela (Cinnamomum verum) a 100 pL/mL, clavo
de olor (Syzygium aromaticum) a 100 pL/mL y una emulsién mixta de canela y clavo de olor
a 100 pL/mL. Para la preparacion de cada emulsion, se emplearon 43 mL de agua destilada, 2
mL de Tween 80 y 5 mL de extracto. Primero, se midi6 el agua destilada en una probeta y se
coloco en un vaso de precipitado de 100 mL. Posteriormente, se anadieron 2 mL de Tween 80
y se encendi6 el homogeneizador de alta velocidad a 1200 rpm durante 3 min, con el fin de
mezclar el emulsionante con el agua destilada. Una vez integradas ambas soluciones, se
procedid a afiadir lentamente 5 mL del extracto en el vaso de precipitado con ayuda de una
micropipeta. Luego, se aument6 la velocidad de homogenizacion durante 5 min, hasta formar
una emulsion estable (Zhang et al., 2017). Este procedimiento se realizd para el extracto de
canela (Cinnamomum verum), el extracto de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y la mezcla

de ambos extractos.

2.2.4.2. Emulsion y control de calidad

Una vez preparadas las emulsiones, se realizaron pruebas organolépticas de calidad,
como color, olor y aspecto general de la emulsion. También se realizaron pruebas
fisicoquimicas, que incluyeron la medicion del pH y la determinacion de sélidos totales para

cada una de las emulsiones.
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2.2.5. Establecer la concentracion (CMI) y (CMF) de los extractos.

2.2.5.1 Dilucion de los extractos

En tubos Eppendorf esterilizados, se colocaron las emulsiones de los extractos descritas
en el apartado 2.2.4.1 y se realizaron diluciones a diferentes concentraciones. Se utilizé agua
de peptona como diluyente y se empled un vortex para la homogeneizacion de las muestras.
Todo el proceso se realizé con materiales estériles y dentro de una cabina de flujo laminar, con
el fin de evitar contaminacion durante la preparacion. Las concentraciones preparadas fueron

de 100, 80, 60, 40 y 10 pL/mL.

2.2.5.2. Activacion de las cepas

La activacion de las cepas de Candida sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp. se realizé en
medio PDA, en el cual se coloco un fragmento pequenio de micelio de aproximadamente 3—5
mm con ayuda de un asa o una pinza estéril. Las cajas Petri sembradas se incubaron durante 5

dias a 25 °C.

2.2.5.3. Preparacion del in6culo

Se realiz6 el conteo de conidios de cada cepa fungica utilizando la camara de Neubauer,
con el fin de verificar una concentracién promedio del indéculode 1 x 10°a 1 x 10¢ conidios/mL,
segun las metodologias establecidas por CLSI M38 y EUCAST. Cuando la concentracion de
conidios fue demasiado elevada para el conteo, se procedio a realizar diluciones hasta obtener

un indculo promedio adecuado para el ensayo.

2.2.5.4. Preparacion de la micro dilucion

Se utiliz6 una placa de microtitulacion de 96 pocillos, en la cual se depositaron 100 pL.
de las diluciones previamente preparadas junto con 100 pL del indculo estandarizado, con
ayuda de una micropipeta. Ademas, se empled agua de peptona como control negativo y
clotrimazol como control positivo. Posteriormente, las placas se taparon e incubaron a 25 °C
durante 24 horas. Este proceso se realizo por triplicado para cada hongo evaluado. Después de
las 24 horas de incubacion, se verifico la viabilidad celular mediante resazurina, colocando 20
uL de la solucion al 0,02 % en cada pocillo. Luego, las placas se incubaron durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo, se observéd el cambio de color en los pocillos y se identifico la

presencia o ausencia de crecimiento fingico.
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La figura 1 representa como se realizé la distribucion de las diluciones a diferentes
concentraciones del clavo de olor, canela y mezcla, para la evaluacion antifingica de las

diferentes cepas.

Figura 1

Representacion grafica de la distribucion de las concentraciones de los extractos en la

microplaca.
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Nota. Autoria propia

2.2.5.5. Concentracion Minima Fungicida (CMF) y Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI).

Se prepararon cajas Petri con medio PDA correctamente rotuladas y se verificaron los
pocillos que no presentaron turbidez o que evidenciaron disminucién del crecimiento en
relacion con las concentraciones evaluadas para la CMI, con el fin de realizar la siembra en
placas. Posteriormente, se colocaron 100 puL. de la muestra en cada placa y se realiz6 una

siembra por extension. Las placas se incubaron a 25 °C durante 3 a 5 dias. Transcurrido este
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tiempo, se identificaron las placas sin crecimiento visible y se determind el valor de la

concentracion minima fungicida (CMF) (Arendrup et al., 2015).

Figura 2

Representacion de la metodologia para la evaluacion antifungica.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

El desarrollo de esta investigacion permitié determinar la concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracién minima fungicida (CMF) de extractos naturales de canela
(Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum) frente a cepas de Aspergillus
sp., Fusarium sp. y Candida albicans. Ademads, se identificd el método de extraccion mas
eficiente para la obtencion de extractos a partir de estas matrices vegetales. Esta investigacion
contribuye a la busqueda de alternativas naturales para el control de hongos, con el fin de
reducir la dependencia del uso de antifungicos sintéticos. En este contexto, los extractos
obtenidos de plantas aromaticas representan una opcion ideal, debido a su potencial

antifungico.

3.1.1. Obtencion de extractos de canela (Cinnamomum verum)y clavo de olor (Syzygium

aromaticum) mediante extraccion Soxhlet y extraccion hidroalcohélica.

3.1.1.1. Extraccion hidroalcohodlica

En la Tabla 3 se presentan los rendimientos obtenidos mediante extraccion
hidroalcoholica de clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum verum). El
método de extraccion hidroalcohdlica por maceracion consiste en la obtencion de compuestos
bioactivos y metabolitos secundarios mediante el uso de un solvente. El solvente mas empleado
para este método es el etanol al 70 %, el cual se mezcla con agua para mejorar el rendimiento
de extraccion. Este proceso tiene una duracion de 72 horas, tiempo durante el cual el solvente
penetra en la matriz vegetal y disuelve compuestos como fenoles, taninos, flavonoides, eugenol

y cinamaldehido.

Tabla 3

Resultados del rendimiento de la extraccion hidroalcohdlica de canela (Cinnamomum verum)

v clavo de olor (Syzygium aromaticum).

Especie Método de R1% R2% R3% Media (+/-)

extraccion

Clavo de olor Hidroalcoholica 27,19 27,34 27,49 27,34 + 0,15
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Canela Hidroalcohodlica 24,95 25,40 25,85 25,40 + 0,45

Nota. Autoria propia

Como se observa en la Tabla 3, el rendimiento obtenido mediante el método
hidroalcoholico para el clavo de olor (Syzygium aromaticum) tue de 27,34 = 0,15 %, mientras
que el rendimiento de la canela (Cinnamomum verum) fue de 25,40 + 0,45 %. Estos valores
indican una diferencia de 1,94 % entre las matrices vegetales evaluadas. Esto sugiere que el

rendimiento de extraccion del clavo de olor fue mayor que el de la canela.

