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RESUMEN

La contaminacion en los alimentos, frutas y hortalizas, debida a hongos fitopatégenos ha
representado una grave amenaza para la salud y la seguridad de los seres humanos y los
animales. El objetivo del presente trabajo fue extraer los bioactivos de la semilla de cedro
(Cupressus lusitanica) con actividad antifungica y su incorporacion en emulsiones con la
finalidad de retardar su degradacion y prologar su efecto inhibitorio contra Botrytis cinerea
y Aspergillus niger. El aceite de semilla de cedro se extrajo mediante el método Soxhlet.
Los disolventes usados para la extraccion fueron hexano y etanol. El rendimiento del
aceite de semilla de cedro (CSO) extraido con hexano fue mas alto (11%-20.6% en p/p)
con respecto a los obtenidos con etanol (6%-17% en p/p), esto debido a la alta
selectividad del hexano por los componentes mayoritarios en los aceites esenciales

(terpenoides) en comparacion con el etanol.

Un analisis por cromatografia de gases-masas (GC-M) del CSO confirmé la presencia de
monoterpenos (48.14%) y sesquiterpenos (33.34%) como los principales componentes.
Se identificando 27 componentes en los extractos con hexano con un alto porcentaje en
B-pineno, mirceno y a-terpineol. En los extractos obtenidos con etanol se identificaron 19
compuestos, los principales compuestos fueron &acido cummunico, ferruginol,
andrografolido y 6xido de cariofileno. Los aceites de semilla de cedro fueron probados
como antifungicos capaces de inhibir la proliferacion de Botrytis cinerea y Aspergillus
niger, los cuales son hongos patdégenos que contaminan diversos frutos y hortalizas. La
inhibicién del crecimiento micelial (MIC) de los extractos con hexano contra Botrytis
cinerea mostraron una inhibicion del 45% a una concentracién de 300uL/mL, mientras que
los extractos con etanol mostraron un 12% de inhibiciéon a la misma concentracion. En el
caso de Aspergillus niger los extractos con hexano y etanol mostraron un 24% y 23% de
inhibicion respectivamente a una concentracion de 500uL/mL siendo la concentracion mas
efectiva para ambos extractos. Las diferencias encontradas en la MIC se deben a la

sinergia de los compuestos presentes en los extractos.

El CSO extraido con hexano (Hz2) que presentd los mejores resultados de inhibicion, fue

emulsionado para retardar su degradacion y prolongar su efecto como antifungico. La



Goma de mezquite (GM), Tween 80 (T) y la mezcla de ambos (TGM) fueron empleados

como como material recubrimiento para el CSO.

El aceite emulsionado inhibié mejor con respecto al aceite puro. En este sentido las
emulsiones con Tween 80, mostraron el mejor efecto antifungico respecto a Aspergillus
niger con un 66% inhibiciéon, mientras que las emulsiones con la combinacion de T-GM
presentaron la mejor una mejor respuesta de inhibicion contra Boftrytis cinerea con un
54% de inhibicidon. Las observaciones de microscopia electronica de barrido (SEM) y
microscopia confocal laser de barrido (MCBL) revelaron que las emulsiones de CSO
causaron considerables degeneraciones morfolégicas de las hifas fungicas, como el

encogimiento de hifas, pérdida de protoplastos y la ruptura de la pared celular.

En este trabajo se puso de evidencia que el aceite extraido de la semilla de cedro
presentd actividad antifungica contra Botrytis cinerea y Aspergillus niger, siendo mejor
inhibidor contra Botrytis cinerea. Ademas, al ser emulsionado el CSO aumento su
dispersabilidad y mejoré sus propiedades antifungicas contra Aspergillus niger. En este
sentido, el aceite se semilla de cedro puede ser usado como un agente antifingico para la
inhibicion de Botrytis cinerea y Aspergillus niger, los cuales son microorganismos

patégenos que contaminan frutas y hortalizas durante su produccion y almacenamiento.
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INTRODUCCION

Las pérdidas postcosecha en frutas y hortalizas durante el almacenamiento y distribucion,
es un factor importante, causando pérdidas econdmicas significativas debido a
microorganismos patdgenos, tales como los hongos Rhizopus stolonifer, Penicillium

italicum y Botrytis cinerea, causantes de enfermedades postcosecha mas comunes.

Hoy en dia, existe una creciente preocupacion publica por los peligros para la salud y el
medio ambiente asociados con el uso de pesticidas, los cuales han llevado al desarrollo
de alternativas mas seguras y métodos naturales en el control de enfermedades
postcosecha. Entre las diversas alternativas, los productos naturales de plantas, incluidos
los aceites esenciales que son compuestos volatiles producidos en muchas especies de
plantas en las que se cree que desempefan un papel en los mecanismos de defensa
contra los fitopatdgenos. Por ello se plantea en este trabajo la formulacion de emulsiones
conteniendo aceite de semilla de cedro (CSO) para la inhibicién de hongos fitopatégenos.
Se presenta en varias etapas: la extraccion, caracterizacion, emulsificacion y la

evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de los hongos.

Esta tesis esta estructurada en seis apartados en donde el primer apartado es la
descripcién de marco tedrico en donde se desglosas los temas aplicados en este trabajo
de investigacion y abordan los conceptos fundamentales, en el segundo apartado se
maneja la justificacién y se exponen las razones principales del ;Por qué? de este
trabajo, la tercera parte es la hipotesis en donde describe el supuesto de la investigacion y
la metodologia a emplear, en la seccion cuatro de desarrollan los objetivos tanto general
como particulares en donde se organizan las métricas a cumplir y a desarrollar, en la
seccidn cinco, se describe los materiales y métodos empleados para esta investigacion
siendo esta seccion la parte de evaluacion formulacion y caracterizacion de las materias
primas y las técnicas empleadas para la ejecucién de la metodologia, en el apartado seis
de analizan vy describen los resultados obtenidos durante el proceso de evaluacion y
pruebas asi como los diferentes andlisis que se realizaron en diferentes laboratorios tanto
internos como externos y en el séptimo apartado las conclusiones de cada resultado y
eventos que suscitaron durante la pruebas y termina esta tesis con las referencias en las

cuales sustentan la parte tedrica y metodoldgica de cada prueba y resultado.



ANTECEDENTES

El género Cupressus de nombre comun ciprés, es ampliamente cultivado como un arbol
ornamental y como fuente de madera. Este género esta representado por 30 especies
perennes en todo el mundo, poseen diferentes propiedades farmacoldgicas, debido a su
contenido de aceites esenciales, diterpenos, flavonoides y esteroles (Ibrahim et al., 2017,
Ulukanli et al., 2014, Khouaja et al.).

Tal es el caso de Calocedrus formosana Florin cuyos componentes del aceite esencial
(EO) de la hoja mostraron actividad contra cuatro hongos: Lenzites betulina, Pycnoporus
coccineus, Trametes versicolor y Laetiporus sulphurous. Dos compuestos, el a-cadinol y
el murolol, fueron los que mostraron la actividad antifungica (Nuzhat and Vidyasagar,
2014). Por otro lado, la actividad antifungica del aceite esencial de otro arbol conifero,
Chamaecyparis también fue reportada por Singh et al. (2004), el componente principal
acetato de bornilo, ademas, el aceite esencial de Juniperus communis L. mostro actividad

contra las cepas de dermatofitos, Aspergillus y Candida (Singh, 2001).

Adams et al. (1997) estudiaron la composicion quimica de los aceites extraidos de
cupressus lusitdnica, mostrando que contenian monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos conteniendo abietadieno como el principal componente. En contraste Floreani
and Retamar (1982) encontraron a-pineno, B-pineno y 3-A-careno como los mayores
componentes, mientras que Carmo and Frazao (1989) ademas de a-pineno, B-pineno y 3-
A-careno encontraron mirceno. Sin embargo, Bett et al. (2016) realiz6é hidrodestilaciones
de las hojas de cupressus lusitanica y encontraron que el principal componente extraido
fue umbelulona y en menor proporcion a a-pineno. Estos extractos mostraron efectos
insecticidas y repelentes contra plagas de insectos de granos y semillas.

Se ha reportado que el OE de Cupressus arizonica presenta actividades biolégicas
importantes, a saber, actividad larvicida, actividad antimicrobiana y actividad antifungica

contra Aspergillus flavus (Khouaja et al.).

Kuiate et al. (2006) realizaron extractos hexanoicos de las hojas de cupressus lusitanica
encontrando al a-pineno como el componente mayoritario, ademas de sesquiterpenos
hidrocarbonados y diterpenos. En este estudio se evalué la actividad antifungica a
concentraciones de 250 ug/ml y 500 pg/ ml contra Microsporum audouinii, Microsporum

Langeronii, Microsporum canis, Trichophyton rubrum'y Trichophyton tonsurans mostrando



efectos fungicidas. Por otra parte Santos Filho et al. (2011) evalu6 extractos de cupressus
lusitanica obtenidos por hidrodestilacion, entre los monoterpenos identificados destacaron
B-pineno, B-(Z)-ocimeno y geraniol como monoterpeno oxigenado, sin embargo el aceite
esencial de cupressus lusitanica mostréd solo una actividad moderada contra el

crecimiento de hongos endofiticos (Xylaria, Guignardia y Xylaria).



I. MARCO TEORICO

1.1. Aspectos botanicos de la semilla de cedro (Cupressus lusitanica).

La familia Cupressaceae o ciprés es una familia de coniferas distribuida mundialmente,
particularmente en América del Sur, la cuenca del Mediterraneo y el norte de Africa, su
diversidad comprende cerca de treinta géneros (lbrahim et al., 2017, Chaves and
Fonseca, 1991).

También es la familia de coniferas mas importante en la horticultura moderna, los
miembros de esta familia son importantes por su madera, resina, como plantas
ornamentales y en plantaciones forestales comerciales en todo el mundo (Kuiate et al.,
2006, Watt et al., 2009, Nuzhat and Vidyasagar, 2014).

En particular Cupressus lusitanica Mill es una planta de hoja perenne de rapido
crecimiento que alcanza entre 25 a 30m de altura (Mamo and Sterba, 2006, Netzahuatl-
Mufioz et al., 2012). Pertenece a la familia Cupressaceae, comunmente llamada como
“Ciprés Mexicano” o “cedro de Goa” (Cowan et al., 2001). Este arbol es una conifera
nativa de México y América Central; sin embargo, se ha naturalizado ampliamente en todo
el mundo donde se ha plantado como ornamental.

El arbol es monoico, siempre verde, resinoso y aromatico, que puede crecer mas de 30m
de altura y hasta alcanzar 100cm de diametro en el tallo (Figura 1). Posee ramas
principales que surgen del tallo en forma normal y forman una capa densa y regular. Las
hojas son numerosas, imbricadas, de color verde oscuro a glaucescente, ovaladas,
agudas, de uno a dos mm de longitud, en forma de escama, colocadas en cuatro filas

sobre las ramillas foliadas y con una glandula en el dorso (Chaves and Fonseca, 1991).

Figura 1 Cupressus lusitanica (Instituto de Biologia UNAM, 2013)



Los conos o estrobilos femeninos de cupressus son dehiscentes, casi esféricos, de 12 a
15mm de diametro, constituidos por seis a ocho escamas lefiosas, normalmente solitarias

y cortamente pedunculados o sésiles, conteniendo de 75 a 120 semillas (Figura 2).

Figura 2 Semillas y estrobilos de Cupressus lusitanica.

El cono madura al segundo afio de plantacién y se torna duro y lefiosos, adquiere un color
café (marrén o castafio) y pueden transcurrir hasta dos afios para que se abran. La
fructificacion se inicia a edad muy temprana (2 a 5 afios) pero solamente después de 10 a
12 ainos, los arboles producen semilla de buena calidad.

Recientemente, se ha informado que el OE de esta especie tiene actividades biologicas
(Chéraif et al., 2007); antioxidante (Emami et al., 2010), fungicidas(Bett et al., 2016),
antifungica (Falasca et al., 2016, Guleria et al., 2008) y antiviral (Emami et al., 2010).

1.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (OE) son fluidos oleosos hidrofobos concentrados y aromaticos
extraidos de varias partes de plantas como hojas, cascaras, cortezas, raiz, rizoma, flores,
yemas, semillas, maderas etc., que en general, como en la mayoria de los productos
obtenidos de matrices biolégicas, presentan una composicién quimica compleja.

Los principales constituyentes de los aceites esenciales son los mono y sesquiterpenos,
incluidos los carbohidratos, fenoles, alcoholes, éteres, aldehidos y cetonas responsables
de la actividad bioldgica (terpenoides, fenilpropenos y fendlicos), asi como de su fragancia
(Tongnuanchan and Benjakul, 2014, Gutiérrez Galicia, 2016, de Matos et al., 2018,
Prakash et al., 2018).

Los aceites esenciales suelen ser los terpenoides responsables del aroma y el flavor
asociados con las hierbas, las especias y los perfumes, también llamados aceites volatiles
porque se difunden facilmente en el aire. Los podemos encontrar ampliamente
distribuidos en: coniferas (pino, abeto, cedro), mirtaceas (eucaliptus), rutaceas (citrus),
umbeliferas (anis, hinojo), labiadas (lavanda, menta) y compuestas (manzanilla) entre
otras (Garcia, 2015, Gutiérrez Galicia, 2016).



Se conocen mas de 3000 tipos de aceites esenciales, de los cuales solo unos 300 son de
interés comercial, estos se biosintetizan en diferentes partes de las plantas, luego se
cosechan durante ciertas etapas de madurez caracteristicas para cada planta, se
almacenan en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad y luego se

someten a diferentes métodos de extraccion(Dima and Dima, 2015).

1.3.Extraccion de aceites esenciales

Los OE se obtienen a partir de materia prima vegetal mediante varios métodos de
extraccion(Dima and Dima, 2015, El Asbahani et al., 2015). Estos métodos podrian
clasificarse en dos categorias:

Métodos convencionales/clasicos: Destilacion, Hidrodestilacion, producciéon organica,
extraccion por solventes y prensado en frio.

Métodos avanzados/innovadores: Extraccion con fluidos supercriticos, Liquidos de
extraccion supercritica, extraccion asistida por ultrasonido o la extraccion asistida por
microondas.

La destilacion es el método mas antiguo y simple de extraccién de aceites esenciales. Se
puede aplicar en diversas opciones tecnolégicas. La presencia o ausencia de agua en
contacto con el material vegetal son las principales diferencias tecnoldgicas que nos da
hidrodestilacién, hidrodestilacion de vapor y destilacion de vapor. Sin embargo, los
métodos mencionados anteriormente tienen algunas desventajas, como el alto consumo
de energia, el largo tiempo de extraccion (4-6 hrs), la extraccion simultanea de otros
componentes polares (cumarinas, pigmentos de plantas), la degradacion de compuestos

sensibles a la temperatura y la contaminacion ambiental.

Extraccidon con disolventes: La extraccion con disolvente de muestras sélidas, que
comunmente se conoce como extraccion sodlido-liquido es una de las técnicas mas
relevantes en el campo de la extraccion ambiental. La muestra se coloca en un soporte
para dedal que, durante la operacion, se llena gradualmente con disolvente fresco
condensado procedente de un matraz de destilacion. Cuando el liquido alcanza un nivel
de desbordamiento, un sifén aspira todo el contenido del soporte del cartucho y lo vuelve
a descargar en el matraz de destilacion, llevando los analitos extraidos en el liquido a

granel.



