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RESUMEN

El presente estudio experimental, tuvo como objetivo determinar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial
y del extracto acuoso de Cinnamomum zeylanicum (canela) sobre Candida albicans y Streptococcus mutans. La
muestra estuvo conformada por un total de 288 placas, en la que se evalud la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) y el efecto antimicrobiano. Se trabajé con seis concentraciones para cada presentacion de canela. La CMI se
determind a través del método de diluciones en tubos mientras que el efecto antimicrobiano se determiné a través del
método de difusion de discos. Los resultados mostraron que la CMI del extracto acuoso y el aceite esencial de canela
sobre el crecimiento de la Candida albicans, fue de 1 mg/ml. Asi mismo, se hallé que la CMI del extracto acuoso y
del aceite esencial de la canela sobre el crecimiento del Streptococcus mutans fue 0,8 mg/ml y 1 mg/ml,
respectivamente. Respecto al efecto antimicrobiano de todos los preparados sélo el aceite esencial de canela tuvo
efecto antimicrobiano sobre la Candida albicans.
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ABSTRACT

The aim of the present experimental research was to determinate the antimicrobial effect in vitro of the essential oil
and the aqueous extract of Cinnamomum zeylanicum (canella) over Candida albicans and Streptococcus mutans.
For this was inoculated a total of 288 Petri plates to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the
antimicrobial effect evaluating six concentrations for the two presentations of Cinnamomum zeylanicum. The MIC
was measured as Colony Forming Units per milliliter (CFU / ml) while the antimicrobial effect was determined by
the disk diffusion method, making reading in millimeters (mm).The results showed that the MIC of the aqueous
extract and essential oil of cinnamon on the growth of Candida albicans was of 1 mg/ ml. The MIC of the aqueous
extract and essential oil of cinnamon on the growth of Streptococcus mutans was 0,8 mg / ml and 1 mg / ml,
respectively.

Regarding the antimicrobial effect of all preparations only the essential oil of cinnamon was antimicrobial effect on
Candida albicans.
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INTRODUCCION

Los antibidticos hoy en dia constituyen la
principal fuente para el manejo de las diversas
infecciones microbianas (bacterianas y
fungicas). Desde el descubrimiento de estos
antibidticos y el uso de los agentes
quimioterapéuticos, se pensé asegurada la
erradicacion de las enfermedades infecciosas.
Sin embargo, el uso indiscriminado de estos
antibioticos trajo consigo la aparicion de
cepas multidrogo resistentes. Por tanto, la
rapiday generalizada aparicion de resistencia
frente a los agentes antimicrobianos impulsd
la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas '. Por tal razén, los investigadores
vuelcan su atencidén a productos naturales
(plantas) para el desarrollo de nuevos
farmacos contra dichas cepas **. Se estima que
las comunidades locales han utilizado un 10%
de todas las plantas de la tierra para tratar una
serie de infecciones; aunque sélo un 1% de
estas especies hayan sido reconocidas por la
ciencia *°. Por su lado, la disciplina de
Fitoterapia pone de manifiesto el uso de una
variedad de plantas medicinales para el
tratamiento de enfermedades infecciosas por
las ventajas como la disponibilidad, menos
efectos secundarios y toxicidad reducida“.

Una de las plantas investigadas es del género
Cinnamomum. Este comprende una variedad
de especies (250) que estan distribuidas en
Asia y Australia, de las cuales las mas
representativas, por su aceite, son: C.
zeylanicum, C. cassia y C. camphora. FEl
Cinnamomum zeylanicum (canela) a veces
conocido como C. verum ”, es oriundo de Sri
Lanka ®y su aceite extraido de la corteza y de
las hojas tiene diversas aplicaciones; sea en
cocina, en bebidas, en la industria
farmacéutica, sea en perfumeria *”. El aceite
esencial de la canela, tiene entre sus
componentes a (E)-cinnamaldehy (68,95%),
benzaldehy (9,94%) y (E)-cinnamylacetate
(7,44%), los cuales demostraron proporcionar
propiedades antimicrobianas y
anticarcinogénicas, sugiriendo ser empleadas
contra infecciones y neoplasias .

Entre los efectos antimicrobianos de la canela

tenemos el aumento de la permeabilidad y la
salida de iones de la membrana. Dicha
actividad antimicrobiana se da gracias a la
acciéon de sus componentes tales como
taninos, saponinas, compuestos fendlicos,
aceites esenciales y flavonoides. Incluso sus
extractos etanolicos muestran gran actividad
contra las cepas multidrogo resistentes, a
diferencia de los antibidticos convencionales,
cuya aplicacidon, en condiciones similares,
fracasara .