La comparacion de los resultados mostrd que los rendimientos fueron mayores en el
clavo de olor, lo cual puede deberse a su composicion, debido a que esta matriz presenta una
elevada concentracion de compuestos fenolicos, metabolitos secundarios y sustancias
bioactivas como el eugenol, los cuales pueden ser extraidos con solventes hidroalcohdlicos,
como el etanol (Afrendi et al., 2023). Ademads, este comportamiento concuerda con lo
reportado por Frohlich et al. (2022), quienes evaluaron la extraccion de Syzygium aromaticum
y demostraron que variables como el tiempo, la temperatura y el tipo de solvente afectan
directamente el rendimiento. En dicho estudio, la extraccion alcanzé un rendimiento de 14,63
%. Aunque el rendimiento reportado por estos autores fue menor al obtenido en la presente
investigacion, esta diferencia puede explicarse por el tipo de material vegetal utilizado, ya que
ellos trabajaron con hojas, mientras que en la presente investigacion se emplearon botones
florales de clavo de olor, los cuales presentan una alta concentracién de metabolitos aromaticos

y fenolicos.

El rendimiento de la extraccion hidroalcohodlica de canela (Cinnamomum verum) fue
superior al reportado por Eidi et al. (2012), quienes indicaron un rendimiento de 17,7 % en la
extraccion de extractos etandlicos. Esta diferencia puede estar asociada con las condiciones de
extraccion, el porcentaje de etanol, el tamafio de particula, el tiempo de maceracion y la calidad
del material vegetal. Ademads, Yang et al. (2012) reportaron que el rendimiento de canela por
extraccion alcoholica depende de la parte vegetal empleada, destacando valores de 6,85 % en
brotes, 12,73 % en corteza y 23,02 % en hojas. Esto demuestra que el rendimiento no depende
unicamente del solvente, sino también de la estructura anatomica y de la composicion de la

matriz vegetal.
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El rendimiento del clavo de olor fue mayor que el de la canela en la presente
investigacion; sin embargo, esta diferencia no necesariamente significa que el extracto de clavo
tenga mayor actividad antifingica o bioldgica. El rendimiento representa unicamente la
cantidad de extracto recuperado. Por ello, un extracto con menor rendimiento podria presentar
mayor actividad si posee una mayor proporcion de metabolitos activos. Por otra parte, estudios
como el de Temesgen et al. (2022) sefialan que el tipo de solvente influye en la extraccion de
polifenoles y flavonoides de Syzygium aromaticum, compuestos estrechamente relacionados

con su capacidad antioxidante y antimicrobiana.

3.1.1.2. Extraccion Soxhlet

En la Tabla 4 se presentan los rendimientos obtenidos mediante extraccion Soxhlet de
clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela (Cinnamomum verum). El método Soxhlet es
una técnica de extraccion continua, la cual utiliza un solvente caliente, en este caso metanol,
para favorecer la extraccion de compuestos bioactivos como el eugenol y el cinamaldehido.
Este método favorece la disolucion de los compuestos de interés, lo que permite una

recuperacion eficiente de los metabolitos presentes en la matriz vegetal.

Tabla 4

Resultados del rendimiento de la extraccion Soxhlet de canela (Cinnamomum verum) y clavo

de olor (Syzygium aromaticum).

Especie Método de R1% R2% R3% Media (+/-)
extraccion

Clavo de olor  Soxhlet 31,74 32,34 32,94 32,34 + 0,60

Canela Soxhlet 28,70 29,40 30,10 29,40 + 0,70

Nota. Autoria propia

La Tabla 4 presenta el rendimiento obtenido mediante el método Soxhlet, donde
el clavo de olor (Syzygium aromaticum) alcanz6 un rendimiento de 32,34 + 0,60 %,
mientras que la canela (Cinnamomum verum) presentd un rendimiento de 29,40 = 0,70
%. Estos valores indican una diferencia de 2,94 % entre las matrices vegetales extraidas,
lo que sugiere que la extraccion de clavo de olor permitié recuperar una mayor cantidad

de extracto.
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Al comparar los valores de la Tabla 3 y la Tabla 4, se evidenci6 una diferencia de mas
del 5 % entre los métodos de extraccion del clavo de olor (Syzygium aromaticum), lo que
sugiere que el método Soxhlet recupera una mayor cantidad de compuestos. Ademas, los
resultados de extraccion de canela presentaron una diferencia aproximada del 4 %, mostrando
el mismo comportamiento. Esto demuestra que la extraccion Soxhlet permite recuperar una

mayor cantidad de compuestos en comparacion con la extraccion hidroalcoholica.

El rendimiento de un extracto expresa la cantidad total de material recuperado; sin
embargo, no diferencia los compuestos obtenidos, como metabolitos secundarios, fenoles,
pigmentos y otros compuestos bioactivos. Cao et al. (2025) expresan que el método de
extraccion no solo afecta el rendimiento, sino también el perfil fitoquimico y la bioactividad,
por lo que dos extractos pueden presentar actividades bioldgicas diferentes, aunque provengan
de la misma matriz vegetal. Por esta razon, a pesar de que el método Soxhlet presentd6 mayor
rendimiento, se deberian realizar andlisis de fenoles totales, flavonoides, capacidad
antioxidante y actividad antifingica para determinar cudl extracto presenta mayor potencial

bioactivo.

El mayor rendimiento se obtuvo en el clavo de olor frente a la canela, lo cual puede
estar relacionado con su composicion fitoquimica. El clavo de olor es una especie con altos
niveles de eugenol, acetato de eugenilo, B-cariofileno y otros compuestos fenolicos, los cuales
han sido asociados con actividad antioxidante, antimicrobiana y antifungica. Afrendi et al.
(2023) mencionan que los extractos etanolicos de clavo presentan compuestos fenolicos
importantes y actividad antioxidante marcada, lo que confirma que esta especie es una fuente

concentrada de metabolitos bioactivos.

En el caso de la canela, el rendimiento fue menor en comparacion con el clavo de olor;
sin embargo, esto no reduce su importancia bioldgica. La canela es rica en cinamaldehido,
acido cinamico, compuestos fenolicos, flavonoides y aceites volatiles con reconocida actividad
antimicrobiana y antioxidante. Khedkar et al. (2023) sefalan que los extractos de canela
contienen compuestos bioactivos como cinamaldehido, acido cindmico y polifenoles. Por ello,
aunque el rendimiento sea menor, su extracto podria presentar una actividad antifiungica

relevante.