Esta operacion se repite hasta que se logra la extraccion completa (de Castro and Ayuso,
2000, Raynie, 2000). Los disolventes mas empleados son etanol, metanol, isopropanol,
hexano, ciclohexano, tolueno, xileno, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo,
acetona y cloroformo. Los solventes se recuperan por destilacion y pueden ser
reutilizados (Hernandez, 2011). En el caso del etanol se ha utilizado ampliamente en la
extraccion con disolventes polares debido a su baja toxicidad. Ademas, el etanol se
clasifica como material biorenovable porque puede obtenerse de una gran variedad de

materiales bioldgicos y es barato (Sbihi et al., 2018)

/ Condenser
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Figura 3 Equipo de extraccion soxhlet

Extraccion con fluidos supercriticos (EFS): Es una operacion unitaria que aprovecha la
capacidad de disolucion de los fluidos supercriticos (FS) en condiciones por encima de su
temperatura critica (Tc) y presion critica (Pc). Es posible obtener extractos libres de
disolvente utilizando un FS y ademas la extraccién es mas rapida que con el uso de
disolventes organicos convencionales. Estas ventajas se deben a la gran volatilidad de los
FS (gases en condiciones ambientales normales) y de sus propiedades de transporte
comparativamente mejores (es decir, alta difusividad y baja viscosidad). En el caso
particular del dioxido de carbono CO; es posible efectuar el proceso de extraccion a
temperatura moderada y extraer selectivamente ciertos constituyentes minoritarios de
productos naturales. Tal es el caso de la extraccion selectiva con CO. de aceites
esenciales, pigmentos carotenoides, agentes antioxidantes, antimicrobianos y otras
sustancias relacionadas a partir de especias, hierbas y otras materias primas (Del Valle
and Aguilera, 1999, Antunes-Ricardo et al., 2017).



Extraccion de agua subcritica (SWE) también conocida como extracciéon a presion de
agua caliente (PHWE) o extraccion a presion de agua de baja polaridad (PLPWE) es una
nueva técnica utilizada para extraccion de aceites esenciales donde se usa agua
sobrecalentada, a temperaturas entre 100°C y 375°C) a altas presiones (> 20 bar). En
estas condiciones, la polaridad del agua disminuye debido a su constante dieléctrica
disminuyendo hasta 14.86 (350°C y 250 bar) asegurando asi la solubilizacion de los
componentes no polares y su extraccion de materiales vegetales. Generalmente, la SWE
se usa principalmente en laboratorio y plantas piloto para obtener cantidades reducidas de
aceites esenciales. Las ventajas mas importantes de estas nuevas técnicas con respecto
a las tradicionales son el reducido consumo de energia y el tiempo de extraccion. La
extraccion de un numero mucho mayor de componentes en mayor cantidad, evitando la
degradacién de componentes sensibles a la temperatura y la disminuciéon de la
contaminacién ambiental.

Las nuevas técnicas de extraccion también deben reducir los tiempos de extraccion, el

consumo de energia, el uso de disolventes y las emisiones de COa.

1.4.Composiciéon quimica de los aceites esenciales

Los componentes quimicos de los aceites esenciales se producen a través de tres vias
diferentes de procesos de biosintesis: via de metil- eritritol para mono y diterpenos, la ruta
de mevalonato para sesquiterpenos y el acido shikimico para fenilpropanoides (Carson
and Hammer, 2011). Mas de 100 diferentes componentes en diversas proporciones (1-

70%) se pueden encontrar en un solo tipo de aceite esencial.

Sin embargo, no existe una nomenclatura quimica sistematica para los compuestos
quimicos que se encuentran en los aceites esenciales. Sus nombres cientificos se dan
después de sus propiedades o fuentes de procedencia (por ejemplo, terpenos, limoneno,
pineno, timol, etc.). En general, los compuestos quimicos de EO se clasifican en terpenos,
fenilpropanoides, compuestos de azufre o nitrogeno. En estos grupos se pueden
encontrar compuestos ciclicos y aciclicos de diferentes clases, como alcoholes, ésteres,
fenoles, cetonas, lactonas, aldehidos y 6xidos (Dima and Dima, 2015).

También la composicion de los aceites esenciales depende de la especie de la planta y de

la subespecie de la que se extrajo, la parte de la planta utilizada para la ubicacion



geografica de la extraccion, el tiempo de cosecha, las técnicas de extraccion y los

métodos de procesamiento.

1.4.1. Terpenos

El nombre genérico "terpeno” se aplicd originalmente a los hidrocarburos encontrados en
la trementina, el sufijo "ene" que indica la presencia de limites olefinicos (Ludwiczuk et al.,
2017). Los terpenos son una clase grande y variada de hidrocarburos, producidos sobre
todo por una variedad amplia de las plantas particularmente coniferas. Los terpenoides,
también conocidos como isoprenoides, son los productos naturales mas numerosos y
estructuralmente diversos.

Los terpenoides son quiza mas conocidos como componentes principales de los aceites
esenciales, que comprenden las fracciones destilables de vapor, hidrodestilacion, o
fracciones obtenidas por medio de tratamiento mecanico, responsables de la fragancia,
esencia y olor caracteristico de muchas plantas. Quimicamente, los aceites esenciales
terpénicos se pueden dividir en dos clases, los monoterpenoides y sesquiterpenoides, que
difieren en su rango de punto de ebullicion por ejemplo los monoterpenoides 140-180°C y
los sesquiterpenoides a 200°C (Fichan et al., 1999, Fink, 2017). Muchos de estos
terpenoides se consideran generalmente como seguros (GRAS) y se usan como aditivos

alimentarios y como fragancias.

En general, los hidrocarburos monoterpenos tales como a- y B-pineno, limoneno, 3-A-
careno y mirceno se encuentran como mezclas complejas en la mayoria de los aceites
esenciales, particularmente en los obtenidos a partir de hojas de plantas, ademas se
pueden usar como precursores en las biotransformaciones para producir terpenoides
como el borneol, carvona y a-terpineol (van der Werf et al., 1997). Los aceites esenciales
de flores y semillas tienden a tener presentes monoterpenoides mas especializados (van
der Werf et al., 1997, Ludwiczuk et al., 2017).

Los componentes quimicos que se encuentran en aceites esenciales representan
diferentes propiedades biolégicas como antibacterianos, antifiungicos, anticancerigenos,
antivirales, anti-mutagénica, antiprotozoarios, anti-inflamatorio, antidiabético o los
antioxidantes (Dima and Dima, 2015, El Asbahani et al., 2015, Carson and Hammer,
2011). Varios compuestos en aceites esenciales tienen una estructura que imita a los

fenoles vegetales bien conocidos con actividad antioxidante.



La mayor actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se observa en las bacterias
gram positivas mas que en las bacterias gram negativas. Los extremos lipofilicos de los
acidos lipoteicoicos en la membrana celular de bacterias gram positivas pueden facilitar la
penetraciéon de compuestos hidréfobos de aceites esenciales (Tongnuanchan and
Benjakul, 2014).

Algunos aceites esenciales han mostrado actividad antifiungica ante diversos patégenos,
como el aceite de tanacetum (Tanacetum parthenium) tuvo efectos fungistaticos (MIC
3.12% y 1.56%) y fungicidas (6.25% y 3.12%) contra M. gypseum y T. mentagrophytes,

respectivamente (Kalemba and Kunicka, 2003).

Hay pocos factores fisicoquimicos a los que los aceites esenciales son sensibles, como el
oxigeno, la luz, la temperatura o el pH. Por lo tanto, el oxigeno en presencia de luz
conduce a la oxidacion de los compuestos insaturados que resultan en radicales libres. Al
almacenar a altas temperaturas pequefias cantidades sueltas de EO de compuestos
volatiles. Ademas, hay algunos componentes que son altamente inestables a variaciones

de pH, como el citral, que se descompone facilmente en un entorno acido.

1.4.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles, son las sustancias que poseen un anillo
aromatico, unidos a uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo derivados funcionales
(esteres, glucosidos, etc.). Los flavonoides constituyen el mayor grupo de fendlicos
vegetales, que representan mas de la mitad de los ocho mil compuestos fendlicos

naturales (Martins et al., 2011).

De acuerdo con el numero de anillos fendlicos y los elementos estructurales que los unen
entre si, dan como resultado las principales clases de flavonoides, es decir, flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y antocianidinas. De manera similar a los
flavonoides, los acidos fendlicos constituyen también una clase importante de compuestos
fendlicos con funciones bioactivas, que generalmente se encuentran en plantas y
productos alimenticios. Los acidos fendlicos se pueden dividir en dos subgrupos segun su
estructura: los acidos hidroxibenzoico y hidroxicinamico (Vuolo et al., 2019, Martins et al.,
2011).



Estos compuestos se sintetizan a partir de dos principales rutas metabdlicas: la ruta del
shikimato, la cual origina directamente fenilpropanoides como los acidos hidroxicinamicos;

y la ruta del acetato, la cual produce fenoles simples y algunas quinonas (Decker, 1997).

1.4.3. Clorofilas

Las clorofilas estan distribuidas ampliamente en las frutas y verduras verdes como los
pigmentos fotosintéticos principales, y son responsables del color de las plantas verdes.
En la naturaleza, la clorofila a y b predominan en las plantas superiores, y la relacién de
clorofila a clorofila b en el cloroplasto es 3:1. Estructuralmente, las clorofilas estan
compuestas por un anillo de porfirina sustituido con un atomo de magnesio unido en el
centro (Mg?*) y una cola de fitol altamente esterificada e hidrofébica (C2oHaso). La diferencia
estructural entre las clorofilas a y b es que la clorofila a tiene un grupo -CHs en Cy,

mientras que la clorofila b tiene un grupo —CHO (Kang et al., 2018).

Estudios previos han informado que tanto las clorofilas como sus derivados tienen
actividad antioxidante (Kang et al., 2018). Por ejemplo, Ferruzzi et al. (2002) encontraron
que los derivados de metalo-clorofila tenian una actividad antioxidante significativamente
mayor que los derivados de clorofila libres de Mg?*. Endo et al. (1985) y Hoshina et al.
(1998) sugirieron que la estructura quimica de la porfirina es esencial para la actividad

antioxidante de las clorofilas y sus derivados.

1.5. Caracterizacion de aceites esenciales

Se han desarrollado varios métodos analiticos espectroscopicos y cromatograficos para la
caracterizacion de productos de plantas, que incluyen espectrometria de masas (MS),
cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS), cromatografia liquida (LC),
cromatografia en capa fina (TLC), alta cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) y
cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HPTLC) para garantizar su calidad,

eficacia y seguridad (Valle et al., 2016).

1.5.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina (TLC) es una forma de cromatografia de adsorcién que
consiste en un absorbente sélido (fase estacionaria) distribuido uniformemente sobre una
superficie plana, generalmente hojas de aluminio o placas de vidrio. Es una técnica muy
sensible para identificar compuestos organicos volatiles separados de productos naturales

en funcién de sus valores de Rr (relacion de frentes), usando sistemas solventes de



polaridad variable. Rr representa la distancia recorrida por el compuesto, con relacién a la
distancia por la fase movil por lo que sus valores siempre oscilan entre 0 y 1 (Skoog et al.,
2001).

1.5.2. Cromatografia de gases-acoplada a masas (CG-MS)

La cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) es una combinacion de dos
técnicas microanaliticas: cromatografia de gases (GC), una técnica de separacion y
espectrometria de masas (MS), una técnica de identificacion. Esta combinacion tiene
varias ventajas. En primer lugar, separa los componentes de una mezcla compleja para
que los espectros de masa de los compuestos individuales puedan obtenerse con fines
cualitativos; segundo, puede proporcionar informaciéon cuantitativa sobre estos mismos
compuestos. La combinaciéon GC / MS supera ciertas deficiencias o limitaciones causadas
por usando cada técnica individualmente, por ejemplo, al usar MS solo para analizar una
muestra impura, se obtienen espectros de masa superpuestos de dos o mas compuestos;
el resultado puede ser confuso, si no ininterrumpible. Por otro lado, el analisis de una
muestra impura por GC/MS separara las impurezas del analito y permitira que el espectro
de masas de cada uno de los componentes se obtenga individualmente. El uso de GC
solo puede conducir a resultados cuestionables debido a las ambigledades al confiar
unicamente en un indice de retencion para la identificacion de varios componentes de

muestra (Roessner et al., 2000, Watson and Sparkman, 2007).

1.5.3. Determinacion de compuestos fendlicos totales.

El método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau, para la determinacion
de fenoles totales, se fundamenta en su caracter reductor y es el mas empleado. Se
utiliza como reactivo una mezcla de acidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio
basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando 6xidos azules de
wolframio (WgO23) y molibdeno (MogO23). La absorbancia del color azul desarrollado se

mide a 765 nm. Los resultados se expresan en mg de acido galico por 100 g de muestra.

1.5.4. Capacidad antioxidante

Alternativamente, diversos compuestos cromégenos (ABTS, DPPH, DMPD, DMPO vy
FRAP) son utilizados para determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que

contienen los frutos para captar los radicales libres generados, operando asi en contra los
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efectos perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de
oxigeno (EROS) (Kuskoski et al., 2005, Gonzalez Jimenez, 2010). Los métodos mas
aplicados son ABTS y DPPH. Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas

condiciones, aunque también muestran diferencias.

1.5.4.1. Método ABTS

ABTSe (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato de amonio): Se basa en la
capacidad para atrapar radicales presentes en el medio. El radical catiénico de color
verde azulado ABTS™ se genera por la interaccion del ABTS con persulfato de potasio. El
radical ABTS™ es un compuesto estable y soluble en metanol. Por lo tanto, se evalla la
capacidad antioxidante de la muestra en funcién de la habilidad para disminuir la

concentracion del radical (Pérez-Najera et al., 2013).

1.5.4.2. Método DPPH

La molécula de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo(a,a-difenil-B-picrilhidrazilo;DPPH) se caracteriza
como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del electron de repuesto sobre
la molécula en su conjunto, de modo que la molécula no se dimeriza, como seria el caso
con la mayoria de los demas radicales libres. La deslocalizacion del electron también da
lugar al color violeta profundo, caracterizado por una banda de absorcion en solucion de
etanol centrada a aproximadamente 517nm. Cuando una solucién de DPPH se mezcla
con la de un sustrato (AH) que puede donar un atomo de hidrégeno, esto da lugar a la
forma reducida con la pérdida de este color violeta. Con el fin de evaluar el potencial
antioxidante a través de la eliminacién de radicales libres por las muestras de prueba, se

controla el cambio en la densidad éptica de los radicales DPPH (Alam et al., 2013).

El DPPH es un radical libre que puede obtenerse directamente sin una preparacion
previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccion que puede ser
quimica (dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP) enzimatica (peroxidase,
mioglobulina), o también eletroquimica. Con el ABTS se puede medir la actividad de
compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que el DPPH solo puede
disolverse en medio organico. El radical ABTS" tiene, ademas, la ventaja de que su
espectro presenta maximos de absorbancia a 414, 654, 754 y 815nm en medio alcohdlico,

mientras que el DPPH presenta un pico de absorbancia a 515nm.