Estudios muestran que el aceite esencial de
canela y sus componentes poseen actividad
antimicrobiana, insecticida, acaricida,
actividad antitirosinasa, antioxidante y
antimutagénica' . Otra funcion del aceite de
la canela es la de inducir a la apoptosis. Esto a
su vez genera la consecuente necrosis a través
de un mecanismo por el cual se interfiere con
la funcidén mitocondrial de las células de las
levaduras . Incluso, se ha demostrado que el
canela, en diversas células cancerosas
presenta actividad citotoéxica asi como
apoptosis . El efecto antimicrobiano dura
hasta las 24 horas después de la exposicion.
Este resulta mayor sobre levaduras que sobre
bacterias; sin embargo, si comparamos Sus
efectos con los de otros aceites, la cancla
guarda una mayor actividad antimicrobiana *.

Candida albicans, es un patdgeno nosocomial
propio de la cavidad oral que esta presente en
un rango de 50-70 % de los casos de
candidiasis invasiva, cuya incidencia ha
aumentado en la ultima década; lo cual se
plasma en la mortalidad de los pacientes y en
los costos de los medicamentos '. La
Candidiasis oral es la manifestacion oral mas
comun en personas con inmunodeficiencia y
podria ser el indicativo de infeccion por VIH >
?. Otro microorganismo relacionado con el
inicio y desarrollo de la caries son los
Streptococcus del grupo mutans,
Lactobacillus sp.,y Actinomyces sp.; siendo el
primero el que da inicio a dicha patologia *'.

Investigaciones han evaluado el potencial
antimicrobiano de la corteza de la canela
contra dos hongos/levaduras (Candida
albicans y Saccharomyces cerevisiae) y tres
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bacterias (Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus y Lactobacillus
acidophilus) responsables de la caries dental.
Se encontro una gran actividad
antimicrobiana contra los dos hongos,
Streptococcus mutans 'y Staphylococcus
aureus, mientras que frente al Lactobacillus
acidophilus hubo resistencia **

Chao et al * y Unlu et al " investigaron la
actividad antimicrobiana del aceite de canela
contra 21 bacterias y 4 tipos de candida,
utilizando, para ello, la difusiéon de discosy el
método de la concentracién minima
inhibitoria. El aceite mostr6 un fuerte efecto
antimicrobiano contra todos los
microorganismos estudiados. Fue altamente
efectivo contra las bacterias Gram positivas
(Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococus) y las bacterias Gram negativas

. . 0.2
incluyendo las Pseudomonas aeruginosa "

Respecto a la citotoxicidad del aceite no se
obtuvo efecto mutagénico alguno. Tal
reaccion se evalud en células sanas y
cancerosas, encontrandose inhibicion en el
crecimiento de ambos tipos de células.
Asimismo, la dependencia del fenémeno se
dio en funcion del tiempo de exposicion y de
la concentracion del aceite (24-48 h; 2,5-50
pg/ml, respectivamente) . Otros autores, a
raiz de investigaciones similares,
confirmaron que diversos aceites como el de
canela, orégano mexicano, tymol, y el
jengibre presentaban una actividad
antifingica contra Candida sp., sensible al
fluconazol .

Ante la relevancia del estudio sobre las
propiedades antimicrobianas del aceite de
canela, el presente trabajo de investigacion
tiene como propdsito determinar tanto la
concentracion minima inhibitoria (CMI) como
el efecto antimicrobiano del aceite esencial de
C. zeylanicum (canela) sobre C. albicans y S.
mutans. Sin embargo, la finalidad ulterior del
mismo, radica en la obtencion de un producto
econdmico y util para la comunidad. Este
producto tiene la ventaja de ser natural, de facil
adquisiciéon y de no presentar efectos
colaterales en la salud del individuo.
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MATERIAL Y METODOS

2.1 Lugar de la investigacion.- Ambientes de
la Seccion de Microbiologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Trujillo.

2.2 Técnica de Muestreo

a) Unidad de analisis.- Cada placa petri
con las respectivas cepas en estudio a
la que se le aplico diferentes
concentraciones de aceite esencial y
extracto acuoso de canela.

b) Unidad de muestreo.- La colonia de
cada cepa (C. albicans ATCC 10231y
S. mutans ATCC 25175.

¢) Tamafio muestral.- El nimero de
repeticiones se determind aplicando la
férmula que corresponde a estudios de
laboratorio; en la cual se asumi6 que la
variacion relativa de los halos de
inhibicion y/o UFC es igual a la
unidad *’.