La diferencia entre la extraccion Soxhlet y la hidroalcohoélica también puede explicarse

por las condiciones operativas. Algunos estudios han reportado que la extraccion Soxhlet
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alcanza valores mas altos frente a la maceracion, con rendimientos de 44 + 0,023 % (Ghoshal,
2025). La extraccion hidroalcoholica present6 rendimientos menores, pero puede considerarse
una alternativa mas sencilla y economica. Plaskova y Mlcek (2023) indican que los extractos
obtenidos con agua o mezclas etanol-agua son relevantes para aplicaciones alimentarias,
debido a que emplean solventes mas seguros para la salud. Por lo tanto, la eleccion del mejor
extracto debe basarse en la relacion entre rendimiento, composicion fitoquimica, actividad

antifiingica, reproducibilidad, costo, seguridad del solvente y viabilidad de aplicacién.

3.1.2. Formulacion de emulsiones con el uso de extractos con potencial antifingico

obtenidos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum).
3.1.2.1.Emulsion y control de calidad de los extractos Etanolico-Macerado

3.1.2.1.1 Caracteristicas organolépticas de los extractos Etanolico-Macerado

La Tabla 5 muestra los resultados de la formulacion de las emulsiones y describe sus
propiedades organolépticas. Estas fueron elaboradas a partir de los extractos hidroalcohoélicos
de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum). Estos parametros
permiten describir el comportamiento de las formulaciones y como se integran los extractos en

las emulsiones.

Tabla 5

Propiedades organolépticas de las emulsiones de extractos por el método extraccion
hidroalcohdlico.

Muestra Color Olor Apariencia Estabilidad
visual

Emulsiéon de canela Marrén Caracteristicoa Homogénea Sin separacion de
(Cinnamomum verum) claro/intenso  canela fases

Emulsion de clavo Marron Intenso a clavo Homogénea Sin separacion de
(Syzygium 0scuro de olor fases
aromaticum).

Emulsion de canela y Marron Olor intenso Homogénea Sin separacion de
clavo de olor oscuro/ambar  dulce fases
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Nota. Autoria propia.

En la Tabla S se presentan las propiedades organolépticas y la estabilidad visual de las
emulsiones elaboradas. Las formulaciones fueron preparadas utilizando 5 mL de extracto, 2
mL de Tween 80 y 43 mL de agua destilada, obteniéndose una concentracion final de 100

puL/mL de extracto en la emulsion para cada matriz vegetal.

La emulsion de canela present6 una coloracion marron claro/intenso, olor caracteristico
a canela, apariencia homogénea y ausencia de separacion de fases. Este resultado indica una
adecuada dispersion del extracto hidroalcohdlico con los demés componentes de la
formulacion. La emulsion de clavo de olor mostrd una coloracion marrdén oscuro, olor intenso
caracteristico a clavo, apariencia homogénea y estabilidad visual sin separacion de fases. Por
su parte, la emulsion mixta de canela y clavo de olor presentd un color marrén oscuro/ambar,
olor intenso dulce, apariencia homogénea y ausencia de separacion de fases. Las tres
emulsiones evidenciaron caracteristicas fisicas adecuadas, ya que no se observo separacion
visible entre la fase acuosa y los extractos de las matrices vegetales. La apariencia homogénea
sugiere que la proporcion empleada de extracto y Tween 80 fue adecuada para formar

emulsiones visualmente estables.

Segun Pongsumpun et al. (2020), 1a formulacion de nanoemulsiones de aceite esencial
de canela utilizando Tween 80 report6 buena estabilidad durante 90 dias, ademas de una mayor
actividad antifungica. Aunque en la presente investigacion se trabajo con extractos
hidroalcoholicos y no con aceite esencial, la ausencia de separacion de fases coincide con la
funcién estabilizante descrita para este emulsificante. La coloracion marrén claro/intenso
observada en la emulsion de canela puede relacionarse con la presencia de compuestos
fenolicos y aldehidos aromadticos propios de la corteza de Cinnamomum verum, entre ellos el
cinamaldehido, compuesto asociado con actividad antimicrobiana y antiftingica. Estudios
previos han demostrado que los extractos de Cinnamomum zeylanicum y Cinnamomum verum
pueden afectar estructuras celulares de Candida albicans, incluida la pared celular (Shahina
et al., 2018). Esto respalda el interés de investigar y formular bioproductos a partir de extractos
de canela para mejorar su aplicacion. Ademads, Lin et al. (2024) reportaron que la
nanoemulsificacion del aceite esencial de canela mejord su eficacia terapéutica frente a la
candidiasis vaginal. Esto sugiere que el uso de emulsiones puede favorecer la disponibilidad

de compuestos bioactivos de origen aromatico-vegetal.
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La emulsion de clavo de olor presentd color marrdn oscuro, olor intenso y ausencia de
separacion de fases, caracteristicas esperadas debido a la composicion aromatica de Syzygium
aromaticum, principalmente asociada al eugenol y a otros derivados fenolicos. Yassin et al.
(2020) evaluaron extractos de clavo frente a especies de Candida y reportaron actividad
antifungica, identificando compuestos como eugenol, acetato de eugenilo y -cariofileno como
componentes de interés del extracto. De manera similar, Pinto et al. (2009) demostraron que
el aceite esencial de clavo y el eugenol poseen actividad antifungica considerable frente a
hongos de interés clinico, como Candida sp., Aspergillus sp. y dermatofitos. Es importante
sefialar que la ausencia de separacion de fases es un criterio inicial de estabilidad, pero no
sustituye andlisis fisicoquimicos mds especificos. Segiin Pongsumpun et al. (2020), la
estabilidad de las emulsiones debe evaluarse mediante pardmetros como tamafio de gota, indice
de polidispersidad y viscosidad. Para evaluar la estabilidad de las emulsiones, también se deben
considerar otros factores, como las condiciones de almacenamiento, la temperatura y la

potencial zeta.

3.1.2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas de los extractos Etandlico-Macerado

La Tabla 6 muestra los resultados de la formulacién de las emulsiones, considerando
sus caracteristicas fisicoquimicas, como el pH y la cantidad de sélidos totales. Estos pardmetros
permiten describir el comportamiento de las formulaciones y determinar si los extractos pueden
incorporarse adecuadamente en la emulsion. El pH describe el grado de acidez del sistema,
aspecto importante porque puede influir en la estabilidad de la emulsion. Por otro lado, los
solidos totales reflejan la cantidad de materia disuelta presente en la muestra, lo que se relaciona
con la concentraciéon de compuestos presentes en el extracto, la viscosidad y la estabilidad del

sistema emulsionado.

Tabla 6

Resultados de la emulsion de los extractos de clavo de olor y canela por el método extraccion
hidroalcohdlico.

Muestra hidroalcohdlica pH Solidos totales (%)

Emulsion de canela (Cinnamomum
verum) 4,51 +00 3,59+0,01 %
Emulsiéon de clavo (Syzygium

aromaticum). 3,84 £ 00 4,10+ 0,01 %
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Emulsion de canela (Cinnamomum
verum) y clavo de olor (Syzygium 4,17 £ 00 3,85+ 00 %

aromaticum).