1.6.Hongos patégenos en frutas y hortalizas

En la agricultura mundial los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades de
pre y poscosecha en los cultivos de hortalizas, cereales y frutas, siendo éstos
responsables de pérdidas econdmicas cuantiosas; el dano que ocasionan no solo se
refiere a las pérdidas de produccidon econdémica, sino también a las pérdidas en la
produccién biologica, es decir, a la alteracidn que existe en el crecimiento y desarrollo de
las plantas hospedantes atacadas por estos microorganismos (Juarez-Becerra et al.,
2010).

Una amplia gama de hongos han sido caracterizados como causantes del deterioro
patologico en una variedad de productos, siendo las mas comunes especies de Alternaria,
Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Botrytis y Aspergillus (Martinez-Ruiz et al., 2016, Reyes
Ramirez et al., 2012, Soldevilla et al., 2005).

1.6.1. Botrytis cinérea.

La podredumbre gris causada por el hongo Botrytis cinérea, considerado como uno de los
principales patégenos que afecta al menos 235 especies de plantas, entre frutas y
hortalizas. Infecta cualquier parte de la planta en cualquier estado de desarrollo, aunque
la susceptibilidad al moho gris se incrementa con la edad o maduracién. Se desarrolla
bajo condiciones de elevada humedad relativa alta (93%) y temperatura de 0°C a 25°C
(Elad, 1997).
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Figura 4 Hifas y conidios de Botrytis cinerea (Soylu et al., 2010)



Caracteristicas morfolégicas. Dentro de las estructuras morfolégicas de la especie
Botrytis cinerea, se puede destacar micelio, conidioforos, conidias y esclerocios. Por otro
lado, existen compuestos pre-infeccidnales y post-infeccidonales con capacidad de inhibir
el desarrollo de ciertos microorganismos, sin embargo se han presentado casos en el que
la Botrytis cinérea ha desarrollado resistencia a algunos fungicidas convencionales,
particularmente benzimidazoles y dicarboximidas (Poveda Parra, 2006), por lo cual una
alternativa para el manejo integrado de este hongo es el uso de compuestos naturales
producidos por algunas plantas, a los cuales se les atribuye propiedades antifungicas, tal
es caso de los isoflavonoides, diterpenoides, alcaloides, polipéptidos, estilbenos y aceites

esenciales (Soylu et al., 2010).

1.6.2. Aspergillus niger

Los hongos del género Aspergillus se multiplican rapidamente sobre materia vegetal
almacenada o en descomposicion, son de interés agroalimentario (cereales, frutas,
semillas, etc.), y esto se debe a su rapido crecimiento, tolerancia al pH acido y alta
abundancia en muchos entornos. Algunas de sus especies son fitopatéogenas, tal es el
caso de Aspergillus niger.

A. niger descrito como una especie por van Tieghem en 1867, es un hongo aerdébico muy
extendido que crece en una gran variedad de sustratos. Produce varias enzimas
extracelulares con importancia industrial importante, incluidas amilasas, proteasas,
pectinasas, lipasas y quitinasas; también degrada las celulosas y las hemicelulosas. Por
otro lado, es un gran productor de acidos organicos, principalmente &acido citrico
(Parshikov and Sutherland, 2014, Reyes-Ocampo et al., 2013).

Figura 5 Conidioforos de Aspergillus niger (Saeed et al., 2018)



Aspergillus niger es la Unica especie comun que es un patégeno grave, en algunas frutas
y verduras. Esta especie puede crecer en plantas bajo condiciones de crecimiento
desfavorables, como el estrés por sequia, que permite la infeccion en el desarrollo y, por
lo tanto, la produccién de aflatoxinas antes de la cosecha (Wucherpfennig et al., 2011,
Taniwaki et al., 2018).

1.7.Encapsulacion de aceites esenciales.

La encapsulacion de aceites esenciales es una forma de protegerlos durante el
almacenamiento, transporte y procesamiento. La encapsulacion puede asegurar no solo
la proteccion de EO contra diversos factores fisicoquimicos, sino también la proteccion del

sabor, la preservacion de su actividad biologica.

La microencapsulacion es el revestimiento de una sustancia con un material
encapsulante. Estas microparticulas conformadas por una membrana polimérica porosa
poseen un tamafo aproximado que varia de 5 a 300 micras de diametro contenedora de
una sustancia activa, esta membrana, barrera o pelicula estd generalmente hecha de
componentes con cadenas para crear una red con propiedades hidrofébicas y/o

hidrofilicas (Parra Huertas, 2010, Bustos-Garza et al., 2013, Esquivel - Gonzalez et al.,

2015).

Las microcapsulas pueden liberar sus contenidos a velocidades controladas bajo
condiciones especificas (por accion mecanica, calor, difusion, pH, biodegradacion y
disolucion), y pueden proteger el producto encapsulado contra diversos factores de
degradacién como la humedad, calor, luz y el oxigeno, permitiendo mejorar la estabilidad
y aumento de vida util del material encapsulado. Ademas, ayudan a que los materiales
fragiles resistan las condiciones de procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma,

estabilidad, valor nutritivo y apariencia (Martins et al., 2014).

La seleccion de la técnica y el material de la envoltura depende de la aplicacion final del
producto teniendo en cuenta la estabilidad quimica, concentracion, tamafo de particula
requerido, liberacion mecanismo y costos de fabricacion (Martins et al., 2014).

Los materiales usados como encapsulantes son, generalmente, formadores de pelicula,
flexibles, inodoros, insipidos y no higroscopicos. Usualmente, se emplean proteinas,

carbohidratos, lipidos y gomas, como se mencionan a continuacion.



Las proteinas tienen la capacidad de crear interfases y peliculas, debido a su naturaleza
anfifilica. El tipo y la solidez de una interface dependen de las proteinas utilizadas para
formar la emulsién. Esta se ve influida por su composicién de aminoacidos, asi como por
su temperatura de desnaturalizacion. Ademas, la buena solubilidad de las proteinas en
agua es deseable cuando se utiliza un proceso en base acuosa.

Los carbohidratos son considerados buenos agentes de encapsulacién debido a que
presentan bajas viscosidades a alto contenido de sdlidos, ademas de buena solubilidad.
Pero como la mayoria de ellos carecen de propiedades tensoactivas necesarias para
encapsular aceites, generalmente se los asocia con otros materiales, como proteinas o
gomas.

Las grasas se han utilizado, principalmente, como un revestimiento secundario para
mejorar las propiedades de barrera contra el agua, debido a su naturaleza hidrofébica

(Barrera et al.).

Numerosas técnicas han sido utilizadas para la microencapsulacién de aceites marinos,
vegetales y esenciales. Algunas de estas técnicas incluyen emulsificacion (Arm 2016).

El procedimiento de encapsulacion mediante emulsificacion una técnica utilizada
frecuentemente con agentes activos de alimentos solubles en agua (Sandoval-Peraza et
al., 2017).

Una emulsibn es una dispersion termodinamicamente inestable de dos liquidos
inmiscibles, normalmente de naturaleza apolar y polar, generalmente agua-aceite, en la
que uno de ellos forma gotas de pequefio tamafo (de 0,1 a 100 micras) que se denomina
fase dispersa o interna y el otro, fase continua o externa. (Mufioz et al., 2007,
Guadarrama-Lezama et al., 2012). Dependiendo de la naturaleza de las fases dispersa y
continua, las emulsiones se clasifican como aceite en agua (O/W), agua en aceite (W/O) o
multiples tipo W/O/W y O/W/O.

En una emulsion O/W la fase dispersa consiste en pequefias gotas de un liquido de
naturaleza oleosa; es decir hidrofoba, y una fase continla dominada por un medio
normalmente acuoso. Como ejemplos de emulsiones O/W se pueden citar: leche,
mayonesa, nata, abonos, fitosanitarios y herbicidas emulsionados, algunas salsas y
emulsiones de algunos tipos de petréleo. Por el contrario en una emulsién agua en aceite

(W/O), la fase dispersa es de naturaleza acuosa y la continua oleosa, de este tipo de



emulsiones son ejemplos: mantequilla, margarina, emulsiones para proteccion solar,

algunas emulsiones de petréleo (Mufioz et al., 2007, Guadarrama-Lezama et al., 2012).

El término estabilidad de la emulsién es generalmente usado para describir la capacidad
de resistir cambios en sus propiedades con el tiempo, hay una variedad de mecanismos
fisicoquimicos responsables de las alteraciones en las propiedades de una emulsion
alguna de las propiedades que se deben evaluar a las emulsiones son: Fraccién
volumétrica de la fase dispersa (¢) (Guadarrama-Lezama et al., 2012), Distribuciéon del
tamano de particula (Dickinson, 2017), Propiedades interfaciales (McClements, 2000),

Carga de la gota (McClements, 2000, Dickinson, 2017), potencial Z.

1.8. Caracterizacion de emulsiones.

Tamano promedio de gota. Las propiedades fisicoquimicas de las emulsiones estan
muy influenciadas por las caracteristicas de las gotas que contienen; Por ejemplo, la
estabilidad de una emulsién se ve fuertemente afectada por el tamafio de las gotas.
Cuando todas las gotas en una emulsion tienen el mismo tamafo, la emulsion se
denomina "monodispersa”, donde la emulsion "polidispersa" se caracteriza por una amplia

gama de tamanos de particulas (Portilla-Rivera et al., 2010).

Estabilidad al Cremado: EIl cremado y la sedimentacion son formas de separacion
gravitacional, el cremado describe el movimiento ascendente de las gotas debido a una
menor densidad del liquido circundante, mientras que la sedimentacién describe el
movimiento descendente de las gotas debido a una mayor densidad que el liquido

circundante.

Potencial {: es una medida del potencial eléctrico en la superficie interfacial de las
particulas suspendidas. Sus unidades son milivoltios (mV). Su variacion respecto al pH
indica valores de -30 a 30 mV como inestable y valores por debajo de -30 y arriba de
30mV, indican aumento en la estabilidad, siendo ésta, cada vez mayor conforme aumenta
(de forma absoluta) el valor del potencial . El valor del potencial { se ve marcadamente

afectado por el pH de la emulsion, por el efecto de éste en la carga de las particulas.



JUSTIFICACION

Se ha estimado que las pérdidas poscosecha de frutas y verduras en los paises en
desarrollo son de aproximadamente 30% a 50% o mas (Singh and Sharma, 2018). Los
géneros Aspergillus y Botrytis son los causantes de dichas pedidas, ya sea que
contaminen los sembradios de frutas y hortalizas en campo o bien; ejerzan su efecto
directamente sobre los frutos cuando estos se encuentran almacenados. Una de las
nuevas tecnologias de control biolégico, para la inhibicion de dichos microorganismos, es
la aplicacién de aceites esenciales. En este sentido, se estan evaluando nuevas fuentes
de aceites esenciales obtenidos de plantas y arboles que contienen diversas sustancias
quimicas, estas son conocidas también como metabolitos secundarios. Algunos aceites
esenciales se han utilizado como antibacterianos, antifungicos, antivirales, antioxidantes.
Esta capacidad antimicrobiana y antifungica se debe en gran medida a la naturaleza

hidrofébica de los componentes presentes.

La ventaja que tienen los compuestos hidrofébicos es que pueden interaccionar con la
membrana celular de microorganismos patégenos, causando su alteracion, la fuga de sus
componentes celulares y eventualmente su muerte. Aunque la actividad biolégica de los
aceites esenciales ha sido confirmada en muchos estudios, las diferencias en su
efectividad se deben a su composicién, a los factores genéticos de cada especie vegetal
de donde son extraidos, asi como a las condiciones climaticas en las que crecen dichas
especies (Prakash et al., 2018). Por ello, es de sumo interés, la extraccion, identificacion y
cuantificacion de los constituyentes responsables de la actividad bioldgica de los aceites
esenciales. Se ha encontrado que el aceite provenientes de la familia Cupressaceae
posee capacidad antimicrobiana y antiviral, pero no se ha evaluado su potencial como
agente antifungico. Por ello es que en este trabajo se llevara a cabo un estudio de la
extraccion, identificacion y cuantificacion de componentes bioactivos de la semilla de
cedro (Cupressus lusitanica) con la finalidad de identificar su potencial contra la inhibicién

del hongo Bofrytis cinérea y Asperqillus niger.

Adicionalmente se sabe que los aceites esenciales son compuestos altamente volatiles y
susceptibles a la oxidacion, por ello es necesario diseiar sistemas en los que se vean
disminuidos los efectos degradativos de los aceites. Una manera de retardar la oxidacion
es incorporando dichos aceites en matrices poliméricas para formar emulsiones estables y

asi se preserven sus caracteristicas fisicoquimicas y antifungicas, ademas de facilitar su



manejo y/o aplicacién como agentes de facil dispersion. Las emulsiones conteniendo el
aceite esencial de la semilla de cedro podrian ser agentes de facil aplicacién como control
biolégico contra la proliferacion de hongos patégenos en la produccién y almacenamiento

de frutas y hortalizas.



HIPOTESIS

El aceite de semilla de cedro (Cupressus lusitanica) contiene compuestos bioactivos que
han presentado actividad biolégica por lo que una emulsion hecha con aceite de semilla

de cedro inhibira el crecimiento micelial de Botrytis cinerea 'y Aspergillus niger.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antifungica del aceite de semilla de cedro (Cupressus lusitanica) e
incorporarlo en una emulsion que preserve sus caracteristicas fisicoquimicas y bioactivas,

para inhibir el crecimiento de Botrytis cinerea y Aspergillus niger.
Objetivos especificos

Aplicar la técnica Soxhlet a las semillas de cedro para extraer los compuestos bioactivos

por medio de hexano y etanol como disolventes.

Analizar la composicién del aceite esencial de semilla de cedro por cromatografia de
gases-acoplado a masas (CG-M) para diferenciar los componentes presentes en los

diferentes extractos con hexano y etanol por efecto de las condiciones de extraccion.

Cuantificar el contenido de compuestos fendlicos totales, clorofilas y capacidad

antioxidante total en los diferentes extractos del aceite esencial de semilla de cedro.

Evaluar la actividad antifungica de los extractos de aceite esencial de la semilla de cedro

contra Botrytis cinérea 'y Aspergillus niger.

Formular emulsiones conteniendo aceites esenciales de semilla de cedro, para

proporcionarles estabilidad ante la oxidacion y preservar sus caracteristicas antifungicas.

Caracterizar fisicoquimicamente las emulsiones obtenidas con los extractos de aceite

esencial de semilla de cedro.

Evaluar las propiedades antifungicas de las emulsiones conteniendo el aceite esencial de

la semilla de cedro.



Il. MATERIALES

Y METODOS

La Figura 6 representa el procedimiento para este trabajo. Se dividié en la extracciéon y

caracterizacion del aceite esencial de las semillas de cedro.

Semilla de cedro
(Cupressus lusitanica)

v

Seleccion y limpieza

v

Extraccion de aceite

Fase continua
- Goma de mezquite
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Figura 6 Diagrama de flujo de la metodologia de evaluacion de la actividad antifingica de la semilla de

cedro.

Posteriormente se formularon las emulsiones del aceite esencial de cedro usando goma

de mezquite y Tween 80 como agentes emulsionantes; finalmente se evaluaron las



propiedades fisicoquimicas y antifungicas de las emulsiones contra Botrytis cinérea y

Aspergillus niger.

Materia primalas semillas de Cupressus lusitanica (C. lusitanica) se recolectaron en la
zona norte del Estado de México, México. La identificacion de la especie fue realizada por
el Dr. David S. Gernandt, del Herbario Nacional de México (MEXU) en el Instituto de
Biologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), con numero de folio
1489470.

