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RESUMEN

La canela es una especia obtenida a partir del arbol Cinnamomun verum que cuenta con actividad antimicrobiana frente a organismos como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumaniae y Escherichia coli esto gracias que posee metabolitos secundarios
entre los que destacan el cinamaldehido, el acetato de cinamilo y el acido cindmico. Sin embargo, la obtencién de metabolitos con actividad
biolégica puede verse afectada por factores como el método de extraccién usado, por ello, el objetivo de este trabajo fue comparar la actividad
antibacteriana de tisanas de canela (C. verum) obtenidas por extraccién con microondas y asistida por ultrasonido. Se realizaron cuatro
extractos diferente, dos por métodos tradicionales (decoccién e infusién) y dos por extraccion asistida (con microondas y ultrasonido), a los
cuales se les determind su dosis letal 50 utilizando el método con artemia salina y se determiné su concentracién minima inhibitoria para
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli; se encontré que el extracto obtenido por decoccién tuvo una mayor
actividad inhibitoria del crecimiento sobre S. aureus (62.5 pg/mL), en comparacién con E. coli y P. aeruginosa; las tisanas de canela obtenidas
por ultrasonido y microondas presentaron un valor menor (9.57 pg/mL) de MIC sobre Escherichia coli.
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ABSTRACT

Cinnamon is a spice obtained from the Cinnamomum verum tree and has antimicrobial activity against organisms such as Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, and Escherichia coli. This is due to its secondary metabolites, including
cinnamaldehyde, cinnamyl acetate, and cinnamic acid. However, the production of metabolites with biological activity can be affected by
factors such as the extraction method used. Therefore, the objective of this study was to compare the antibacterial activity of cinnamon (C.
verum) teas obtained by microwave and ultrasound-assisted extraction. Four different extracts were prepared: two using traditional
methods (decoction and infusion) and two using assisted extraction (microwave and ultrasound). Their lethal dose 50 was determined using
the brine shrimp method, and their minimum inhibitory concentration (MIC) for Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and
Escherichia coli was also determined. The extract obtained by decoction was found to have greater growth inhibitory activity against S.
aureus (62.5 pg/mL) compared to E. coli and P. aeruginosa. The cinnamon teas obtained by ultrasound and microwave showed a lower MIC
(9.57 pg/mL) against Escherichia coli.

Keywords: Essential oil, natural products, traditional medicine.
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INTRODUCCION

El género Cinnamomum consiste en plantas originarias del sureste asidtico cuyas partes, como las hojas y la
corteza, se usan en la cocina para condimentar los alimentos; ademas, sus aceites esenciales son empleados en la
medicina tradicional para tratar resfriados, dolores musculares, dolores durante la menstruacién, control de
glucosa y como agentes antienvejecimiento (Singh et al., 2021; Farias et al.,, 2020). Se ha probado que las plantas
del género Cinnamomun poseen actividad antimicrobiana, antibiofilm, antioxidante y anticancerigena, esto gracias
a su composiciéon quimica entre la cual podemos encontrar metabolitos con actividad bioldgica (Singh et al., 2021;
Farias et al., 2020).

Cinamomunn verum es un arbol con una corteza de color marrdn grisaceo que alcanza una altura de 10-15 m de
largo, con hojas de color verde oscuro de forma ovada que miden entre 7 y 18 cm de largo y tienen las puntas
puntiagudas (Singh et al., 2021). La corteza de C. verum, cominmente conocida como canela, es una especia usada
en todo el mundo que tiene una gran importancia econémica; ademas, cuenta con diversas actividades bioldgicas
por ejemplo antioxidante, antibiofilm, antibacteriana y citotoxica (Farias et al., 2020; Narayanankutty et al., 2021;
Phuetal, 2022).

La canela ha demostrado tener actividad contra diversos tipos de bacterias entre las cuales se encuentran
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumaniae y Escherichia coli multidrogo resistente,
asi como actividad contra células cancerosas citotéxica (Phu et al.,, 2022; Narayanankutty et al., 2021; Farias et al.,
2020). Entre los compuestos que mayormente se encuentran en el aceite esencial de la canela estan el
cinamaldehido, el acetato de cinamilo, el acido cinamico, el eugenol y el linalool que le brindan aroma y sus
propiedades medicinales citotoxica (Farias et al., 2020; Narayanankutty et al., 2021; Singh et al., 2021; Phu et al.,
2022).