Nota. Autoria propia.

En la Tabla 6 se presentan los valores de pH y sélidos totales (%) de las emulsiones
elaboradas a partir de extractos hidroalcohélicos de canela (Cinnamomum verum), clavo de
olor (Syzygium aromaticum) y la mezcla de ambos extractos. La emulsion de canela presentd
el valor de pH mas alto, con 4,51 + 0,00, lo que indica una naturaleza 4cida moderada. En
cuanto a los solidos totales, se registrd un valor de 3,59 + 0,01 %, siendo el valor mas bajo
entre las tres emulsiones evaluadas. Por otra parte, la emulsion de clavo de olor presento6 el pH
mas bajo, con 3,84 + 0,00, evidenciando una mayor acidez. Ademas, registr6 el valor mas alto
de solidos totales, con 4,10 = 0,01 %. Este patron puede relacionarse con una mayor presencia
de compuestos solubles extraidos durante el proceso hidroalcohdlico. La emulsion combinada
de canela y clavo de olor present6 valores intermedios, con un pH de 4,17 £ 0,00 y s6lidos
totales de 3,85 + 0,00 %. Este resultado refleja que la mezcla de canela y clavo de olor generd

una formulacion con caracteristicas fisicoquimicas intermedias entre ambas matrices vegetales.

La emulsioén de clavo de olor present6 el pH mas bajo, con 3,84 + 0,00, lo que sugiere
una mayor acidez en comparacion con la emulsion de canela y la formulacion combinada. Este
resultado puede estar asociado con la composicion quimica del extracto hidroalcohdlico del
clavo de olor (Syzygium aromaticum), debido a que contiene compuestos fendlicos que
influyen en sus propiedades fisicoquimicas. Para Yassin et al. (2020), los extractos de clavo de
olor (Syzygium aromaticum) presentan actividad antifungica frente a especies de Candida sp.,
la cual se relaciona con metabolitos como eugenol, acetato de eugenilo y B-cariofileno. Por
tanto, el menor pH observado en la emulsion de clavo podria considerarse favorable por la

presencia de compuestos bioactivos con potencial antifingico.

La emulsion de canela registrd el pH mas alto, con 4,51 + 0,00, y el menor contenido
de solidos totales, con 3,59 + 0,01 %. Este resultado indica una menor cantidad de compuestos
solubles transferidos al medio hidroalcoholico durante la extraccion, en comparacion con el
extracto de clavo de olor. En investigaciones precedentes, la canela ha demostrado actividad
antifingica por la presencia de cinamaldehido, compuesto capaz de afectar estructuras

celulares fingicas. Segun Pongsumpun et al. (2020), las nanoemulsiones de aceite esencial de
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canela presentan mayor actividad antifingica frente a hongos como Aspergillus niger, Rhizopus
arrhizus, Penicillium sp. y Colletotrichum gloeosporioides. Por otra parte, la emulsion de
canela y clavo presentd valores intermedios tanto en pH, con 4,17 = 0,00, como en sélidos
totales, con 3,85 + 0,00 %. Esta formulacion resulta util al combinar compuestos bioactivos de
ambas especies vegetales. Segiun Saracino et al. (2022), el cinamaldehido y el eugenol
presentaron mayor actividad antifingica frente a cepas de Candida spp. Esto respalda la
importancia de evaluar emulsiones combinadas de canela y clavo de olor, ya que podrian

presentar una actividad antifungica relevante al combinarse en una misma formulacion.
3.1.2.2. Emulsion y control de calidad de los extractos Metandlicos

3.1.2.2.1 Propiedades organolépticas de las emulsiones de extractos por el método

extraccion Soxhlet

La Tabla 7 muestra los resultados de la formulacion de las emulsiones y describe sus
propiedades organolépticas. En esta tabla se analizan las emulsiones formuladas con extractos
de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum) obtenidos mediante
el método Soxhlet. Ademads, se comparo6 el comportamiento de los extractos concentrados en
sistemas emulsionados, tomando en cuenta variables como color, olor, apariencia y estabilidad

visual.

Tabla 7

Propiedades organolépticas de las emulsiones de extractos por el método extraccion Soxhlet.

Muestra Color Olor Apariencia Estabilidad
visual
Emulsiéon de canela Marron claro  Intenso a Homogénea  Sin separacion
(Cinnamomum verum) canela de fases
Emulsion de clavo Marrén Intenso a clavo Homogénea  Sin separacion
(Syzygium 0Scuro de olor de fases
aromaticum)

Emulsion de canela y Marrén/dmbar Olor  intenso Homogénea  Sin separacion

clavo de olor mayor a clavo de fases

Nota. Autoria propia.
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En la Tabla 7 se presentan las propiedades organolépticas y la estabilidad visual de las
emulsiones elaboradas con extractos de canela (Cinnamomum verum), clavo de olor (Syzygium
aromaticum) y la mezcla de ambos, obtenidos mediante el método de extraccion Soxhlet. Las
formulaciones evaluadas permitieron observar diferencias en color y olor entre las emulsiones,
aunque todas mantuvieron una apariencia homogénea y no presentaron separacion visible de

fases.

La emulsion de canela presentd una coloracion marron claro, con olor intenso a canela,
apariencia homogénea y estabilidad visual ya que no se evidencid separacion de fases. Este
resultado indica que el extracto obtenido por Soxhlet pudo incorporarse correctamente al
sistema emulsionado, formando una dispersion uniforme. La emulsion de clavo de olor mostro
una tonalidad marréon oscura y olor intenso a clavo lo cual coincide con el perfil quimico del
clavo de olor (Syzygium aromaticum). El clavo se caracteriza por su alto contenido de eugenol,
acetato de eugenilo y B-cariofileno, compuestos asociados con su aroma intenso y con
actividades bioldgicas como la antifungica. Por su parte, la emulsiéon combinada de canela y
clavo de olor presentd una coloraciéon marrén/dmbar, olor intenso con predominio a clavo,
apariencia homogénea y estabilidad visual sin separacion de fases. Este comportamiento
sugiere que la mezcla de ambos extractos fue fisicamente compatible dentro del sistema
emulsionado, sin generar inestabilidad visible. Las tres emulsiones preparadas con extractos
Soxhlet presentaron caracteristicas organolépticas aceptables principalmente por su

homogeneidad y ausencia de separacion de fases.