Botrytis cinerea se compr6 con Cientifica Senna S.A de C.V, México. La cepa fue
identificada como 11542 namero ATCC. El hongo Aspergillus niger fue donado por el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Quimica, Universidad Auténoma del
Estado de México (UAEM).

Seleccion y preparacién de las semillas de cedro

Las semillas de cedro (C. lusitanica) fueron seleccionadas con la finalidad de excluir
semillas en mal estado. Todas las semillas seleccionadas presentaban un diametro entre
1.0 a 1.5 cm. Las semillas se lavaron con agua destilada para eliminar suciedad o
particulas extrafias. Posteriormente, se secaron a 60°C en un horno de conveccion
forzada durante 24 h para estandarizar su contenido de humedad (3% p/p). Las semillas
limpias y secas se trituraron en un molino de martillos (Pulvex 200, México) para luego
colocarlas en bolsas herméticamente cerradas y almacenarlas a una temperatura de -4°C

hasta la extraccion.

Extraccion de aceite de cedro por el método Soxhlet.

La extraccion de aceites se realiz6 utilizando un extractor Soxhlet, se colocaron 50 g de
semillas secas en el dedal de extraccion de celulosa (Whatman, General Electric, EE.
UU.). Hexano y etanol fueron los disolventes utilizados para extraer el aceite de las
semillas. En un matraz de tres bocas se adicionaron 300mL de disolvente, se llevaron a
extraccion por un tiempo de 60 min, 120 min y 180 min. Finalmente los aceites obtenidos
con hexano (H1, Hz, H3) y etanol (E1, E2, E3) a los respectivos tiempo de extraccion, se
secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se almacenaron en el refrigeracion a 4°C hasta

su posterior uso.



El porcentaje de rendimiento y la composicion de los aceites se expresaron en g/100g de
material de peso seco de semilla. El rendimiento de aceite extraido se calculé con la

ecuacion 1 de Salgin and Salgin (2013):

. . m A H .y
Rendimiento = —2ceiteextraido o 90y, Ecuacion 1

Mgemilla seca

donde: Maceite extraido: Masa en gramos de aceite extraido, Msemilla seca: Masa en gramos de

semilla seca. Los resultados son expresados en % de rendimiento de aceite extraido.
2.1.Caracterizacion de extractos:
indice de refraccion, densidad y viscosidad.

El indice de refraccion de los aceites fue determinado usando un refractometro Atago
modelo 131 RX-500 (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan). La densidad se determiné utilizando
un picnometro de marca Superior Marienfeld (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Alemania)
de vidrio de borosilicato 3.3. DIN ISO 3507, tipo Gay-lussac. La viscosidad se determind
con un viscosimetro digital (RVDVII, Brookfield, EE.UU.).

Caracterizacion por cromatografia

La composicion de los extractos se realizé con un cromatégrafo de gases acoplado a un
detector de espectrometria de masas selectivo (Shimadzu QP-2010) usando una columna
capilar (HT-1 Zebron Inferno, Alemania) con el siguiente programa de calentamiento: la
temperatura inicial se fij6 a 55°C en 1 minuto, luego se aumenta a 10°C / min hasta
alcanzar los 155°C y se mantiene durante 2 minutos a esta temperatura. Luego la
temperatura se incrementd en una tasa de 10°C/min a 255°C y se mantuvo durante 5 min.

El tiempo total para el analisis fue de 28 min.
Determinacién de compuestos fendlicos totales.

El contenido de fendlicos totales se determind usando el reactivo de Folin-Ciocalteau
siguiendo la metodologia propuesta por Guadarrama-Lezama et al. (2012). El reactivo de
Folin fue diluido 10 veces en agua desionizada. Cada extracto no acuoso fue diluido en
etanol en una relacién 1:5, del cual 0.1mL se mezclaron con 0.75mL del reactivo de Folin
diluido. Posteriormente, la solucion se dejé incubar por 5 min, y se adicionan 0.75mL de
una solucion de bicarbonato de sodio (60 g/L) y se agité. La mezcla fue incubada a

temperatura ambiente por 90 minutos. Se determiné la absorbancia de la solucion a
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750nm y los datos son extrapolados a una curva estandar de acido galico. El contenido
total de fenoles fue expresado como equivalentes de acido galico por mL de extracto (ug
AG/mL extracto).

2.2.Capacidad antioxidante:
Capacidad antioxidante por método del radical ABTS.

La capacidad antioxidante fue determinada por medio del método del radical ABTS+
(Guadarrama-Lezama et al., 2012). El ABTS (2,2’-azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), se disolvié en agua a una concentraciéon 7mM y se hizo reaccionar con 2.45mM
de persulfato de potasio (solucion madre). La solucién madre se dejo reposar entre 12 y
16 horas en ausencia de luz. Se colocaron 0.5mL de solucion madre en un matraz
volumétrico se aforo a un volumen total de 25mL con etanol anhidro, la solucién obtenida
presentd una absorbancia de 0.7 £ 0.02, a una longitud de onda de 734nm. A 990uL de
reactivo estandarizado (solucion de ABTS+), se adicionaron 10uL de muestra (200 pL de
aceite disuelto en 800uL acetona) y se tomaron las lecturas de absorbancia en intervalos
de 1 a 7min. En la determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos oleosos se

realiza una correccion por efecto de la acetona.

El porcentaje de inhibicién es calculado de acuerdo a la ecuacion 2:

[ASto _Astf] .
Adpy-Ady X 100 Ecuacién 2

% Inhibicion =
(Asto)_[W

donde: Asi ¥ Asy: Es la absorbancia de la muestra a tiempo inicial y final, Adi y Ads: Es
la absorbancia del disolvente a tiempo inicial y final. Los resultados fueron reportados

como % de inhibicion.
Capacidad antioxidante por el método DPPH.

La actividad antioxidante se determiné mediante el método de eliminacién de radicales
libres DPPH, de acuerdo con Brand-Williams (1995). Se afiadieron alicuotas de 100uL del
extracto de cedro a 3.9mL de una soluciéon metandlica al 80% de DPPH, seguido de

agitacion. La reaccion se dejé en la oscuridad, a temperatura ambiente, durante 30 y 60



minutos, después de lo cual se midié la absorbancia a 515nm en un espectrofotdmetro
UV-VIS (Cientifica vela Quin S.A. de C.V., México).

Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como % de

inhibicion calculados mediante la ecuacion 3.

Apr=Aar o 100 Ecuacion 3

% Inhibicion del radical DPPH = "
br

donde: Ay €s la absorbancia antes de la reaccion, Aar es la absorbancia después de que

ha tenido lugar la reaccion.
Determinacion de clorofilas de aceite extraido.

La determinacion de las clorofilas se llevd a cabo a través del método espectrofotométrico
propuesto por Marr et al. (1995). Cada muestra (aceite) se suspendio en una solucion de
acetona-agua al 80% (v/v) como disolvente extractor de pigmentos. Se agitdé en un vortex
y se dejo reposar en la oscuridad a 4°C durante 24h. Después, las muestras se llevaron a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 2700 rpm durante 5 min. La absorbancia del
sobrenadante se midi6 a 663nm y 645nm, verificando que no habia turbidez o particulas
en suspension. Como blanco, se utiliz6 acetona-agua. Para la cuantificacion de las

clorofilas se utilizaron las ecuaciones 4-6 propuestas por Mackinney (1941).

Clorofilas totales (n9) =20.2 Agy5+8.02A463 Ecuacion 4
L
Clorofilas a (E) = 12'7A663'2'69A645 Ecuacion 5
L
Clorofilas b (ﬂ) =229 A645-4.68 A663 Ecuacion 6
L

donde: C,, Cp: Son las concentraciones de clorofila a y b respectivamente, A: Es la

absorbancia medida.
2.3.Evaluacién de propiedad antifungica
Test Inhibicion Crecimiento Micelial (MIC)

El efecto inhibitorio de los aceites se determind utilizando el método de diluciéon en agar
informado por Chen et al. (2014) que involucra la mezcla de aceites extraidos en

diferentes concentraciones con el medio PDA. En este caso, se incorporaron
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concentraciones de 100, 300, 500uL de aceites de semillas de cedro (CSO) en 20 mL de
medio PDA. Luego, placas Petri de 90 mm de diametro se llenaron con 25 mL de la
mezcla (6 repeticiones por tratamiento) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente (25 +

2°C). Se us6 PDA como control.

Un disco de PDA de 5 mm de diametro que contenia los hongos (Botrytis cinerea y
Aspergillus niger) se cultivd en el centro de una placa de Petri y se incubo a 25 + 2°C. El
crecimiento micelial se midi6 diariamente utilizando un vernier digital (ST-119-200,
Weston Plus, México) para evaluar el diametro alcanzado por el micelio a lo largo del
tiempo. La prueba terminé cuando el micelio cubrié completamente la placa de Petri que
contenia el tratamiento de control. Los resultados se informaron como indice de inhibicién

del crecimiento micelial (MIC), segun la ecuacion 7:

MIC= (%) *100 Ecuacion 7
c

donde: Cc: denota el control del crecimiento, Ct: el crecimiento en el tratamiento.

2.4. Formulacion de emulsiones.

La formulacién para la elaboracién de las emulsiones se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1: Formulacién de emulsiones aceite en agua

Emulsion Aceite de cedro Goma de mezquite (GM) Tween 80 (T)
(9) (9) (9)
GM; 0.3 1.0 -
GM: 0.5 1.0
GM; 0.7 1.0
GM. 1.0 1.0 i}
T4 1.0 - 0.3
T2 1.0 - 05
Ts 1.0 - 0.7
Ta 1.0 - 10
T-GM, 0.3 0.7 0.3
T-GM; 0.5 0.5 05
T-GM3 0.7 0.3 0.7
T-GM4 1.0 0.5 0.5

Para la realizacion de emulsiones aceite en agua (O/W) se siguio la técnica propuesta por
Guadarrama-Lezama et al. (2012), en la cual se utilizé un exudado del arbol de mezquite
(Goma de mezquite) y un surfactante no ionico (Tween 80) se disolvieron en agua
destilada (fase acuosa) y se dejaron reposar 24 h, con la finalidad de lograr la completa

rehidratacion de los mismos. Posteriormente a la fase acuosa se adiciona el aceite



esencial de cedro (fase oleosa) gota a gota mientras se homogeniza durante 3min mas a

partir de que la fase oleosa se incorpora por completo.

2.5. Caracterizacion de emulsiones.
Capacidad de emulsion (EA) y estabilidad (ES)

Las propiedades emulsionantes se evaluaron mediante el método propuesto por Alpizar-
Reyes et al. (2017). 10mL de cada emulsidon se centrifugaron utilizando una centrifuga
(Solbat P-60, Solbat S.A de C.V., México) durante 10 minutos a 5000 rpm. La capacidad
emulsionante (EA) se calculé6 mediante la ecuacion 8:

Volumen emulsiéon ..
% EA= x 100 Ecuacion 8
Volumen total

La ES se evalud con un método similar al método de EA. Después de homogeneizar, las
emulsiones se calentaron en bafio de agua a 80°C durante 30 min, posteriormente se
enfriaron a temperatura ambiente (20°C + 2°C) y se centrifugaron durante 10min a

5000rpm. La capa emulsionada se midié y el ES se determiné mediante la ecuacion 9:

Volumen final emulsién
% ES= x 100

— " Ecuacién 9
Volumen inicial emulsion

Todas las mediciones se realizaron por triplicado para cada emulsién
Tamaino promedio de gota

La distribucion del tamafio de particula de las emulsiones se midié segun el método de
(Prasanna et al., 2012). Brevemente, se utilizé6 un microscopio de luz (Carl Zeiss GmbH
Axiocam ERc 5s, Carl Zeiss, Alemania) para examinar y fotografiar la emulsion con lentes
objetivas de 100x. Se colocé un volumen de 10uL de emulsién en un portaobjetos de
microscopio y se mantuvo durante 2 minutos para asentarse, posteriormente fueron
observadas bajo el microscopio optico. La distribucion del tamafio de las gotas de aceite
en un solo plano focal se determind a partir de diez imagenes digitales de cada muestra
utilizando el software Motic Images Plus 3.0 (Motic, Alemania). Los valores para el

diametro equivalente fueron determinados directamente por el software.



Estabilidad al cremado y coalescencia.

La estabilidad de las emulsiones se analizé utilizando el método propuesto por Prasanna
et al. (2012), descrito en la seccion anterior. Se utilizé un microscopio de luz (Carl Zeiss
GmbH Axiocam ERc 5s, Carl Zeiss, Alemania) para examinar y fotografiar la emulsion con
lentes objetivas de 100x. Esto permite dimensionar el cambio del tamafio de particula de

las emulsiones debido a fenédmenos de coalescencia y/o floculacion.

La separacion por gravedad de las fases mediante sedimentacion o procesos de
formacion de crema se midié segun el método de Arancibia et al. (2017), donde se evalué
la altura de las emulsiones en un tubo falcon. Para las mediciones, se afiadié un volumen
de 10mL de diferentes muestras al tubo falcén de 15cm de alto y 1.5cm de diametro y

fueron almacenadas a una temperatura de 25°C durante 7 dias.

Se calcul6 el indice de cremado segun la ecuacion 10 descrito por Arancibia et al. (2017):

o H
indice de cremado (%)=>%100% Ecuacion 10

donde: He es la altura total de la emulsion (mm) y Hs es la altura de la capa de crema
(mm), que se midi6 visualmente en funcidon del tiempo. Todas las mediciones se

realizaron por triplicado para cada emulsion.
Eficiencia de encapsulacion (EE)

La proporcidon encapsulada de aceite en las emulsiones se evalué segun el método
propuesto por Guadarrama-Lezama et al. (2012). Se afadié 1 mL de cada emulsion con 4
mL de la mezcla hexano:isopropanol (3:1). La mezcla se agité en un vortex (Maxi Mix Il,
Barnstead Thermolyne, USA) durante 5 minutos y se centrifugé a 2500 rpm durante 10
minutos. La mezcla de las fases de la emulsidon fueron separadas utilizando una
micropipeta y se coloco en un matraz de fondo redondo. El disolvente se evaporé a 50°C

utilizando un rotavapor de vacio (Buchi R210-R215, Flawil, Suiza).

La eficiencia de encapsulacion (EE) de CSO en emulsiones se obtuvo a partir de los
contenidos de CSO de superficie y total de acuerdo con la ecuacién 11:

Aceite total-Aceite superficial
EE (%)= P x100

E ion 11
Aceite total cuacio




Potencial zeta ({)

Las mediciones del potencial Zeta se determinaron utilizando un Zetasizer Nano Z
(Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Reino Unido). El pH de las emulsiones (10 mL)
se ajustd a un pH de 5.5 mediante la adiciéon de una solucién de HCI o NaOH (0.1 M) a
25°C. En el caso de CSO, se disolvieron 100uL de aceite en hexano y luego se ajusté el
pH a 5.5.

Test de crecimiento micelial (MIC) de las emulsiones

El efecto inhibitorio de las emulsiones se determiné utilizando el método de dilucion en
agar como se informd en la seccidon 2.3. Para este propdsito se afadieron 3 mL de cada
emulsion en medio PDA (PDA-emulsion). Posteriormente un disco de PDA de 5 mm de
diametro que contenia los hongos (Botrytis cinerea y Aspergillus niger) se cultivd en el
centro de una placa de Petri (PDA-emulsion) y se incubé a 25 + 2°C. El crecimiento
micelial se midié diariamente utilizando un vernier digital (ST-119-200, Weston Plus,
México) para evaluar el diametro alcanzado por el micelio a lo largo del tiempo. La prueba
terminé cuando el micelio cubri6 completamente la placa de Petri que contenia el

tratamiento de control.