La obtencion de aceites esenciales se hace mediante extraccion por arrastre de vapor, una técnica que consiste en
llevar al agua a ebullicidn para que el vapor producido rompa las células que contienen los aceites esenciales en el
material vegetal (Naranjo & Chavez, 2015; Barotto et al.,, 2021; Pacheco, 2021). Sin embargo, este método es lento
y al usar altas temperaturas pueden perderse moléculas termolabiles afectando la concentracién de metabolitos
activos en el aceite esencial; este problema puede ser solventado utilizando extraccién asistida ya sea por
ultrasonido o por microondas los cuales aumentan el rendimiento de las extracciones (Naranjo & Chavez, 2015;
Barotto et al., 2021; Pacheco, 2021).

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza ondas de sonidos de alta frecuencia las cuales producen, en el
disolvente, pequefias burbujas (fenémeno que se conoce como cavitacion) que, al chocar con las células, colapsan
rompiendo las paredes celulares provocando asi una mayor liberacion de sustancias (Barotto, 2021). Mientras que
la extraccién asistida por microondas se basa en la interaccién de la radiacién electromagnética con las moléculas
del material y el solvente mediante conduccién iénica y rotacién dipolar provocando un aumento de la
temperatura y la presion, y se produce la vaporizacién del agua presente en los tejidos, con su consiguiente
expansion y rotura, permitiendo la salida de los compuestos celulares (Barotto, 2021). El uso de ambas técnicas
aumenta la eficiencia y rendimiento de las extracciones, ya que disminuyen el tiempo de extraccion, el consumo
de solventes y permiten una menor temperatura de operacion (Puertas-Mejia, Rios-Yepes & Rojano 2013;
Hernandez-Rodriguez et al., 2020; Barotto, 2021).

El objetivo de este trabajé fue evaluar la actividad antibacteriana de tisanas de canela obtenidas por extraccién
con microondas y asistida por ultrasonido y compararlas con la obtenida por métodos convencionales con la
finalidad de mejorar el proceso de obtencién de los metabolitos secundarios de esta planta.

METODOLOGIA

La corteza de canela se adquirio en el comercio local, se transporté al laboratorio, se analizé macroscépicamente
para eliminar impurezas, se sec6 en una estufa eléctrica a 40°C y posteriormente se trituré en un molino eléctrico
grado farmacéutico para obtener el polvo de la corteza de canela. El material vegetal se extrajo de acuerdo a las
condiciones descritas en la tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones experimentales en los métodos de extraccion (Fuente: elaboracion propia)

Método Condiciones generales Condiciones particulares

Decoccién 5g de canela/250mL de agua 15 minutos en constante ebullicién
purificada

Infusién 5g de canela/250mL de agua 15 minutos de reposo en agua hervida
purificada

Ultrasonido 5g de canela/250mL de agua 60 minutos de sonicacién.
purificada

Microondas 5g de canela/250mL de agua Intervalosde 20 segundos hasta completar 2
purificada minutos de calentamiento en microondas

(1000 W de potencia)

Los extractos obtenidos se filtraron y se concentraron a seco en un rotavapor equipado con bafio maria y a partir
de la base sélida se prepararon soluciones de trabajo para la determinacién de la actividad antibacteriana de los
mismos; los bio ensayos se realizaron con las tisanas de C. verum versus Artemia salina, Escherichia coli (ATCC-
25922), Staphylococcus aureus (ATCC-6538) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27853), se emplearon como
controles positivos los antibidticos gentamicina, amikacina y ciprofloxacino.