(Z ,+2Z p)zo' 5
n= 52

Donde:

Zx,, = 1,96 Para un nivel de confianza del
95%

Z,= 0,84 para una potencia de prueba del
80%

Asumiendo que ¢°/,= 1, y remplazando
en la formula se obtiene:

n = 7,84 = § repeticiones como minimo
para cada concentracion.

Para efecto de este estudio se realizaron 12
repeticiones para cada concentracidon de
los diferentes productos de canela (aceite
esencial y extracto acuoso) en la
evaluacion de la concentraciéon minima
inhibitoria y la concentracion
antimicrobiana, con la finalidad de lograr
mayor nivel de generalizacion de los
resultados de la investigacion.

2.3 Método de seleccion de la muestra
A. Obtencion del material bioldgico

Las cepas se obtuvieron del
laboratorio de la seccidon de
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Microbiologia de la Facultad de
Medicina, Universidad Nacional de
Truyjillo:
Cepa C. albicans ATCC 10231
Cepa S. mutans ATCC 25175

B. Obtencion del material botanico

La corteza de C. zeylanicum se
consiguid en forma particular.

C.Aislamiento, cultivo y
estandarizacion del indoculo.

Cada cepa se diluyd en caldo
glucosado estéril hasta obtener una
turbidez semejante al tubo # ldel
Nefelometro de Mc Farland, el cual
contuvo 3x10° UFC/ml.

D. Procesamiento de los productos de
canela

e Obtencion del aceite esencial de
canela

Para la obtencion del aceite esencial de
canela, se adquiri6 3kg de corteza de
canela, se proceso con el equipo tipo
Clevenger, mediante la técnica de
destilacion por arrastre de vapor .

o Obtencion del extracto acuoso de
canela

Se combino 100 ml de agua destilada
con 50 g de canela, llevandose a
ebullicion (100°C por 10 minutos) en
un recipiente tapado herméticamente.
Posteriormente se filtrd el agua y se
prepard las 5 concentraciones
establecidas (0,2mg/ml; 0,4mg/ml;
0,6mg/ml; 0,8mg/ml y 1,0mg/ml), las
cuales se almacenaron en frascos de
color ambar estériles.

E. Determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria,
para cada cepa, se determind por el
método de diluciones (5
concentraciones establecidas) y se
agreg6 un grupo control con canela
quimicamente pura al 100 % igual a
10’ mg/ml. El caldo glucosado para

todos los tubos de ensayo fue
semejante al tubo #1 de Mc Farland.

e En el tubo N°1 se colocd 0,5ml de la
dilucidn de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml del extracto acuoso de
canelaal 0,2mg/ml.

e En el tubo N°2 se coloco 0,5ml de la
dilucidn de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml del extracto acuoso de
canelaal 0,4mg/ml.

e En el tubo N°3 se colocod 0,5ml de la
dilucion de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml del extracto acuoso de
canelaal 0,6mg/ml.

e En el tubo No 4 se coloco 0,5ml de la
dilucidn de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml del extracto acuoso de
canelaal 0,8mg/ml.

e En el tubo No 5 colocd 0,5ml de la
dilucion de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml del extracto acuoso de
canelaal 1,0mg/ml.

e En el tubo N°6 se colocd 0,5 ml de la
dilucion de la cepa en caldo glucosado
mas 1,0ml de canela quimicamente
pura al 100%. Todos los tubos fueron
agitados para uniformizar la dilucion.

Se utilizé el mismo protocolo al emplear
el aceite esencial de canela en sus seis
diluciones.

De la misma manera, al trabajar con el
grupo de la cepa S. mutans se obtuvo 6
tubos con el extracto acuoso y 6 tubos con
el aceite esencial de la canela. Para este
grupo se empleo el medio Tio Glicolato en
vez de caldo glucosado.

Posteriormente los 24 tubos fueron
colocados en la estufa a 37 C por 24 horas.
A continuacion se sembraron 12 placas de
cada tubo, utilizando 0,1ml de solucién de
cada concentracion; trabajando con un
total de 288 placas. Para dispersar la
muestra en cada placa se utilizé el asa de
Driglasky.
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2.4.Sembrado

Con un hisopo estéril embebido en el tubo
con los microorganismos, se sembro en las
placas hisopando uniformemente sobre
toda la superficie del agar y girando cada
placa 30 grados por diez veces
aproximadamente. Luego fueron
colocadas dentro de la estufa a 37°C de
temperatura durante 10 minutos. La cepa
de C. albicans tuvo como medio el Agar
Saburoau y la cepa de S. mutans el Agar
Sangre.