Se prepararon controles positivos con una dispersion de agua destilada, Tween 80 y GM y
la mezcla T-GM. Los resultados se informaron como indice de inhibicidn del crecimiento

micelial (MIC), segun la ecuacion 7. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
Microscopia electronica de barrido (SEM) en morfologia hifal de hongos

El analisis SEM se realizé de acuerdo con el método propuesto por Chen et al. (2014). Se
observaron materiales fungicos de siete dias de Botrytis cinerea y Aspergillus niger
cultivados solo en medio PDA (control) y medio PDA con la adicion de la emulsion mas

efectiva (en términos de efecto inhibitorio).

Para la preparacion de las muestra se cortaron trozos de PDA conteniendo el hongo, los
cuales fueron sumergidos por 24h a 4°C en una solucion de glutaraldehido a una
concentracion del 3% en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) de 0.1 moL /L a pH

7.2, como solucién fijadora. Las muestras fijadas fueron tratadas con los siguientes pasos:

Cada muestra se enjuagd con PBS 1 moL /L (pH 7.2) tres veces durante 15 minutos. Las

muestras fijadas se sometieron a una serie de procesos de deshidratacion con etanol (20,
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30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100% mL / L) durante 20 min. Después de la deshidratacion,
las muestras se secaron en su punto critico (K850, Quorum Technologies Ltd, Reino
Unido); finalmente, las muestras se recubrieron con una capa de oro/paladio mediante
recubrimiento por pulverizacion catédica con una pulverizacion de iones y se escanearon
y fotografiaron mediante SEM (JSM-7800F, JEOL, Japdn).

Microscopia confocal de barrido laser (CLSM)

CLSM es una técnica no destructiva que permite la visualizacion y localizacion de
estructuras y compuestos mediante fluorescencia. El dafio en la morfologia hifal de los
hongos Botrytis cinerea y Aspergillus niger se examiné utilizando una microscopia de
confocal de barrido laser (CLSM) (LSM 710 NLO, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-
Wairttemberg, Alemania), con una lente objetivo de 20%0.8. Se coloc6 un pequefio cubo
de PDA (4x2 mm) en un cubreobjetos antes del analisis, y se afiadié una gota de tinte
blanco calcofluor R (0.01%). La longitud de onda de excitacion para isotiocianato de
fluoresceina (FITC) fue de 405nm al 15% de transmitancia. La emisién se registré en un
intervalo de 410nm-524nm y se obtuvieron imagenes de fluorescencia de las muestras
con el software (ZEN, version 8.0, Carl Zeiss, Oberkochen, Baden-Wirttemberg,

Alemania).
2.6. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron en muestras por triplicado y los valores se
expresaron como valores medios * SD. El analisis estadistico se realizdé a través del
programa SPSS Statistics 19.0. Para determinar la diferencia estadisticamente
significativa entre los valores, se realizd el analisis de varianza de una via (ANOVA) y la
prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a
p<0.05.



lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites extraidos.

Rendimiento, indice de refraccion, densidad y viscosidad.

Se realizaron extracciones de aceite a partir de la semilla de cedro, usando hexano (H) y

etanol (E) como disolvente, en tres diferentes tiempos de extraccion: 1h, 2h y 3h.

El rendimiento del aceite cuando la semilla se encuentra en base seca es del 6% al
20.6%, se analizd la caracterizacion del aceite de cedro en cuatro categorias; el
rendimiento dado en porcentaje, el indice de refracciéon, la densidad en g/mL y su
viscosidad (cP). Estos resultados se encuentran en la Tabla 2, de los resultados mas
sobresalientes se tiene que el aceite extraido con hexano (Hs) y etanol (Es) a 3h
respectivamente, presento los siguientes rendimientos, para el caso del Ez un 17% y un
indice de refraccion de 1.62, la densidad 0.88g/mL, su viscosidad de 800cP. Para el
hexano Hiz se obtuvo 20.6% de rendimiento, el indice de refraccion de 1.30, la densidad
de 0.91 g/mL y la viscosidad de 1066 cP, esto puede ser atribuido a la elevada
selectividad del hexano por terpenos presentes en los aceites esenciales y a la facil

recuperacion de este, en comparacion con el etanol (Ludwiczuk et al., 2017).

Tabla 2 : Propiedades fisicas del aceite de cedro (C. lusitanica)

Extracto Rendimiento (%) :'Zgri:zc(ij:n Densidad (g/mL) Viscosidad (cP)
H4 11.10 £ 3.532 1.37 £ 0.0362 0.93 + 0.026° 800 + 0.0052
H2 11.19 £ 3.08?2 1.36 £ 0.018?2 0.90 + 0.0392 1000 + 0.003°
Hs 20.60 + 3.29° 1.30 £ 0.0512 0.91 £ 0.027°2 1066 + 0.006°
E1 6.10 £ 1.20° 1.51 £ 0.054° 0.86 + 0.046° 600 + 0.001¢
E: 6.51 + 1.35° 1.58 + 0.048° 0.87 + 0.0522 800 + 0.0032
Es 17.10 £ 1.43° 1.62 + 0.029° 0.88 £ 0.0722 800 + 0.001¢

H: Hexano, E: Etanol

El indice de refraccion, la densidad y la viscosidad del CSO obtenidos fue similar a otros
trabajos donde se evaluaron aceites y grasas extraidos de plantas, vegetales y coniferas
(Francesconi et al., 2001, Comelli et al., 2002, Hong et al., 2004) .



Se han utilizado diferentes métodos, como la extraccion con fluidos supercriticos, el
arrastre de vapor, para extraer aceites de plantas, cortezas de plantas, hojas, flores y sus
diferentes partes, pero los rendimientos son bajos. El intervalo de aceites extraidos por
estos métodos se encuentra en el intervalo de 1-1.22% (Mun and Prewitt, 2011, Tumen et
al., 2012). Por lo tanto, la extraccion con disolvente sigue siendo uno de los métodos mas
usados, por presentar alta eficiencia y conservar las propiedades quimicas, ademas de
los disolventes usados (etanol, isopropanol) estan certificados por directivas

internacionales y sin presentar un impacto alto al medio ambiente. (Zhuang et al., 2018).

Composicion quimica del aceite por cromatografia de gases acoplada a
masas (CG-MS)

Las composiciones quimicas de cada aceite de semilla de cedro, fueron analizados por
GC/MS. Todos los extractos contenian principalmente monoterpenos y sesquiterpenos
como se muestran en el anexo 1y 2. En el caso de extractos obtenidos con hexano, se
encontré una alta proporcion de monoterpenos (48.14%) y sesquiterpenos (33.34%) en
comparacion con el etanol. Los monoterpenos encontrados son: B-pineno, B-mirceno, 3-
careno, d-limoneno y oxido de cariofileno, mientras que dentro de los sesquiterpenos se

encuentran: B-ocimeno, terpineol, cymenol, a-copaeno, etc.

Tabla 3 : Composicion del aceite de cedro extraido con hexano y etanol

Componente % Aceite extraido % Aceite extraido con
con Hexano Etanol
Tricicleno 33.49 -
Acido comunico 20.05 40.86
3-careno 10.26 -
Andrografolido 7.70 10.96
Ferruginol 7.70 21.78
B-mirceno 2.18 -
B-pineno 1.33 1.49

En los aceites obtenidos usando etanol como disolvente fueron identificados 19
compuestos. Los principales compuestos individuales se muestran en la Tabla 3, algunos

de estos fueron acido cummunico, ferruginol, andrografolido y 6xido de cariofileno.



Se identificaron 27 compuestos en los aceites extraidos con hexano de los cuales
sobresalen como tricicleno, acido cummunico, ferruginol y B-mirceno. La abundancia
relativa de algunos compuestos identificados en el aceite como, el cariofileno, B-pineno,
D-limoneno vy ferruginol, han sido reportada como agentes antifungicos y antimicrobianos
(Hong et al., 2004, De Alwis et al., 2009, Santos Filho et al., 2011, Bett et al., 2016).

Es importante mencionar que la composicion quimica de los aceites extraidos difiere
considerablemente dependiendo del disolvente utilizado para las extracciones, ya que el
hexano ha mostrado tener facil interaccién con moléculas de resinas de pino y aceites
esenciales. Otros factores que intervinieron en la composicion de los extractos fueron: la
polaridad, volatilidad, tiempos de extraccion e isomerizacion de los compuestos durante la

extraccion.

Los datos de composicién del CSO obtenidos con hexano reflejan un alto porcentaje en (3-
pineno, mirceno y a-terpineol en comparacion con el CSO extraido con etanol, debido a
las altas volatilidades de estos compuestos de terpeno (Fichan et al., 1999, De Alwis et
al., 2009). Cuando los tiempos de extraccion de aceites fueron prolongados; es decir a 2h
y 3h a la misma temperatura, mostraron una ligera disminucién en el porcentaje de
compuestos. Esto se debe a la oxidacion de algunos de ellos. Por ejemplo, se encontrd
cariofileno en extractos hechos con etanol y se encontré6 como 6xido en comparacion con
extractos realizados con hexano, donde el 6xido de cariofileno se identificé en porcentajes
mas bajos (anexo 1y 2). Entonces, es posible decir que los compuestos presentes en las
semillas de cedro se transformaron durante la extraccion como los [-pineno, ftricicleno,
compuestos biciclicos, limoneno, entre otros, cuando se trataron en condiciones
especificas de extraccion. Por lo tanto, las diferencias en composicion de los extractos fue
evidente. A partir de la isomerizacion de terpenos (Ebmeyer, 2002, Mercier et al., 2009) es

posible formar muchos isdmeros derivados.

En los extractos obtenidos en este trabajo, el tricicleno se encuentra en los extractos de
hexano en un alto porcentaje (~30%), mientras que en los extractos obtenidos con etanol,
el acido cummunico presentdé el mayor porcentaje (~40%) con respecto a los otros
compuestos. Uno de los principales compuestos identificados en el género Cupressus es

el a-pineno.



Compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y clorofilas.

Los resultados del contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos con hexano y etanol se muestran en la Tabla 4. Los CSO obtenidos
con etanol (E) presentaron la mayor concentracion de compuestos fendlicos con respecto
a los obtenidos con hexano. Se encontré que a un tiempo intermedio de extraccion (2h) el
aceite E> obtuvo el maximo de compuestos fendlicos, sin embargo al aumentar el tiempo
de extraccion a 3h esta concentracion disminuyo de 323 ug AG/g semilla a 182 ug AG/g
semilla, esto puede ser atribuido a la termolabilidad de los compuestos fendlicos

presentes en el aceite.

Para los CSO extraidos con hexano el contenido de compuestos fendlicos fue
directamente proporcional a la temperatura de extraccion, debido a que los compuestos
fendlicos no son solubles en disolvente no polares y que por lo tanto requirieron un mayor

tiempo de extraccion (Pérez-Najera et al., 2013, Gonzalez Jimenez, 2010).

Ademas esta diferencia puede atribuirse a la posible formacion de productos como
feofitinas y feoférbidos, que se derivaron de la exposicion de la clorofila a 68+5° C durante
la extraccion con el hexano, lo que resultdé en una aceleracién de la oxidacién del aceite y

en la pérdida de algunos compuestos fendlicos (Can-Cauich et al., 2019).

Tabla 4 : Caracterizacion del aceite de cedro (C. lusitanica)

Compuestos Capacidad Antioxidante Capacidad Antioxidante
Extracto fenolicos ABTS* DPPH*

(Mg AG/g semilla) (% Inhibicién) (% Inhibicién)
H1 4.10+0.70° 96.28 + 1.922 12.64 + 0.032
H2 10.78 +0-013° 60.44 + 8.97° 2.69 +2.31°
Hs 10.98 + 0.62° 51.26 + 0.98° 21.25+0.41°
E1 18.37 £ 0.10? 89.32 + 0.31¢ 52.91 + 0.08¢
Ez 323.33 £19.3° 94.36 + 0.1724 82.13 + 1.40
Es 182.68 + 8.11° 74.58 + 4.6 52.79 + 0.07¢

H: Hexano, E: Etanol

La actividad antioxidante de los aceites extraidos con hexano y etanol se muestra en la
Tabla 4. Para cada método de extraccion, la actividad antioxidante del CSO fue medida
con los ensayos DPPH y ABTS. El aceite extraido con etanol presenté un intervalo de
inhibicion de radicales libres superior al 50% para ambas técnicas, sin embargo el aceite
extraido con hexano mostro una diferencia significativa en el % de inhibicion de radicales

libres para ambas técnicas, presentando un 96% de inhibiciéon de radicales libres para la
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técnica ABTS y solo un 21% inhibicién de radicales libres con la técnica DPPH. Esta
diferencia puede ser atribuida al tipo de radical utilizado en ambas técnicas, en el caso del
radical ABTS* presenta mayor sensibilidad para medir la actividad de compuestos de

naturaleza hidrofilica y lipofilica en a diferencia del radical DPPH (Kuskoski et al., 2005).

Ademas Pinelo et al (2004) informaron sobre la mayor capacidad antioxidante de
extractos alcohdlicos y la capacidad de estos extractos para eliminar los radicales libres,
lo cual parece ser una tendencia general de los aceites esenciales que contienen
hidrocarburos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados y/o sesquiterpenos (Mercier et
al., 2009) tal es el caso del CSO.

En el caso de los CSO extraidos con hexano mostraron una tendencia decreciente en el
% de inhibicion del radical ABTS, a medida que aumenté el tiempo de extraccion menor
fue el %inhibicién, esto pudo deberse a termolabilidad de los compuestos presentes en el
CSO.

El aceite obtenido bajo diferentes condiciones de extraccion mostré un color verde a
amarillo brillante. El color observado se debi6 al contenido en clorofilas en los CSO. Los

valores de clorofilas se reportan en la Tabla 5.

Tabla 5 : Contenido de clorofilas del aceite de cedro (C. lusitanica)

Extracto Clorofilas a Clorofilas b Clorofilas totales

(mg/g semilla)
H1 69.44 £ 0.762 70.80 £ 0.252 140.20 £ 5.332
H2 0.48 + 0.45° 35.06 + 0.23° 4453 + 6.14°
Hs 79.31 £0.84¢ 19.84 + 0.36° 99.14 + 0.50¢
Eq 175.13 + 0.644 205.37 +0.85¢ 380.30 + 0.21¢
E. 44.37 + 0.35 60.76 + 0.36 105.10 + 0.52f
Es 15.37 + 0.68¢ 34.64 £0.762 50.35+0.17°

H: Hexano, E: Etanol

El aceite extraido con hexano (H+) obtuvo 140.20mg/g de clorofilas totales y para el aceite
extraido con etanol (E1) obtuvo un valor maximo de 380.30mg/g de clorofilas totales. En
ese caso, el aceite extraido con etanol presento el valor mas alto en clorofilas totales; este
valor puede ser atribuido a que el etanol presenta mayor afinidad por las clorofilas (Sbihi
et al., 2018).