Estudios previos con emulsiones de aceite esencial y extractos de canela han
demostrado que la formulaciéon con Tween 80 mejora la estabilidad fisica y la actividad
biologica. Lo que muestra la importancia del surfactante en sistemas que contienen compuestos
aromaticos vegetales para realizar emulsiones Pongsumpun et al. (2020). El clavo se
caracteriza por su alto contenido de eugenol, compuestos asociados con su aroma intenso y con
actividades biologicas como la antifingica, mostrando la emulsion de clavo de olor mostré una
tonalidad marrén oscura y olor intenso a clavo. La emulsion combinada de canela y clavo
presentd color marron/ambar y olor intenso con predominio a clavo. Este resultado indica que
organolépticamente el extracto de clavo tiene mayor influencia sobre la mezcla, posiblemente
por su mayor intensidad aromatica. Segun Wan et al. (2020) las nanoemulsiones de aceite de
clavo en agua inhiben el crecimiento de Fusarium graminearum y la produccion de

micotoxinas durante el malteado de cebada. Estos antecedentes investigativos permiten

31



interpretar que las emulsiones obtenidas podrian favorecer a los extractos de canela y clavo en

su aplicacion.

También es importante discutir el efecto del método Soxhlet sobre las caracteristicas
observadas. Este método favorece una extraccion mas exhaustiva debido al contacto repetido
de la muestra vegetal con solvente caliente. Lo que puede incrementar la recuperacion de
compuestos solubles. En el caso del clavo segin Ghoshal et al. (2025) el método Soxhlet
presentd un mayor rendimiento de extraccion de aceite esencial en comparacion con la
maceracion. Esto puede ayudar a explicar la intensidad del color y del olor observada en la

emulsion de clavo, asi como el predominio aromaético del clavo en la emulsion mixta.

Al comparar las caracteristicas organolépticas de las emulsiones obtenidas por método
hidroalcoholico y por Soxhlet se observa que ambos métodos permitieron obtener
formulaciones homogéneas y sin separacion visual de fases. Esto indica que
independientemente del método de extraccion, la formulacion con Tween 80 y agua destilada
fue adecuada para dispersar los extractos de canela (Cinnamomum verum), clavo de olor
(Syzygium aromaticum) y su mezcla. En las dos tablas, la estabilidad visual fue favorable lo
cual sugiere que las emulsiones pueden emplearse como base para posteriores ensayos

antifingicos.

Sin embargo, se evidencian diferencias en la intensidad de color y olor. En las
emulsiones hidroalcohdlicas, la canela presentd una coloracion marrén claro/intenso y olor
caracteristico, mientras que en Soxhlet se describié como marrén claro, pero con olor intenso
a canela. Esto podria indicar que el Soxhlet favorecid una mayor extraccion de compuestos
aromaticos responsables del olor, aunque no necesariamente incremento la intensidad del color.
Segun Haro-Gonzalez et al. (2025) el método Soxhlet pudo favorecer una extraccion mas
marcada de compuestos aromaticos del clavo, especialmente eugenol, haciendo que este
extracto domine organolépticamente sobre la canela. Desde el punto de vista antifingico,
ambos métodos son utiles, pero podrian generar extractos con perfiles diferentes. Los extractos
hidroalcoholicos pueden recuperar compuestos polares y semipolares, incluidos fenoles y otros
metabolitos solubles en mezclas agua—alcohol. En cambio, el método Soxhlet, por su proceso
de extraccion continua con solvente caliente, puede favorecer una recuperacion mas intensa de
compuestos menos polares o0 mas asociados a la fraccion aromatica. En estudios sobre extractos
de canela y clavo han reportado potencial biofungicida frente a Botrytis cinerea, mientras que

formulaciones emulsionadas de aceites de canela y clavo han mostrado efectos antifiingicos
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frente a hongos como Fusarium graminearum, Aspergillus niger y otros microorganismos de

interés Sernaité et al, (2020).

3.1.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas de las emulsiones de extractos por el método

extraccion Soxhlet

La Tabla 8 muestra los resultados de la formulacion de las emulsiones, considerando
sus caracteristicas fisicoquimicas, como el pH y la cantidad de sdlidos totales, a partir de los
extractos obtenidos mediante el método Soxhlet. Ademas, se compar6 el comportamiento de
los extractos concentrados en sistemas emulsionados, tomando en cuenta variables como el pH

y los solidos totales.

Tabla 8

Resultados de la emulsion de los extractos de clavo de olor y canela por el método extraccion
Soxhlet.

Muestra Soxhlet pH Solidos totales
Emulsion de canela (Cinnamomum 5,36 £ 00 1,42 £ 00 %
verum)
Emulsién de clavo (Syzygium 3,88 £ 00 4,92 +£0,01 %
aromaticum).
Emulsién de canela (Cinnamomum 4,67 +00 3,16 £ 00 %

verum) y clavo de olor (Syzygium

aromaticum).

Nota. Autoria propia.

En la Tabla 8 se presentan los valores de pH y solidos totales de las emulsiones
elaboradas con extractos de canela (Cinnamomum verum), clavo de olor (Syzygium

aromaticum) y su mezcla, obtenidos mediante el método de extraccion Soxhlet.

La emulsion de canela presento6 el pH mas alto, con 5,36 + 00 y el menor contenido de
solidos totales, con 1,42 = 00 %. Este resultado indica que la formulacidon de canela obtenida
por Soxhlet tuvo un caracter ligeramente acido. La emulsion de clavo de olor mostré el pH mas
bajo, con 3,88 &+ 00, y el valor mas alto de solidos totales, con 4,92 + 0,01 %. Estos resultados

evidencian que el extracto Soxhlet de clavo aportd una mayor carga de compuestos disueltos a
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la emulsion. La emulsion combinada de canela y clavo de olor present6 valores intermedios,
con un pH de 4,67 + 00 y solidos totales de 3,16 + 00 %. Este comportamiento sugiere que la

mezcla mantuvo caracteristicas fisicoquimicas equilibradas entre los extractos individuales.

Los resultados muestran que el método Soxhlet gener6 emulsiones con diferencias
fisicoquimicas marcadas entre canela y clavo de olor. El mayor valor de pH observado en la
emulsion de canela (5,36 + 00) indica que esta formulacion fue menos acida que la de clavo y
la mezcla. Sin embargo, su menor contenido de sélidos totales (1,42 + 00 %) sugiere que el
extracto Soxhlet de canela incorpord una menor cantidad de compuestos solubles en la
emulsion. Esto no significa necesariamente menor actividad antifiingica, por lo que el
cinamaldehido pueden ejercer efectos bioldgicos importantes incluso en concentraciones
moderadas (Zhang et al., 2018). En contraste, la emulsion de clavo de olor present6 el mayor
contenido de so6lidos totales (4,92 £ 00 %) y el pH mas bajo (3,88 + 00). Este comportamiento
puede relacionarse con la alta proporcion de compuestos fendlicos y bioactivos (Wan et al.,
2020). La emulsion combinada de canela y clavo presento valores intermedios de pH y solidos
totales. Este resultado es favorable al integrar compuestos como cinamaldehido y eugenol, los
cuales han sido asociados con alteraciones en membrana celular, pared celular y metabolismo

fingico.