Con las placas sembradas y los discos de
papel de filtro preparados, se procedi6 a
colocar con una aguja estéril 4 discos de
papel de filtro en cada placa. Asimismo, se
trabajo con 3 de ellas por cada
concentracion segun el grupo de
microorganismos (C. albicans o S.
mutans) y las presentaciones de canela
(aceite esencial y extracto acuoso).

Las 288 placas fueron colocadas en Jarras
Gas Pack. Pare ello se utilizo el método de
la vela. Inmediatamente, se introdujeron
en la estufa a 37°C, por 24 horas. El
crecimiento microbiano pudo observarse
mediante el conteo de las unidades
formadoras de colonias por mililitro
(UFC/ml). Durante el proceso se
consideré como la CMI, a la menor
concentracion exenta de UFC/ml.
Finalmente se midieron los halos de
inhibicién de cada concentracidn,
inclusive el area del disco de papel de
filtro, con una regla milimetrada.

Tanto la informacion de conteo de
UFC/ml como los datos de los halos de
inhibicién fueron consignadas en fichas
de registro.

2.5. Determinacion de la concentracion
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antimicrobiana minima

Para determinar el efecto antimicrobiano,
se utilizé el método de difusion de discos.
Las seis concentraciones tanto de
extracto acuoso como del aceite esencial
de canela fueron conservadas a4 C para el
estudio microbioldgico.

Ademas se prepararon discos de papel de
filtro estériles, los cuales fueron
sumergidos, durante 24 horas, dentro de
cada una de las concentraciones de los
preparados en base al aceite esencial y al
extracto acuoso de canela.

2.6. Analisis estadistico

Los datos fueron recolectados en hojas de
registro, elaborados en base a los objetivos
propuestos y los resultados se presentaron
en tablas segin concentraciones y
nameros de repeticiones. Para cada nivel
de concentracion se presentd su promedio
a fin de determinar la tendencia de las
UFC/ml asi como del halo de inhibicion
segun el nivel de concentracion (los cuales
son presentados en figuras para facilitar
su interpretacion). Para determinar si
existe diferencia significativa entre los
promedios de UFC/ml y entre los halos de
inhibicion, se aplicd el analisis de varianza
(ANOVA) y se ordenaron los promedios
tras aplicar la prueba de DUNCAN para
cada uno de los casos. Si p<0,05; se
considera que existe diferencia
significativa.

RESULTADOS

Luego de trabajar con 288 placas, para
determinar la concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y el efecto antimicrobiano
de seis concentraciones tanto de extracto
acuoso como de aceite esencial de C.
zeylanicum, se obtuvieron los siguientes
resultados:

e La CMI del aceite esencial y del extracto
acuoso de canela fue de 1 mg/ml,
obteniendo un crecimiento medio de
107,75 UFC/ml para la C. albicans, con un
p=0,00 (Fig. 1) y de 0,17 UFC/ml para C.
albicans, conunp=0,00 (Fig. 2).

e La CMI del aceite esencial y del extracto
acuoso de canela fue de 0,8 mg/ml y 1
mg/ml; respectivamente obteniendo un
crecimiento medio de 10,83 UFC/ml para
el S. mutans, con un p=0,00 (Fig. 3) y de
10,83 UFC/ml de crecimiento de S.
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mutans, conun p=0,00 (Fig. 4). e El aceite esencial y el extracto acuoso del

e La concentraciéon minima antimicrobiana C. zeylanicum no tuvieron efecto
del aceite esencial sobre el crecimiento de antimicrobiano sobre el crecimiento de S.
C. albicans fue de 0,6 mg/ml con el que se mutans.

obtuvo un halo de 2mm, con un p=0,00
(Fig. 5). El extracto acuoso, no tubo efecto
antimicrobiano
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Fig. 1. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de C. zeylanicum
sobre el crecimiento de C. albicans; in vitro. CMI=1mg/ml.
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Fig.2 . Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de C. zeylanicum
sobre el crecimiento de C. albicans in vitro.
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Fig. 3. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de C. zeylanicum
sobre el crecimiento de S. mutans; in vitro.
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Fig. 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de C. zeylanicum
sobre el crecimiento de S. mutans; in vitro.
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Fig. 5. Evolucion de tres halos de inhibicion mas representativos del aceite esencial de C.
zeylanicu sobre el crecimiento de C. albicans; in vitro.
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Fig. 6. Halos de inhibicion de: A) C.albicans en aceite esencial; B) S.mutans en aceite
esencial y C) S.mutans en extracto acuoso.

DISCUSION

Uno de los inconvenientes en el éxito del
tratamiento de enfermedades es la resistencia
que los microorganismos desarrollan frente al
uso de medicamentos convencionales, por lo
que surge la necesidad de desarrollar
compuestos antimicrobianos con gran
actividad y baja toxicidad. Por esta razon, se
inician investigaciones en plantas y sus
componentes como agentes antimicrobianos
potenciales ™.