Ademas, el tiempo de extraccion fue un factor que influyd en la cantidad de clorofilas
totales encontradas, a medida que aumento la tiempo de 2h a 3h el contenido de clorofilas
totales disminuyo, este comportamiento fue reportado por dos Reis et al. (2015) en el que

a tiempos bajos de extraccion, mayor fue cantidad de clorofilas obtenidas.

En este contexto la actividad antioxidante del CSO (H+ y E+) también puede ser atribuida a
la cantidad de clorofilas encontradas en ambos aceites (Zhang et al., 2019, Cervantes-

Paz et al., 2014) y no solo a los compuestos fendlicos presente en ellos.
Inhibicién del crecimiento micelial Botrytis cinerea y Aspergillus niger

En el Anexo 3, se muestra el crecimiento micelial de los hongos Botrytis cinerea y de
Aspergillus niger con la adicion de 100uL, 300uL y 500uL de aceites de semilla de cedro,
el cual fue evaluado en un periodo de 6 a 7 dias respectivamente. Se observd un
crecimiento lineal que representa un valor maximo de inhibicion en el 3 y 4 dia de

crecimiento para ambos hongos.

Las concentraciones de 100uL, 300uL y 500uL del aceite tuvieron la capacidad de inhibir
el crecimiento de Botrytis cinerea y Aspergillus niger, ya que los hongos mostraron un
crecimiento ligeramente mas lento en comparacién con las placas de control, incluso para

las concentraciones mas bajas de aceite (~20% B. cinerea'y ~5% A. niger).

En la Figura 7 se muestra la inhibicién del crecimiento micelial al sexto dia, el cual fue
tomado como limite del experimento, se tiene que el porcentaje de inhibicion mas alto lo
presento el aceite extraido con hexano (H1) a 300uL con un 45.4% de inhibicién. Este
comportamiento sugiere que los compuestos bioactivos contenidos en los aceites afectan
el crecimiento inicial de los hongos, lo que confirmaria su efecto fungistatico. En el caso
del CSO extraido con etanol, los porcentajes de inhibicién para ambos hongos fueron mas
bajos (~20%) en comparacion con los extractos obtenidos con hexano (~45%) a las
mismas concentraciones analizadas. EI CSO obtenido se probé a concentraciones de
100uL, 300uL y 500uL, ya que a concentraciones mas bajas (2-100uL) mostraron un

efecto inhibitorio minimo (~5%).
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Figura 7. Inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis cinerea en el sexto dia con la adicién del CSO.

A la concentracion de 300uL de CSO con hexano (H+) se produce la inhibicion mas alta
del hongo Bofrytis cinerea, mientras que para Aspergillus niger no se mostré una
diferencia significativa cuando se usaron 300uL y 500uL de concentracion (~ 24%).
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Figura 8. Inhibicion del crecimiento micelial de Aspergillus niger en el sexto dia con la adicién del
CSO.

Las diferencias encontradas en la inhibicion contra hongos se deben a los compuestos
quimicos contenidos en los aceites. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir
que el efecto inhibitorio se debe a la sinergia de los compuestos quimicos contenidos en
el aceite y no al efecto de un solo componente. Filipowicz et al. (2003), encontraron que el



a-pineno, el a-cedrol y el B-cariofileno tienen un efecto sinérgico sobre la inhibicidn
fungica (Filipowicz et al., 2003, Yu et al., 2015, Falasca et al., 2016, Rguez et al., 2018).
Por lo tanto, se puede afirmar que los componentes contenidos en CSO tuvieron un efecto
sinérgico en la inhibicién del crecimiento en ambos hongos. El efecto inhibitorio de los
hongos fue mayor en Hi, donde los componentes principales con actividad antifungica
difieren del resto de las muestras de aceites (H2 y Hs), estos se puede ver en el Anexo 1,

siendo B-pineno, careno, B-mirceno, limoneno y cariofileno los mas representativos.

Se ha encontrado que existen diversos mecanismos en la inhibicion de los hongos por
efecto de aceites esenciales. EI mecanismo involucrado relaciona principalmente de dos
maneras: a) Por induccion de modificaciones estructurales en las células de la pared que
afectan a la morfogénesis de las hifas y los adultos, y b) la degradacién y/o difusion de
sus compuestos quimicos como la inhibicién de la sintesis de ergosterol y la captacion de

esteroles (Grande-Tovar et al., 2018).

Se han propuesto algunos mecanismos, como la posibilidad de que los terpenos puedan
aumentar la concentracion de peroxidos lipidicos y provocar la muerte celular, o que
puedan actuar sobre las hifas del micelio, induciendo la filtracion de componentes del
citoplasma y, por lo tanto, muerte del micelio (Falasca et al., 2016). Por otro lado, la
adhesion es un requisito previo importante para la patogénesis de las infecciones por
hongos. Como las células fungicas deben conservar su estructura y tener una capa
superficial fibrosa adecuada para adherirse a las células, cualquier sustancia que altere su

estructura también puede alterar su adhesividad.

La capacidad previamente demostrada de los monoterpenoides para disminuir la
adhesion de hongos de moho a muchos materiales ha sido reportada por German (2005)
y Nikitina et al. (2012). En este contexto, los derivados de careno tienen altos niveles de

actividad antifungica debido al efecto de adhesién para hacer patogénesis.

Todas las muestras de CSO que contienen careno (7.76%-10.26%) presentaron una
mejor inhibicién contra los hongos. Sin embargo, es posible que la actividad antifungica se
reduzca por la oxidacién de careno. Nikitina et al. (2012) informaron que la actividad
antifangica contra Aspergilus niger era débil en presencia de compuestos derivados
(6xidos) de careno. Los extractos de CSO obtenidos con etanol contenian compuestos
oxidados derivados de terpenos como el 6xido de cariofileno (1.38% -2.75%), mostrando

una menor actividad antifungica.



Ademas, la actividad antifungica de los terpenos puede ser modificada por los hongos.
Kusumoto et al. (2014) sugirieron que algunos microorganismos (Heterobasidion
parviporum) tienen la capacidad de degradar completamente los monoterpenos para

usarlos como fuente de carbono.

Es posible que esto ocurra en la etapa inicial de desarrollo en hongos, pero a medida que
la concentracion del agente fungistatico aumenta hasta un nivel 6ptimo, aumenta la
inhibicion. Este hecho se verificd porque cuando se utilizé una concentracion de aceite
mas baja (1-10uL), estimulé el crecimiento de los hongos, pero a medida que la
concentracion de aceite se incrementd hasta alcanzar 100uL, se presenté una mejor
inhibicion. Por otro lado, cuando la concentracion de aceite fue de 500uL, el efecto
inhibitorio también fue bajo. Esto fue atribuible a la posible degradacion del aceite por el
oxigeno, la luz, la temperatura y el envejecimiento u oxidacion de los aceites al
encontrarse medianamente expuestos. Lee et al. (2017) reportaron que la tasa de
degradacién de los compuestos quimicos obtenidos de pino esta relacionado a sus tasas
de liberacion. Por lo tanto, un exceso de aceite en el medio no asegura un mejor efecto
inhibidor, sin embargo depende de la velocidad de liberacién o la degradacion o volatilidad

de los aceites para encontrarse en la forma adecuada y ejercer su efecto inhibitorio.

Algunos investigadores han reportado que una vez que los aceites alcanzaron la MIC
(concentracion inhibitoria minima), estos muestran una inhibiciéon reducida (Wang et al.,
2018). Todas las muestras de CSO mostraron actividad antifungica en concentraciones
mas altas (300uL-500uL) en comparacién con otros aceites, aceites esenciales y
extractos reportados en la literatura (Aguilar-Gonzalez et al., 2015, Wang et al., 2018,
Kalemba and Kunicka, 2003) donde la concentracién entre 2-10uL es suficiente para
hacer un efecto inhibitorio. Sin embargo, este trabajo muestra una alternativa de uso de
aceites extraidos de coniferas para ser aplicados como posibles agentes antifungicos en

hongos patdgenos de frutas y verduras.

Para retrasar la degradacion/oxidacion de los compuestos contenidos en CSO, asi como
para preservar y mejorar la actividad antifungica (Song et al., 2019) fue necesario

emulsionar el aceite que mostré el mejor efecto inhibidor (H+).



3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones.

Capacidad de emulsion (EA), estabilidad emulsificante (ES) y eficiencia de

encapsulacion (EE).

La Tabla 6, muestra las diferentes emulsiones preparadas con CSO utilizando GM (goma
de mezquite), Tween 80 (T) y su combinacion (GM-T). También se reportan las
propiedades fisicoquimicas de las emulsiones de CSO; Capacidad emulsionante (EA),
estabilidad emulsionante (ES), eficiencia de encapsulacion (EE), tamafo de gota

promedio y potencial zeta (().

Tabla 6 Propiedades fisicas de las emulsiones de CSO

Capacidad Estabilidad Eficiencia de
Emulsion pH emulsificante emulsificante encapsulacion
(%EA) (%ES) (%EE)
GM, 5.369 82.50 £ 0.13 90.20 £ 0.01 100.0 £ 0.04
GM: 6.121 78.33+£0.05 88.33 £ 0.05 99.09 + 0.06
GM; 5.914 74.10£0.07 86.66 £ 0.15 96.01 £ 0.14
GM4 5.404 72.50+£0.15 80.10 £ 0.10 95.26 + 0.09
T1 6.258 90.83 £ 0.11 93.66+ 0.05 94.039 + 0.03
T2 6.036 86.66 + 0.07 91.331 0.04 93.847 £ 0.12
Ts 5.909 86.56 + 0.05 86.66+ 0.05 92.38 £ 0.19
Ta 6.050 85.95+ 0.05 86.46+ 0.06 90.35+0.25
T-GM1 5.216 83.33 £ 0.05 90.15+ 0.17 98.83 + 0.29
T-GM: 5.899 85.83 £ 0.02 83.10+£ 0.10 90.58 £ 0.11
T-GMs 6.087 86.66 + 0.03 80.33+ 0.07 83.36 + 0.27
T-GM4 5.279 94.16 £ 0.02 77.89+ 0.02 95.26 + 0.25

GM: goma de mezquite, T: Tween 80, T-GM: mezcal de Tween 80 y goma de mezquite

La capacidad de emulsién (EA) mide la capacidad de un agente emulsionante para formar
emulsiones de agua en aceite, mientras que la estabilidad de la emulsion (ES) mide el

proceso de desestabilizacion a lo largo del tiempo.

En la Figura 9, se puede observar las emulsiones de CSO con goma de mezquite, Tween
80n y la mezcla de ambos agentes emulsificante. En las emulsiones GM-CSO, la EA y la

ES disminuyeron cuando la cantidad de CSO a emulsionar aument6. Esto se debe a que



a medida que aumenta la concentracion de aceite, la GM tiene menos posibilidades de
emulsionar y mantener el CSO emulsionado. De hecho, las concentraciones de aceite por
encima del 1.5% para incorporarse en el GM a la misma concentracién, presentaron una
baja homogeneidad en el sistema. Se presenté un comportamiento similar cuando se uso6
T como emulsionante. Por lo tanto, a concentraciones de CSO y T por encima del 1% no
fue posible formar una emulsién. Cuando se probd T a concentraciones mas bajas (0.3%-

0.7%), se prepararon emulsiones homogéneas. Por lo tanto, a menores concentraciones

de T se obtuvieron mayores EA 'y ES (90.83% y 93.66% respectivamente).

Figura 9: Emulsiones de CSO con A) Goma de mezquite, B) Tween 80 80 y C) la combinacion de GM-T

En las mezclas usadas para emulsionar (GM-T), se observa que la concentracion de GM
aumentaba, la EA disminuia, pero la ES aumentaba. De estos resultados se puede
afirmar que GM tuvo un efecto positivo en la estabilidad de las emulsiones y que T

proporciona capacidad para emulsionar.

En el caso de EE, las emulsiones con GM presentaron valores superiores al 95%. Todas
las emulsiones preparadas con T y la mezcla T-GM presentaron valores menores a las de
GM en EE (90%-95%), con excepcion de T-GM; (~98%). Este comportamiento confirma la
capacidad de GM para encapsular al CSO. Los resultados de EE concuerdan con lo
reportado por Beristain et al. (2001) donde obtuvo una eficiencia de encapsulacion de
83.6% para el aceite esencial de cardamomo utilizado goma de mezquite. Los valores de
EE para las emulsiones se vieron afectados por la cantidad de CSO agregado en cada

emulsion. A medida que la concentracion de aceite aumentaba, la EE disminuia.
Tamano promedio de gota, estabilidad al cremado y coalescencia

Para evaluar la influencia de la concentracion de emulsionante en el tamafio de gota de la
emulsion, se llevé a cabo un andlisis microscopico. El tamafio de gota para las
emulsiones de CSO se muestra en la Tabla 7. Se encontraron tamafos de gota entre

1.26um y 5.93um de diametro.



Las emulsiones que contenian GM y T tenian diametros mas pequefios (1.26-1.96um)
que las preparadas con la mezcla de T-GM con excepcion de la emulsion T-GM.. Este
hecho se puede explicar debido a que el Tween 80 genera el tamafo de gota mas
pequeiio con la distribucion mas estrecha y una alta estabilidad durante el
almacenamiento de acuerdo lo reportado por Jiménez et al. (2018).

Tabla 7 Tamarno de gota de las emulsiones de CSO

Tamafio promedio Tamafio promedio Tamafo promedio
Emulsion de gota Emulsion de gota Emulsion de gota
( diametro pm) ( diametro pm) ( diametro pm)
GM, 1.26 £ 0.31 T4 1.62+£0.35 T-GM, 2.29+0.23
GM; 1.28+0.28 T2 1.67 £0.25 T-GM; 5.93+0.24
GM; 1.30+£0.17 T3 1.79+£0.26 T-GM; 2.14 +0.26
GM, 1.44 +0.36 Ta 1.96 + 0.37 T-GM, 3.82+017

Por otro lado, la interaccion entre el CSO y la combinacion de T-GM dio lugar a una serie
de particulas de aglomerados en las emulsiones, que presentaron tamanos dispersos
(2.14pum a 5.93um) como se observa en la Figura 10c.

Figura 10: Tamarios de gota de las emulsiones a) Goma de mezquite, b) Tween 80 y c) la combinacién
de GM-T.



La coalescencia se refiere al proceso de adelgazamiento y ruptura de la pelicula liquida
entre las gotas, con el resultado de que se produce la fusion de dos o mas gotas para
formar gotas mas grandes (Tadros, 2009). En este trabajo, la coalescencia se relacioné
con un aumento del tamafio de gota en las emulsiones en funcion del tiempo como se
muestra en la Figura 11. La coalescencia de las emulsiones preparadas con GM y T fue
mas baja que en las emulsiones hechas con la mezcla T-GM. A medida que aumento la
concentracion de aceite, el tamafio de las gotas aumento en las emulsiones GM y T. Las
emulsiones preparadas con GM y T presentaron valores similares en el tamafo de las
gotas en la etapa inicial (7 dias), pero a medida que el tiempo aumenté a los 15 y 30 dias,
el tamafio de las gotas en la emulsién de GM fue mayor, independientemente de la
relacion aceite-tensioactivo / biopolimero utilizada. Por lo tanto, es posible decir que el
Tween ayuda a formar emulsiones de tamafio de gota mas estables en el tiempo en

comparacion con GM y la mezcla T-GM.