Al comparar los resultados obtenidos por extraccion hidroalcohdlica y por Soxhlet, se
observan diferencias importantes en pH y so6lidos totales. En la emulsion de canela el método
hidroalcoholico presentd un pH de 4,51 + 0,02 y sélidos totales de 3,59 £ 0,01 %, mientras que
el método Soxhlet presentd un pH mas alto de 5,36 + 0,02 y sélidos totales menores de 1,42 +
00 %. Esto sugiere que la canela, el método hidroalcohdlico permitié incorporar una mayor
proporcion de compuestos solubles en la emulsion. En el caso del clavo de olor ambos métodos
generaron emulsiones acidas, pero el Soxhlet present6 un contenido de sélidos mayor. Por otra
parte, la emulsion combinada, el método hidroalcoholico presenté pH 4,17 + 00 y 3,85 + 00 %
de solidos totales, mientras que el método Soxhlet registré pH 4,67 + 00 y 3,155 + 00 %. El
método hidroalcoholico favorece una mayor incorporacion de compuestos solubles totales,

mientras que Soxhlet generd una emulsion con menor carga solida y pH maés elevado.

Desde un punto de vista critico no se puede afirmar que un método sea mejor. El método
hidroalcohélico mostré mejores valores de solidos en canela y en la mezcla, mientras que
Soxhlet destacd en clavo de olor. Esto sugiere que la eficiencia de extraccion depende

directamente de la matriz vegetal. La literatura sobre extraccion de compuestos fenélicos sefiala
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que la recuperacion de metabolitos depende del método, el solvente, la polaridad de los

compuestos, la temperatura y el tiempo de extraccion (Osorio-Tobon, 2020).

3.1.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima antifiingica
(CMF) de los extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium

aromaticum).

3.1.3.1.Concentracion Minima Fungicida (CMF) y Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI).

La Tabla 9, correspondiente a la concentracién minima fungicida (CMF), muestra las
concentraciones requeridas para provocar la muerte celular en cepas de Candida albicans,
Fusarium sp. y Aspergillus sp. tras el tratamiento con emulsiones de canela, clavo de olor y su
mezcla. La CMF permite identificar la concentracion a partir de la cual los extractos ejercen

un efecto fungicida.

Tabla 9

Valores de la concentracion minima fungica (CMF) para cepas de C. albicans, Fusarium sp. y

Aspergillus sp.

Extracto Emulsion con CMF (uL./mL)
extracto. C. albicans  Fusarium sp.  Aspergillus sp.

Etandlico- Canela (uL/mL) 100 +00 95+5,77 100+00
macerado Clavo (uL/mL) 60+00 60+00 60+00
Mezcla (uL/mL) 40+00 40+00 40+00
Metonolico- Canela (uL/mL) 100 +00 80+00 80+00
Soxhlet Clavo (uL/mL) 60+00 40+00 40+00
Mezcla (uL/mL) 40+00 20+00 20+00

Nota. Autoria propia

La Tabla 10, correspondiente a la concentracion minima inhibitoria (CMI), presenta
los valores necesarios para inhibir el crecimiento de cepas de Candida albicans, Fusarium sp.
y Aspergillus sp. mediante emulsiones elaboradas con extractos de canela (Cinnamomum

verum), clavo de olor (Syzygium aromaticum) y su mezcla. Los tratamientos fueron obtenidos
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mediante dos métodos de extraccion: maceracion etandlica y extraccion Soxhlet con metanol.
Esta evaluacion permite comparar la eficacia inhibitoria de cada emulsion, considerando que
valores mas bajos de CMI indican una mayor capacidad antifiingica del tratamiento frente al

microorganismo evaluado.

Tabla 10

Valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para cepas de C. albicans, Fusarium

sp. y Aspergillus sp.

Extracto Emulsion con CMI (uL./mL)
extracto. C. albicans Fusarium sp.  Aspergillus sp.
Etanolico- Canela (uL/mL)  96,67+2,89 91,67+2,89 85+00
macerado Clavo (uL/mL) 56,67+2,89 55+00 46,67+2,89
Mezcla (uL/mL) 35+00 31,67+2,89 26,67+2,89
Metonolico-  Canela (uL/mL) 95+00 73,33 £5,77 75+00

Soxhlet Clavo (uL/mL)  51,67+2,89 31,67 +2,89 26,67+2,89

Mezcla (uL/mL) 28,33 + 2,89 15+00 13,33+2,89

Nota. Autoria propia

La evaluacion antifungica mediante microdilucidon en placas permitio determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima fungicida (CMF) de
emulsiones elaboradas con extractos de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor
(Syzygium aromaticum) frente a Candida albicans, Fusarium sp. y Aspergillus sp. Los
resultados evidencian que las emulsiones formuladas con mezcla de canela y clavo presentaron
la mayor actividad antifiingica debido a que necesitaron menores concentraciones para inhibir
y eliminar el crecimiento fungico. Este comportamiento coincide con lo reportado por Shahina
et al. (2022), quienes observaron que los aceites esenciales de canela y clavo presentan

actividad frente a C. albicans y que su combinacion puede generar efectos aditivos o sinérgicos.

En la CMI, la emulsion etanodlica-macerada de canela present6 los valores mas altos
frente a los tres microorganismos evaluados: 96,67 + 2,89 uL/mL para C. albicans, 91,67 £
2,89 uL/mL para Fusarium sp.y 85 + 0,00 uL/mL para Aspergillus sp. Esto indica una menor

potencia inhibitoria cuando la canela se aplico de forma individual. En cambio, la emulsion de
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clavo mostro6 valores menores, con 56,67 + 2,89 uL/mL frente a C. albicans, 55 + 0,00 puL/mL
frente a Fusarium sp. y 46,67 + 2,89 uL/mL frente a Aspergillus sp. La mezcla etanolica-
macerada fue mas efectiva, ya que redujo la CMI a 35 + 0,00 uL/mL, 31,67 = 2,89 uL/mLy
26,67 + 2,89 uL/mL, respectivamente. Estos resultados sugieren que la combinacién de
metabolitos bioactivos de ambas especies vegetales favorecié una mayor inhibicidon fingica

que los extractos por separado.

En el caso del método metanolico-Soxhlet, se observd una mejora evidente de la
actividad antifungica. La emulsion de canela present6 CMI de 95 + 0,00 uL/mL para C.
albicans, 73,33 £ 5,77 uL/mL para Fusarium sp.y 75 = 0,00 uL/mL para Aspergillus sp.;
mientras que la emulsion de clavo alcanz6 valores de 51,67 2,89 uL/mL, 31,67 2,89 pL/mL
y 26,67 £ 2,89 pL/mL, respectivamente. La mayor actividad se registr6 nuevamente con la
mezcla canela-clavo obtenida por Soxhlet, con CMI de 28,33 + 2,89 uL/mL para C. albicans,
15 £ 0,00 uL/mL para Fusarium sp.y 13,33 = 2,89 uLL/mL para Aspergillus sp. Estos valores
demuestran que el método Soxhlet favorecio la obtencion de compuestos con mayor capacidad
inhibitoria posiblemente por una mejor extraccion de metabolitos fendlicos y compuestos
aromaticos lipofilicos, como cinamaldehido y eugenol. Tran et al. (2020) reportaron que
aceites de Cinnamomum zeylanicum poseen actividad antifiingica frente a Candida albicans y
Candida auris, lo que respalda el potencial de la canela como fuente de compuestos

antifungicos.