Unlu et al'’ demostraron el efecto que presenta
la canela sobre los diferentes
microorganismos, del mismo modo Walsh e?
al*', dando a conocer algunos de sus efectos
antimicrobianos. Entre estos destaca el que la
canela estimule el aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica del
microorganismo, asi como la salida de iones
de ésta, lo cual provocaria su total inactividad.

En el presente estudio se evalud el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial asi
como del extracto acuoso de C. zeylanicum
(canela) sobre el crecimiento de C. albicans 'y
del S. mutans.

Entre los resultados tenemos que la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto acuoso sobre el crecimiento de la C.
albicans fue de 1 mg/ml, obteniendo un mayor
recuento de UFC/ml en las concentraciones
mas bajas, mas en la presentacion de canela
quimicamente pura (10° mg/ml) el
crecimiento fue nulo, lo que indica que a
mayor concentracion del compuesto, menor
crecimiento de microorganismos.

Por su parte Vinitha y Ballal * obtuvieron
resultados similares pero a diferente

concentracion, en la que la CMI sobre el
crecimiento de C albicans fue de 25 mg/ml,
mientras que Netnapis ~ obtuvo una CMI
igual a 1,2 pg/ml. Estas diferencias en los
resultados podria deberse a que el extracto fue
preparado a partir de la hoja del arbol de la
canela mientras que en este estudio se utilizo
la corteza del mismo. Para el presente estudio
la CMI del aceite esencial sobre el
crecimiento de C. albicans fue de 1 mg/ml,
obteniendo como media 0,17 UFC/ml.
Mediante el analisis de ANOVA, se obtuvo
una diferencia altamente significativa entre
los promedios (p=0,00); es decir que a mayor
concentracion del compuesto es menor el
crecimiento de la C. albicans.

La CMI del aceite esencial y del extracto
acuoso de canela sobre el crecimiento de S.
mutans fue de 0,8 mg/ml y 1 mg/ml
respectivamente, obteniendo como media
10,83 UFC/ml para ambos preparados.
Mediante el anélisis de ANOVA se obtuvo una
diferencia altamente significativa entre los
promedios (p=0,000). Al respecto Khan et al
‘encontraron que la CMI del extracto acuoso
C. zeylanicum sobre el crecimiento de S.
mutans fue de 195 pg/ml, obteniendo una
concentracion menor a la trabajada en este
estudio.

La concentracion minima antimicrobiana del
aceite esencial sobre el crecimiento de C.
albicans que permitid percibir el minimo halo
de inhibicion fue de 0,6 mg/ml, con éste, a su
vez, se obtuvo un halo de 2 mm. Mediante el
andlisis de ANOVA se consiguid una
diferencia significativa entre los promedios
(p=0,000). Khan et al 'muestran valores més
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bajos al trabajar con la CMI que con los halos
de inhibicion, lo cual sugiere que el extracto
asi como el aceite de C. zeylanicum inhiben el
crecimiento de los microorganismos
(fangicos y bacterianos) en altas
concentraciones. El efecto del extracto acuoso
sobre la C. albicans fue negativo.

El efecto antimicrobiano sobre el crecimiento
de S. mutans para ambos compuestos a base de
canela fue igualmente negativo. Esto podria
deberse a que las bacterias aun son resistentes
al no dejar pasar a través de su membrana los
componentes tanto del aceite como del
extracto.

CONCLUSIONES

Al andlisis de los resultados se concluye que a
mayor concentracion de aceite esencial y del
extracto acuoso de C. zeylanicum (canela),
mayor efecto antimicrobiano sobre el
crecimiento de la C. albicansy el S. mutans.

La concentracién minima inhibitoria (CMI)
del aceite esencial y del extracto acuoso de C.
zeylanicum sobre el crecimiento de C.
albicans, fue de 1 mg/ml. p=0,000.

La concentracién minima inhibitoria (CMI)
del aceite esencial y del extracto acuoso de C.
zeylanicum sobre el crecimiento de S. mutans
fue de 1 mg/ml y 0.8 mg/ml respectivamente
con p=0,000.

La concentraciéon minima antimicrobiana del
aceite esencial de C. zeylanicum sobre el
crecimiento de C. albicans; fue de 0,6 mg/ml.
p=0,000. Por su parte el extracto acuoso no
mostro ningun efecto antimicrobiano.

El aceite esencial asi como el extracto acuoso
de C. zeylanicum, no mostraron efecto
antimicrobiano sobre el crecimiento de S.
mutans.
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