La cantidad de T presentd influencia en el tamafio de las gotas. Cuando se us6 una
concentracion limitada (3%-5%), el tamafo de las gotas fue menor, y al aumentar la
concentracion (7%-10%) se incremento el tamafo estéds. En este caso de las emulsiones
preparadas con tween hubo suficiente surfactante para formar gotas mas pequefias; sin
embargo, se sabe que la eficacia de los surfactantes puede deberse a varios factores que
influyen en la coalescencia y la fragmentacion de las gotas durante la homogeneizacién y
en el efecto del almacenamiento de emulsiones a largo plazo. Estos factores pueden ser
1) la velocidad a la que los surfactantes se adhieren a las superficies de las gotas de
aceite, 2) la capacidad de los surfactantes para disminuir la tensién interfacial, 3) el
impacto de los surfactantes en la reologia de la interfaz; y 4) la efectividad de los
surfactantes para generar fuertes interacciones repulsivas entre las gotas (Zhu et al.,,
2019).

La GM también exhibe interacciones con el aceite, lo que influye en el tamafio de las
gotas y la viscosidad. Valdez et al. (2006) encontraron que la fraccion de proteina que
constituye GM presenta interacciones hidrofobas con el aceite de naranja. Ellos
mencionan que este tipo de interacciones tienen un efecto no solo en las propiedades
reolégicas de las emulsiones, sino también en las propiedades mecanicas que influyen en
la resistencia de la agregacion de las gotas en la emulsion. Por otro lado, Ziani et al.
(2011) estudiaron la influencia de la naturaleza quimica de los surfactantes (no idnicos,

idnicos) sobre el tamafo de las gotas, la maduracién de Ostwald de las emulsiones



preparadas con timol y tween 80 y encontraron que las interacciones entre aceite y tween
eran altamente inestables y susceptibles de aumentar el tamafio de gota y el indice de

cremado.
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Figura 11. Diametros de las emulsiones con a) Goma de mezquite, b) Tween 80 y c) la combinacion de
GM-T a1, 15y 30 dias.

Por lo tanto, en este trabajo, las diferencias en los tamafios de gota de las emulsiones
hechas con la mezcla T-GM se deben a las interacciones entre Aceite-T, Aceite-GM, el T-
GM vy el Aceite-T-GM, también por los cambios en sus caracteristicas reoldgicas y
mecanicas, ademas a las propiedades derivadas de sus interacciones aceite-
emulsificantes. De hecho, cuando la concentracion de Tween fue evaluada por encima del
1% y la concentracion de GM fue evaluada por debajo del 1% no fue posible formar una
emulsion estable. Por lo tanto, para la preparacion de emulsiones con CSO, GM y T

dependen totalmente de la composicion y la relacion aceite-surfactante / biopolimero.

Con respecto al indice de crema (Cl), este depende del tipo y la concentraciéon del
emulsionante. Se observo que las emulsiones con GM y T mostraron signos de formacion
de crema después del dia 15. Los signos de formacion de crema se reportaron como
separacion de fases en cm. Las emulsiones GM presentaron 0.5-1.0 cm, mientras que las
emulsiones T presentaron 1.2-1.7 cm. Las emulsiones T-GM mostraron formacion de
crema después del dia 7 (1.7 cm). La emulsion TGM1 mostré un indice de cremado mas
alto en comparacion con el resto de las emulsiones TGM>-TGM4. Se sabe que las
emulsiones que contienen tween 80 como emulsionante presentan una buena estabilidad
fisica durante el almacenamiento (Arancibia et al., 2017, Lu et al., 2018), ya que este
surfactante puede ser absorbido rapidamente por las gotas de aceite durante la

homogeneizacion y reduce rapidamente tension interfacial, produciendo pequefias gotas
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durante la formacion de la emulsion y dando una mejor estabilidad a la separacion
gravitacional. Los datos del indice de cremado concuerdan con los parametros de

coalescencia donde las emulsiones GM presentaron una estabilidad mas baja.
Potencial zeta de las emulsiones

La carga superficial de particula (potencial zeta ¢) es una propiedad clave en el estudio de
la estabilidad de un sistema coloidal y mide la magnitud de la atraccién o repulsion entre
particulas vecinas, lo que mide aun mas la estabilidad de las particulas en una emulsion.
Cuando el valor de potencial es mayor que 30 mV o menor que -30 mV, las repulsiones
electrostaticas entre particulas minimizan su agregaciéon (Wu et al., 2018, Bhosale et al.,
2018). En la Tabla 8 se reportan los valores de potencial zeta para las emulsiones con

GM, Ty la mezcla T-GM a pH que oscilan 5.1y 5.2.

Tabla 8 Potencial zeta ({) de las emulsiones de CSO

Potencial Potencial Potencial
Emulsién Zeta Emulsion Zeta Emulsién Zeta
(mvV) (mvV) (mV)
GM, -26.10 £ 0.81 T4 -26.93 £ 1.60 T-GM, -38.46 £ 1.58
GM, -26.30 £ 1.08 T, -27.02+0.16 T-GM, -32.53+0.20
GM, -29.51 + 0.52 T, -27.53 £ 1.02 T-GM; -26.56 + 1.06
GM, -31.22+£2.60 Ts -29.43 £0.70 T-GM, -23.56 £ 1.06

Las emulsiones GMs, T4 y T-GMy mostraron valores mas altos de potencial zeta () con
respecto al resto de las emulsiones. Dichas emulsiones fueron mas estables en

comparacion con el resto de las emulsiones durante los siguientes 15 dias.

Los valores de ( dependieron de la concentracion de aceite y la relacion
surfactante/biopolimero. En las emulsiones con GM, los valores de ¢ aumentaron de -26
mV a -31mV, a medida que aumentaba la concentracion de aceite (3% a 10%), mientras
que en las emulsiones T no mostraron diferencias significativas cuando las
concentraciones de T estaban entre 3% y 7%. El ¢ de las emulsiones de T-GM usando
aceite dependieron fuertemente del aceite y de la concentracion de surfactante (T)

utilizada.



La carga negativa es habitual en dispersiones aceite-agua debido a la adsorcion de los
iones negativos presentes en el sistema acuoso. El potencial Zeta del aceite fue de -
26.4mV. Solo las emulsiones GM; y GM: fueron ligeramente menos negativos en
comparacion con el aceite, pero no se mostrd floculacién de la gota, debido a la
interaccion / adsorcién de GM con aceite, segun sus grupos funcionales quimicos (Valdez
et al.,, 2006). En el resto de las formulaciones preparadas con GM, a medida que la
concentracion de aceite fue mayor (10%), no habia suficiente biopolimero para cubrir
todas las gotas de aceite, lo que provocd un aumento en el tamafio de particula y la
floculacion en el tiempo. Por lo tanto, la contribucion del potencial zeta en la emulsion fue
influenciada por el aceite y su grado de interaccion con el biopolimero en las diferentes

emulsiones GM.

Los valores promedio de ¢ de las emulsiones preparadas con el surfactante no iénico
fueron negativos (alrededor de -26 mV a -29mV) lo que sugiere que la estabilizacion fue
por impedimento estérico. Se ha reportado que T presenta valores de { casi a cero (Ziani
et al., 2011) por lo tanto, los valores encontrados en las emulsiones preparadas con T

fueron principalmente por contribucion del aceite.

En el caso de las emulsiones T-GM, la reduccion del potencial zeta de las gotas cuando
aumenta el contenido de aceite en la formulacién, podria explicarse por la presencia de
interacciones electrostaticas entre los componentes (GM y aceite. A pH ~5 (el pH se
ajusté en todas las emulsiones a su determinacion de ), el grupo amino de GM (pKa NHs*
/ NHz, =~ 6.5) estd cargado positivamente y podria neutralizarse a través de las
interacciones en la interface de las emulsiones o/w con grupos polares de componentes
de aceite. Por ello, se asumié que presentaron interacciones de la GM con el aceite dando

lugar a emulsiones con carga neta negativa.
3.3.Inhibicion del crecimiento micelial de los hongos

El efecto antifungico del aceite de semilla de cedro se muestra en las Figuras 7 y 8,
mientras que el efecto antifungico de las emulsiones contra Botrytis cinerea y Aspergillus
niger se muestra en la Tabla 9. Los aceites emulsionados inhibieron el crecimiento
micelial de los hongos mejor con respecto a aceite puro. La distribucion fue mas uniforme
y la oportunidad de contacto con los hongos fue mayor; por lo tanto el efecto inhibitorio fue
mejor. Este hecho ha sido reportado por varios investigadores (Ribes et al., 2017, Song et

al., 2018) donde encontraron que al incorporar el aceite en emulsiones el efecto fungico
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es mayor. Todas las emulsiones inhibieron mejor a Aspergillus niger en comparacién con

Botrytis cinerea.

Para las emulsiones con goma de mezquite, el mayor efecto inhibitorio al crecimiento
micelial fue en la emulsion GM4 con una inhibicién del 27.72% en Botrytis cinerea y
37.22% en Aspergillus niger. Las emulsiones preparadas con T presentaron mejor
inhibicién en ambos hongos. La emulsion T4 presento un 44.82% de inhibicién en Botrytis
cinerea y un 66.50% en Asperqgillus niger. Mientras tanto, las emulsién preparadas con la
mezcla de Tween y Goma de mezquite (T-GM4) mostrd el mayor efecto antifungico contra

Botrytis cinerea con un 54.94% y un 45.13% en Aspergillus niger.

Tabla 9 Inhibicion del crecimiento micelial de los hongos

Crecimiento micelial Crecimiento micelial
(% Inhibicion) (% Inhibicion)
Emulsion Emulsion
Botrytis cinerea Aspergillus niger Botrytis cinerea Aspergillus niger
GM, 17.46 + 1.05 31.23+1.16 T3 43.63 + 1.32 66.41 + 1.02
GM. 21.56 +1.30 34.43+1.08 Ts 44.82 +0.97 66.50 + 0.45
GM; 24.62+1.58 35.57 £ 1.52 T-GM; 39.94+1.03 35.22 + 1.50
GM, 27.74 £ 0.90 37.22+1.13 T-GM, 41.62 + 1.79 42.46 +1.10
T4 40.64 +1.25 61.11+£1.27 T-GM; 42.90 + 1.70 44.63 + 0.60
LE: 43.30£1.96 66.25 £ 0.59 T-GM, 54.94 £ 1.80 45.13 £ 1.01

En este sentido, T4, GM4 y T-GM4 mostraron valores altos de efecto inhibitorio. T4 mostro
el mayor efecto antifungico contra Aspergillus niger. Es evidente que la emulsion T4 no
presento los valores mas altos en EA, ES y EE, pero la concentracion de aceite captado

durante el proceso de emulsificacion fue suficiente para lograr el efecto inhibitorio.

La emulsién T-GM4 mostré el mayor efecto antifungico contra Botrytis cinerea, una buena
capacidad emulsionante, pero una menor estabilidad emulsionante. Es posible que la
incapacidad para retener el aceite, sea mejor, con la finalidad de liberar facilmente el

aceite emulsificado y por lo tanto, tenga un mejor efecto inhibitorio.

En cuanto a la estabilidad del aceite, seria deseable tener la mayor EE (99% - 100%) para

prevenir la degradacion de los aceites. En este caso, los valores de EE mas altos no son



los deseables, ya que no tendria un buen efecto inhibidor como se puede observar en
GM;, T1y T-GM4 que tienen el 100%, 94% y 98% de los valores de EE respectivamente,
pero un efecto inhibidor menor contra ambos hongos. Es posible que el aceite no
encapsulado/superficial pueda actuar inicialmente como inhibidor y que a medida que
disminuya la estabilidad de emulsificacion (ES), se produzca la liberaciéon a lo largo del

tiempo del aceite.

Los resultados que se muestran en la Tabla 7 confirman que, independientemente del uso
de GM o T, el tamafio medio de gota no presento diferencias significativas (p <0,05). La
mezcla T-GM mostré diferencias significativas (p> 0.05) en el tamafo con respecto a las
emulsiones GM y T. Se ha informado que el uso de Tween 80 da lugar a la formacién de
emulsiones de tamafio mas pequefio que las preparadas con biopolimeros como WPI o
gomas (Chang et al., 2013, Ribes et al., 2017). Los tamafios de gotas promedio mas
pequefios y homogéneos en emulsiones son deseables, porque se ha informado que

aumentan la actividad antifungica (Ribes et al., 2017, Ribes et al., 2018).

En este trabajo, los valores promedio de tamafo de particula de las emulsiones T y GM
fueron similares, pero el tamafio de las emulsiones GM aumenté con el tiempo, lo cual
puede reducir la posibilidad de presentar interacciones con la pared celular de los hongos,
ya que disminuye la superficie de contacto entre la emulsion y los hongos. El area de
contacto y, en consecuencia, el transporte pasivo a través de la pared celular externa,
impidiendo su interaccion. Este comportamiento es claramente visible en el caso de las
emulsiones preparada con T la cual exhibié un porcentaje de inhibicion mas alto que la

emulsion de GM en todos los casos.

Ademas del tamafio promedio de las gotas en emulsiones, se sabe que los surfactantes
funcionan como buenos mejoradores de la permeacion en las celulas. Esto se atribuye a
su estructura molecular e idnica causando dafios irreversibles a las membranas de las
células. Los surfactantes no iénicos como tween 80 pueden abrir rapidamente uniones
estrechas paracelulares dando lugar a una fuga periplasmica y, posteriormente, conducen
a una fuga que tiene lugar en la membrana citoplasmatica, que causoé la muerte celular
(Kaur and Mehta, 2017). Por lo tanto, la efectividad de las emulsiones de T también se
debe al mecanismo de interaccion con la pared celular de los hongos. La destruccion de
la pared celular es uno de los mecanismos por los cuales muchos aceites esenciales
pueden inhibir hongos (Soylu et al., 2010, Song et al., 2019, Knobloch et al., 1989).



Los resultados de diferentes estudios revelaron que el mecanismo de la muerte de
hongos muestra dos fases. La primera fase esta relacionada con la penetracion de la
microemulsion en la pared celular del hongo. Esto se conoce como fuga periplasmica
inicial donde se produce una fuga inicial desde el espacio entre la pared celular y la
membrana citoplasmica. La segunda fase se describe como fuga citoplasmica. El dafio de
la membrana citoplasmica se puede estimar a partir de la liberacion de iones de potasio

(K +), fosfato inorganico y materiales como el ARN y el ADN (Al-Adham et al., 2013).
3.4. Morfologia de las hifas de los hongos en SEM

La accién de las emulsiones conteniendo CSO sobre el desarrollo fungico de Botrytis
cinerea y Aspergillus niger se evalué mediante SEM. La Figura 12 y Figura 13 muestra los
danos presentes en la morfologia de las hifas de Botrytis cinerea y Aspergillus niger

expuestas a las emulsiones que presentan mayor efecto inhibitorio (GMa, T4, y TGM,).

Una vez aplicada la emulsion GM4 se observé una disminucion en el tamafo de las hifas
Botrytis cinerea, con superficies plegadas y en algunos casos hifas marchitas (Figura 12b
y 12c), mientras que en el control (medio sin adicién de emulsién) mostraron una
estructura lisa, gruesa y alargada (Figura 12a). En el caso de la aplicacién de las
emulsiones T4 y TGMs se presentaron alteraciones en la morfologia hifal, una deformacién
micelial severa, hifas marchitas, superficies porosas, y agrietamientos en la superficie hifal
(Figura 12d).