Los resultados CMF en el extracto etandlico-macerado, la emulsioén de canela requirié
100 £+ 0,00 pL/mL frente a C. albicans 'y Aspergillus sp., y 95 +5,77 pL/mL frente a Fusarium
sp. La emulsion de clavo presentd una CMF constante de 60 + 0,00 pL/mL para los tres hongos.
La mezcla redujo la CMF a 40 + 0,00 uL/mL frente a todos los microorganismos, confirmando

que la combinacion de extractos mejora el efecto fungicida.

En el método metanodlico-Soxhlet, la mezcla volvié a mostrar la mayor eficacia
fungicida, con CMF de 40 £+ 0,00 pL/mL frente a C. albicans, 20 £ 0,00 pL/mL frente a
Fusarium sp. y 20 £ 0,00 uL/mL frente a Aspergillus sp. Estos valores son inferiores a los
obtenidos con canela sola, que necesitdo 100 + 0,00 uL/mL, 80 = 0,00 uL/mL y 80 £+ 0,00
uL/mL, respectivamente. También fueron menores que los del clavo solo, especialmente frente
a Fusarium sp. 'y Aspergillus sp., donde la CMF fue de 40 + 0,00 uL/mL. La reduccién de la
CMF en la mezcla puede atribuirse a la interaccion entre compuestos como el cinamaldehido

y el eugenol, los cuales han sido descritos como moléculas antifungicas capaces de alterar la
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membrana celular, afectar el contenido de ergosterol y comprometer la viabilidad fingica.
Essid et al. (2017) reportaron que Cinnamomum verum y Syzygium aromaticum presentan
actividad anti-Candida, y que el aceite de C. verum puede reducir el ergosterol celular,

afectando la integridad de la membrana fingica.

Al comparar los microorganismos evaluados, Candida albicans fue el patégeno que
requiri6 concentraciones mas elevadas especialmente en CMF, donde incluso la mezcla Soxhlet
necesitd 40 + 0,00 pL/mL. Por el contrario, Fusarium sp. y Aspergillus sp. fueron mas sensibles
a la mezcla Soxhlet, con CMI de 15 + 0,00 uL/mL y 13,33 £+ 2,89 uLL/mL, respectivamente, y
CMF de 20 £ 0,00 uL/mL en ambos casos. Esta diferencia puede relacionarse con la
composicion de pared celular, membrana, produccion de enzimas y respuesta al estrés
oxidativo. En Fusarium sp., Wei et al. (2020) demostraron que el cinamaldehido puede inhibir
el crecimiento fingico al afectar la biosintesis de ergosterol, disminuir el potencial de

membrana mitocondrial e inducir acumulacion de especies reactivas de oxigeno.

La respuesta frente a Aspergillus sp. también respalda el potencial antifungico de la
mezcla canela-clavo, ya que este género fue inhibido y eliminado con las concentraciones mas
bajas en el tratamiento Soxhlet. Estudios en Aspergillus niger han descrito que el
cinamaldehido presenta actividad antifingica y puede afectar el crecimiento micelial y
procesos celulares asociados a la viabilidad del hongo (Tran et al., 2020). Ademas,
investigaciones con clavo han reportado que el aceite esencial de Syzygium aromaticum y su
principal compuesto, el eugenol, poseen actividad frente a hongos clinicamente relevantes,
incluyendo cepas resistentes a fluconazol, lo que coincide con la respuesta observada en esta
investigacion. Los resultados permiten afirmar que la emulsion de mezcla canela-clavo
obtenida por Soxhlet fue el tratamiento mas eficiente, al presentar las menores CMI y CMF en
los tres hongos evaluados. La minima diferencia entre ambos valores, especialmente en
Fusarium sp. y Aspergillus sp., sugiere que la formulacion no solo inhibi6 el crecimiento, sino
que también ejerci6 un efecto fungicida a concentraciones cercanas. Esto concuerda con
Saracino et al. (2022), quienes reportaron que el cinamaldehido y el eugenol inhibieron cepas
de Candida sp. y mostraron efecto aditivo al combinarse, respaldando la superioridad de las

mezclas frente a los tratamientos individuales.
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CAPITULO 1V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

EL método Soxhlet presentd mayor eficiencia extractiva en ambas especies vegetales,
registrando los rendimientos mas altos en clavo de olor (Syzygium aromaticum) con
32,34+ 0,60 % y en canela (Cinnamomum verum) con 29,0 + 0,70 %. En comparacion,
la extraccion hidroalcoholica mostro valores menores, con 27,34 + 0,15 % para clavo
de olor y 25,40 + 0,45 % para canela. Estos resultados evidencian que el Soxhlet
favorecid una mayor recuperacion de compuestos extractables. Sin embargo, aunque el
método Soxhlet fue mas eficiente en términos de rendimiento, la seleccion del método
de extraccion debe considerar no solo la cantidad de extracto obtenido, sino también el

perfil de compuestos bioactivos recuperados y la actividad antifingica esperada.

Las emulsiones elaboradas con canela (Cinnamomum verum), clavo de olor (Syzygium
aromaticum) y la mezcla de ambos extractos, obtenidas mediante los métodos
hidroalcohoélico y Soxhlet, mostraron caracteristicas organolépticas coherentes con la
naturaleza de las matrices vegetales empleadas, asi como una estabilidad visual
favorable. La formulacion con Tween 80 permitié obtener sistemas homogéneos a una
concentracion final de 100 uL/mL de extracto, lo que respalda su uso como vehiculo
para evaluar la actividad antifungica. Ademas, la mezcla de canela y clavo de olor se
presenta como una formulacion prometedora, debido a la posible complementariedad

entre los compuestos bioactivos de ambas especies vegetales.