Esto sugiere que la emulsion de T y la mezcla T-GM mejoro6 la dispersion en la superficie
del hongo, facilitando la incorporacion de los componentes del CSO a la pared celular y
causando alteraciones en la morfologia hifal. Este dafio presente en la estructura de
Botrytis cinerea, es similar a lo encontrado por Soylu et al. (2010), donde encontraron
agregados hifales reducidos, diametros reducidos y la lisis de la pared hifal debido a la

exposicion de aceite esencial de orégano.

El impacto de las emulsiones T4 y T-GMs en la estructura hifal reflejan las propiedades
lipdfilas de los componentes del aceite y la capacidad de la emulsion para penetrar en la

membrana plasmatica.
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Figura 12. Hifas de Botrytis cinerea expuestas a emulsiones conteniendo CSO. a) Hifas saludables en
control (PDA sin emulsidn), b) emulsion GM4 muestra disminucion en el tamafio hifal, c) emulsion T,
presento disminucién de tamaio y ruptura hifal y d) emulsion T-GM4 mostro lisis.

En el caso de Aspergillus niger las emulsiones tanto de GM, T y la mezcla T-GM
mostraron dafio en la morfologia hifal. Siendo las emulsiones con T. y Tz la mejor
actividad de inhibicion (~66%). Las imagenes de SEM revelaron un diametro reducido y el
adelgazamiento de la pared hifal (Figura 13b, 13c y 13d) a diferencia de las hifas en el
control. Dichas modificaciones inducidas por el CSO pueden estar relacionadas con la
interferencia de los componentes del CSO con reacciones enzimaticas de sintesis de la
pared. Rasooli et al. (2006) encontraron este dafio en Aspergillus niger inducido por
aceite esencial de tomillo el cual afecto la morfologia y el crecimiento del hongo.
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Figura 13. Hifas de Aspergillus niger expuestas a emulsiones conteniendo CSO. a) Hifas saludables en
control (PDA sin emulsion), b) emulsién GMs muestra disminucion en el tamafio hifal, c) y d) emulsion
T, y TGM4 mostraron un daino significativo en el tamaiio de las hifas.

3.5. Microscopia confocal de barrido laser (MCBL)

En la Figura 14 se presenta la accion de las emulsiones de CSO sobre el crecimiento de
Botrytis cinerea y Aspergillus niger mediante microscopia confocal de barrido laser
(MCBL). Las caracteristicas morfologicas y fisioldgicas de las hifas de Botrytis cinerea y
Aspergillus niger se vieron afectadas por las emulsiones conteniendo CSO, en particular
la emulsion T2 y T4 mostraron una inhibicion (~43% B. cinerea'y ~66% A. niger) la cual fue
superior a la presentada por las emulsiones de GM y la mezcla T-GM. Estos resultados
fueron consistentes con la microscopia electrénica de barrido y la MIC para ambos
hongos.



Figura 14. Hifas de Botrytis cinerea (a y b) y Aspergillus niger (c y d) expuestas a emulsiones
conteniendo aceite. a y c) Hifas saludables en control (PDA sin emulsion), b y d) hifas expuestas a la
emulsiéon TGM4 mostro grietas en las hifas.

En las micrografias se observa el contraste entre el control (Figura 14a) de Botrytis
cinerea y Aspergillus niger (Figura 14c) y la aplicacion de las emulsiones de aceite de
cedro, donde la disminucion en el tamafio de las hifas, rugosidad y la fuga de quitina en la
pared celular de ambos hongos expuestos a las emulsiones, lo cual es un indicativo del
dano provocado en la morfologia hifal. Este comportamiento ha sido reportado por Castro
et al. (2017) en donde la intensidad de la fluorescencia en el interior de la pared celular

refleja el dafio provocado en el hongo.



3.6. Degradaciéon de compuestos bioactivos en las emulsiones

En el anexo 5 se muestran los resultados de los compuestos que se perdieron o
disminuyeron después de la preparacion de la emulsién de CSO, los cuales fueron

analizados mediante cromatografia de gases-acoplada a masas.

Los principales compuestos perdidos durante la formacion de las emulsiones fueron, (t)-
B-Pinene y y citronelol. El citronelol permanecié solo en dos emulsiones (Tz y T-GMz)
teniendo al Tween 80 como surfactante en mayor proporcion. Mientras que para ()-p-
pineno permanecido en las emulsiones con goma de mezquite como encapsulante
(excepto en GM). Sin embargo el contenido relativo de estos compuestos no represento
una pérdida significativa en la accién antifungica de las emulsiones, ya que la sinergia de
los compuestos como el B-pineno, careno, B-mirceno, limoneno y cariofileno fueron los

que presentaron un efecto en la inhibicion de ambos hongos.

Estas pérdidas de compuestos se debidé a la volatilidad y susceptibilidad de algunos
monoterpenos presentes en el aceite durante el proceso de homogenizacién. Estos
resultados coinciden con los reportados por (Donsi et al.,, 2011, Ribes et al., 2018),
quienes encapsularon aceites esenciales, los cuales presentaron la degradacién de
diferentes compuestos monoterpenicos, como a-felandreno, terpinoleno, p-cimeno y

tujeno, entre otros.



IV. CONCLUSIONES

La extraccion del aceite esencial de semillas de Cupressus lusitanica mostré una
pigmentacion verde oliva a verde intenso, debido al contenido de clorofilas. Los aceites
extraidos de la semilla de cedro tuvieron marcadas diferencias en la composicion debido a
las diferentes polaridades de los disolventes de hexano y etanol utilizados como medios
de extraccion. El aceite extraido con hexano mostré una composicion mas alta en
monoterpenos (B-pineno, cariofileno, limoneno y ferruginol) y presentd la mejor actividad
antifangica contra Botryris cinerea y Aspergillus niger en menor proporcion, las cuales

fueron corroborada por el examen SEM y CLSM.

Las emulsiones estables a tiempo preparadas con T y el aceite, mostraron una mayor
actividad antifungica contra Aspergillus niger en comparacién con el aceite puro, debido a
la mejora de la dispersabilidad del aceite, la generacion de pequefios tamafios de gota los
cuales presentaron una mejor interaccién con el hongo. En general, se concluye que las
emulsiones preparadas con aceite de semilla de cedro son una alternativa factible como
control biolégico contra el moho destinado a su posible pulverizacién después de la

cosecha de frutas y verduras.
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VI.

ANEXOS

Anexo 1: Composicién quimica del aceite extraido con hexano

Ne Tiempo_ ,de c Contenido relativo %
) retencién omponente Formula
pico (min) Hs H. H;

1 5.309 Tricyclo[2.2.1.0(2,6)]heptane.1,7,7-trimethyl- CioH1s 33.49 29.61 23.56

2 5.919 Bicyclo [3,1,1]heptane. 6,6-dimethyl-2-methylene-,  CqoH1e 1.03 0.71 0.55
(18)-

3 5.973 B-Pinene CioH16 1.33 1.08 0.81

4 6.135 B-Myrcene C1oH1e 2.18 1.87 1.87

5 6.525 3-Carene C1oH1e 10.26 8.56 7.76

6 6.778 D-Limonene C1oH1e 1.47 1.53 1.28

7 7.015 B-Ocimene CroH1s 0.34 0.34 0.36

8 7.697 Cyclohexene, 3-methyl-6-(1-methylethylidene) CioH1s 0.35 0.40 0.37

9 9.067 m-Cymen-8-ol C1oH140 0.49 047 0.50

10 9.252 L-a-Terpineol C1oH180 0.65 0.70 0.73

11 9.760 6-Octen-1-ol, 3,7-dimethyl-, (R)- CioH200 0.21 0.20 0.27

12 10.677 Bornyl acetate Ci12H200: 0.37 0.41 0.45

13 11.634 o-Terpinyl acetate C12H2002 0.30 0.31 0.36

14 13.245 Caryophyllene C1sHze 1.22 1.23 1.54

15 13.862 1,4,7,-Cycloundecatriene.1,5,9,9-tetramethyl-, CisHoa 0.89 0.80 1.03
277-

16 14119 a-Copaene CisHas 0.28 0.40 0.49

17 15.947 Caryophyllene oxide C1sH2e 0.47 0.58 0.62

18 16.341 (1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetramethyl-12- Ci5H240 0.51 0.59 0.65

oxabicyclo[9,1,0]dodeca-3,7-diene
19 20.854 Pentadecanoic acid C15H3002 0.46 0.38 0.38
20 21.291 Cycloheptane, 4-methylene-1-methyl-2-(2-methyl- ~ Cys5H24 0.56 0.66 0.67
1-propen-1-yl)-1-vinyl
21 21.591 Thunbergol Ca0H340 1.08 1.24 1.39
22 21.986 7-Isopropyl-1,1,4a-trimethyl-1,2,3,4,4a,9,10,10a- CaoH3o 0.52 0.58 0.65
octahydrophenanthrene

23 23.263 Andrographolide Ca0H3005 7.70 8.92 10.22

24 23.632 Bicyclo[4,3,0]nonane, 7-methylene-2,4 4-trimethyl-  Cys5H24 5.36 6.10 7.00
2-vinyl

25 24127  1,4-Dimethyl-7-(prop-1-en-2-yl)decahydroazulen-4-  C15H260 0.74 0.73 0.87

ol
26 24.888 Ferruginol Ca20H300 7.70 9.32 11.23
27 26.012 (18,4aR 58 8aR)-1,4a-Dimethyl-6-methylene-5- CaoH3002 20.05 22.16 24.37

((E)-3-methylpenta-2,4-dien-1-

yl)decahydronaphthalene-1-carboxylic acid




Anexo 2: Composicién quimica del aceite extraido con etanol.

Tiempo de Contenido relativo %
N° pico  retencion Componente Formula
(min) Es = Es
1 5.271 (1R)-2,6,6-Trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2-ene  C1oH16 0.40 1.51 1.86
2 8.471 Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6,6-dimethyl-2- C1oH160 1.49 0.20 0.52
methylene-, [1S-(1a,3a,5a)]-
3 9.175 Verbenyl ethyl ether Ci2H200 273 0.59 1.19
4 9.407 Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6,6- C1oH140 0.89 0.27 0.52
trimethyl-, (1S)-
5 9.639 trans-Carveol C1oH160 0.55 0.46 0.45
6 10.677 Bornyl acetate Ci2H2002 0.30 0.61 1.32
7 15.950 Caryophyllene oxide C1sHze 1.38 1.48 2.75
8 16.588 Isospathulenol Ci5H240 0.43 1.23 0.39
9 19.603 Globulol C15H260 0.80 0.26 0.10
10 20.864 Pentadecanoic acid Ci5H3002 0.99 1.20 1.17
1 21.189 Pentadecanoic acid, ethyl ester C17H3402 1.50 1.80 411
12 21.602 Thunbergol CaoH340 1.05 1.84 36
13 22.049 (E)-3-Methyl-5-((1R 4aR,8aR)-5,5,3a- CaoH340 0.82 0.27 0.74
trimethyl-2-methylenedecahydronaphthalen-
1-yl)pent-2-en-1-ol
14 23.247 Andrographolide CaoH300s 10.96 14.28 10.8
15 23.601 Bicyclo[4.3.0Jnonane, 7-methylene-2,4,4- C1sHze 747 10.25 14.4
trimethyl-2-vinyl-
16 24115 1,4-Dimethyl-7-(prop-1-en-2- Ci5Ha60 213 1.55 1.55
yl)decahydroazulen-4-ol
17 24.858 Ferruginol CaoH300 21.78 20.97 12.87
18 25.880 (18,4aR,58,8aR)-1,4a-Dimethyl-6- CaoH3002 40.86 40.00 40.00
methylene-5-((E)-3-methylpenta-2,4-dien-1-
yl)decahydronaphthalene-1-carboxylic acid
19 26.608 9(1H)-Phenanthrenone, 2,3,4,4a,10,10a-  CaoH2s02 347 1.23 1.09

hexahydro-6-hydroxy-1,1,4a-trimethyl-7-(1-
methylethyl)-, (4aS-trans)-

74



Anexo 3: Graficas del crecimiento micelial de Botrytis cinerea y Aspergillus
niger

Q
—

—s— Control

804 |—*— H1 (100uL)
—4— H2 (1004L)
—v— H3 (100uL)

60

40+

20

Diametro del crecimiento micelial (mm)

b) —s— Control
—e—E1 (100pL)
—A— E2 (100pL)
—v— E3 (100pL)

80

60

40

20

Diametro del crecimiento micelial (mm)

Tiempo de incubacion (dia)

Figura 15. Crecimiento micelial Botrytis cinerea con la adicion 100uL de CSO en a)
hexano y b) etanol.
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Figura 16. Crecimiento micelial Botrytis cinerea con la adiciéon de 300puL CSO en a)
hexano y b) etanol.



a) 100 -

80
60
40 4

20 1

Diametro de crecimiento micelial (mm)

{ |—s— H1 (500uL)

—=— Control

—a— H2 (500pL)
—v— H3 (500uL)

(=2
—

100 ~

80

60

40

20

Diametro de crecimiento micelial (mm)

T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo de incubacion (dia)

—=— Control
—e— E1 (500uL)
—A— E2 (500pL)
—v— E3 (500pL)

Figura 17. Crecimiento micelial Botrytis cinerea con la adiciéon de 500uL CSO en a)
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Figura 18. Crecimiento micelial Aspergillus niger con la adicion de 100uL CSO en a)
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Figura 19. Crecimiento micelial Aspergillus niger con la adicion de 300uL CSO en a)
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Figura 20. Crecimiento micelial Aspergillus niger con la adicion de 500uL CSO en a)
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Anexo 4: Crecimiento micelial de los hongos con la adicién de las

emulsiones
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Figura 21 Crecimiento micelial de Botrytis cinerea (a) y Aspergillus niger (b) con la adicion

de las emulsiones de Goma de Mezquite y aceite.
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Figura 22 Crecimiento micelial de Botrytis cinerea (a) y Aspergillus niger (b) con la adicion
de las emulsiones de Tween 80 y aceite.
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Figura 23. Crecimiento micelial de Botrytis cinerea (a) y Aspergillus niger (b) con la adicion

de las emulsiones de la mezcla de Tween 80 con Goma de Mezquite y aceite.



Anexo 5: Composicion quimica de las emulsiones de CSO.

Aceite Emulsién
Compuesto

Hi GMi GM; GM: GMs Ti T. Tz T+ TGM: TGM; TGM; TGMs
(%)-B-Pineno 1.03 3.89 - 066 052 - 0.64 - - - -
B-Pineno 1.33 - 016 021 - 019 021 009 024 009 02 -
m-Cimen-8-ol 0.34 1.02 - 08 056 063 079 068 031 059 - 052 059
L-a-Terpineol 0.65 138 026 12 084 094 152 124 045 101 048 1 102
citronellol 0.21 - - - 0.21 - - 0.22 -
Bornil acetato 037 1.03 - 116 083 - 148 112 031 126 036 087 062
Oxide de cariofileno 047 453 069 454 389 235 627 417 124 359 182 337 248
Humuleno 0.51 326 06 342 236 189 468 306 092 245 146 25 189
Acido pentadecanoico 0.46 917  6.16 559 344 497 317 416 168 509 277 515 287
Andrografolido 7.7 578 092 747 522 - 1078 319 169 747 275 718 418
Ferruginol 7.7 2533 511 3323 132 983 2944 27.38 669 221 241 2741 203
Acido communico 20.05 8.24 - 109 443 707 1054 1118 295 12.37 358 1876 4.4