El método Soxhlet permitié obtener emulsiones con mejor respuesta antifungica que el
método etandlico-macerado, especialmente frente a Fusarium sp. y Aspergillus sp.,
donde la mezcla de canela (Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium
aromaticum) alcanzo valores de CMI de 15 + 0,00 pL/mL y 13,33 + 2,89 puL/mL,
respectivamente. Ademas, la mezcla de ambos extractos fue mas efectiva que los
tratamientos individuales, lo que sugiere una posible interacciéon favorable entre

compuestos bioactivos como el cinamaldehido y el eugenol.
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4.2. Recomendaciones

e Controlar cuidadosamente las condiciones de extraccion, como tiempo, temperatura,
tipo de solvente y numero de ciclos especialmente en el método Soxhlet, ya que
temperaturas elevadas y tiempos prolongados pueden degradar compuestos sensibles al

calor y reducir el rendimiento final.

e Realizar un analisis cromatografico como HPLC que permita identificar todos los

metabolitos secundarios presentes en los extractos de canela y clavo de olor.

e Esterilizar previamente todo el material de trabajo, como puntas, micropipetas, tubos,
placas, medios de cultivo y soluciones, para evitar la presencia de microorganismos

ajenos al ensayo que puedan alterar los resultados de CMI y CMF.

e Trabajar cada cepa fungica por separado, manteniendo una correcta rotulacion de
placas, tubos y microplacas, con el objetivo de evitar contaminacion cruzada entre

Candida albicans, Fusarium sp. y Aspergillus sp.
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ANEXOS

Anexo 1

Resultados del rendimiento de la extraccion hidroalcohdlica y Soxhlet de canela

(Cinnamomum verum) y clavo de olor (Syzygium aromaticum).

Especie Método de R1% R2% R3% Media (+/-)
extraccion
Clavo de olor  Soxhelt 31,74 32,34 32,94 32,34 + 0,60

Clavo de olor Hidroalcohdlica 27,19 27,34 27,49 27,34 + 0,15

Canela Soxhelt 28,70 29,40 30,10 29,40 +£ 0,70
Canela Hidroalcoholica 24,95 25,40 25,85 25,40 + 0,45
Anexo 2

Concentraciones de los estratos por el método Soxhlet frente a Candida albicans.

Candida albicans

Concentracion Canela Clavo Mezcla

10 uL/mL + + + + + + + + +
20 uL/mL + + + + + + + + +
40 uL/mL + + + + + + - - -
60 uL/mL + + + - - - - - -
80 uL/mL + + + - - - - - -
100 uL/mL - - - - - - - - -
Control + - - - - - - - - -
Control - + + + + + + + + +
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Anexo 3

Concentraciones de los estratos por el método Soxhlet frente a Fusarium sp.

Fusarium sp.

Concentracion Canela Clavo Mezcla
10 uL/mL + + + + + + + +
20 uL/mL + + + + + + } ;
40 uL/mL + + + - - - - -
60 uL/mL + + + - - - - -
80 uL/mL - - - - - - - -
100 uL/mL - - - - - - - -
Control + - - - - - - - -
Control - + + + + + + + +
Anexo 4

Concentraciones de los estratos por el método Soxhlet frente a Aspergillus sp.

Aspergillus sp.
Concentracion Canela Clavo Mezcla
10 uL/mL + + + + + + + +

20 uL/mL + + + - - - - -

40 uL/mL + + + - - - - -
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60 uL/mL + + + - - - - - -

80 uL/mL - - - - - - - - -

100 uL/mL - - - - - - - - -

Control + - - - - - - - - -

Control - + + + + + + + + +

Anexo 5

Concentraciones de los estratos por el método Hidroalcoholico frente a Candida albicans.

Candida albicans

Concentracion Canela Clavo Mezcla

10 uL/mL + + + + + + + + +
20 ul/mL + + + + + + + + +
40 uL/mL + + + + + + - - -
60 uL/mL + + + - - - - - ,
80 ul/mL + + + - - - - . .
100 uL/mL - - - - - - , - i}
Control + - - - - , - . _ .
Control - + + + + + + + + +
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Anexo 6

Concentraciones de los estratos por el método Hidroalcohdlico frente a Fusarium sp.

Fusarium sp.

Concentracion Canela Clavo Mezcla

10 ul/mL + + + + + + + + +
20 ul/mL + + + + + + - - -
40 uL/mL + + + + + + - - -
60 ul/mL + + + - - - - - -
80 uL/mL - + + - - - - - -
100 uL/mL - - - - - - - - -
Control + - - - - - - - - -
Control - + + + + + + + + +

Anexo 7

Concentraciones de los estratos por el método Hidroalcoholico frente a Aspergillus sp.

Aspergillus sp.
Concentracion Canela Clavo Mezcla
10 ulL/mL + + + + + + + + +
20 ul/mL + + + + + + + + +
40 uL/mL + + + + + + - - -
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60 ul/mL + + + - - - - - -

80 ul/mL + + + - - - _ _ -

100 ul/mL - - - - - - - _ _

Control + - - - - - - - _ -

Control - + + + + + + + + +
Anexo 8

Proceso de extraccion hidroalcoholica de las muestras de canela y clavo

A.- Proceso de maceracion de clavo y canela | B.-Rota evaporacion de la muestra
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Anexo 9

Proceso de extraccion Soxhlet de las muestras de canela y clavo

l ¥

LB
i

B.- Proceso Soxhlet

.

C.- Rota evaporacion de la muestra D.- Almacenamiento

Anexo 10

Emulsiones de los extractos hidroalcohodlicos y Soxhlet
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A.- Emulsion canela

(Extracto Etandlico)

B.- Emulsion clavo

(Extracto Etandlico)

C.- Emulsioén mixta

(Extracto Etandlico)

D.- Emulsion canela

(Extracto Metanolico)

E.- Emulsion clavo

(Extracto Metandlico)

F.- Emulsion mixta

(Extracto Metandlico)

Anexo 11

Concentracion minima fungica de los extractos de canela y clavo de olor
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A.- Canela (Extracto
Etandlico) vs Candida

albicans

B.- Clavo (Extracto

Etandlico) vs Fusarium sp.

C.- Mezcla (Extracto

Etandlico) vs Aspergillus sp.

D.- Canela (Extracto
Metanélico) vs Candida

albicans.

E.- Clavo (Extracto

Metandlico) vs Fusarium sp.

F.- Mixta (Extracto

Metandlico) vs Aspergillus

sp.

Anexo 12

Preparacion de diluciones de los extractos etandlicos y metanolicos.
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Determinacion de concentraciones de inhibicion de extractos etandlicos (G, H, [ y J) y

metandlicos (4, B, C, D y E) frente cepas de C. albicans, Fusarium sp., Aspergillus ps.

Anexo 13

Concentracion minima fungica de los extractos
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Valores de la concentracion minima fungica (CMF)de extractos etanolicos

Canela- Candida Albicans

Canela- Fusarium sp.

Canela- Aspergillus sp.

Clavo- Candida Albicans

Clavo- Fusarium sp.

Clavo- Aspergillus sp.

Mezcla- Candida Albicans

Mezcla- Fusarium sp.

Clavo- Aspergillus sp.

Valores de la concentracion minima fungica (CMF)de extractos metandlicos
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Canela- Candida Albicans

Canela- Fusarium sp.

Canela- Aspergillus sp.

Clavo- Candida Albicans

Clavo- Fusarium sp.

Clavo- Aspergillus sp.

Mezcla- Candida Albicans

Mezcla- Fusarium sp.

Mezcla- Aspergillus sp.
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