Bioensayo de letalidad de Artemia salina

El bioensayo de letlidad de Artemia salina consisti6 en exponer de 20 a 30 nauplios a seis concentraciones de las
tisanas (1000, 300, 100, 30, 10 y 3 ppm) durante 24 horas a temperatura ambiente y régimen continuo de luz; se
emplearon placas de 24 pozos con un volumen final de 2.0 mL de NaCl 3%, se usé un control de mortalidad
espontanea para corregir las letalidades obtenidas y validar el experimento si no se excedia del 10% de mortalidad.
Al término de las 24 horas de exposicion se contabilizo, con la ayuda de un estereoscopio, el nimero de nauplios
muertos y se expres6 como porcentaje de letalidad (Aranda-Ventura et al.,, 2018). Se evaluaron cuatro réplicas de
cada concentracién de tisanas.

Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria

La concentracién minima inhibitoria (CMI) se estimd, mediante el método de microdilucién en caldo (CLSI, 2012a);
se utilizaron diluciones de extractos C. verum de: 0, 125, 250, 750, 1000, 1500, 2000, 3000 y 4000 pg/mL y tres
cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (ATCC-6538), Escherichia coli (ATCC-25922) y Pseudomonas
aeruginosa (ATCC-27853). Los tubos se inocularon con una suspension de 100 pL de microorganismos a una
densidad de 105 UFC/mL en caldo Miiller-Hinton (Bioxon) y 50 pL mas del extracto en las placas estériles de 96
pozos. Los valores de CMI se definieron como la concentracién minima de extracto que evita el crecimiento
bacteriano visible después de 20 h de incubacidn a 37 °C; para revelar los resultados se utiliz6 MTT [bromuro de
3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio)] que se basa en la reducciéon metabélica del cromégeno por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a un producto de formazan de color azul, permitiendo determinar
la funcionalidad de las células tratadas (Garcia-Contreras et al., 2019; Mora et al., 2021).

Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se expresan como el valor media de la concentracién minima
inhibitoria, obtenida al multiplicar la concentracién de la tisana por el factor de dilucién; los calculos estadisticos
y el analisis exploratorios de los datos se realizaron con la ayuda del programa computacional Excel ®

RESULTADOS

En bioensayo de Letalidad de Artemia salina permite estimar de manera general la actividad bioldgica y
farmacolégica de extractos, los resultados obtenidos en este bioensayo se reporta como la concentraciéon de
extracto requerida para causar la letalidad en el 50% de los individuos expuestos a una sustancia determinada
(CLso), los resultados de este bioensayo realizado con las cuatro tisanas de la canela (figura 1) demuestran que el
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extracto acuoso obtenido por extraccién ultrasénica contiene una mayor cantidad de metabolitos bioactivos
mientras que la tisana obtenida por infusién presenté la menor bioactividad.
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Fig. 1. Letalidad de Artemia salina de las tisanas de la corteza de canela obtenidas por cuatro diferentes métodos de
extraccion, los experimentos se realizaron por réplicas de 4 (fuente: elaboracion propia).

También se determinaron las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de los extractos acuosos de
Cinnamomum verum obtenidos mediante extracciéon por decoccién, infusién, ultrasonido y microondas, en
microplacas de 96 pocillos, donde se utilizé6 como revelador del metabolismo bacteriano el MTT, al pasar de un
color amarillo natural a un color azul; indica que las bacterias estdn vivas, por el contrario, si las bacterias estan
muertas, permanecera el color amarillo inicial. En la figura 2, se presentan fotografias de los resultados de unas de
las réplicas para la determinacion de la MIC de las tisanas de canela.
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Fig. 2. Determinacion de la MIC de extractos acuosos de C. verum sobre S. aureus (izquierda) y Pseudomonas
aeruginosa (derecha). Fuente: Coleccidén personal.

Columna 1: control de crecimiento bacteriano, columna 2: gentamicina, columna 3: amikacina, columna 4: ciprofloxacino, columna
5y 6: decoccién, columna 7y 8: infusién, columna 9y 10: ultrasonido, columna 11 y 12: microondas.

En la tabla 2 se presentan los datos de las concentraciones minimas inhibitorias que presentaron cada uno de los
extractos de C. verum sobre las tres bacterias evaluadas; se encontré que el extracto obtenido por decoccion tuvo
una mayor actividad inhibitoria del crecimiento sobre S. aureus (62.5 pg/mL), en comparacién con E. coli y P.
aeruginosa; las tisanas de canela obtenidas por ultrasonido y microondas presentaron un valor menor (9.57
pg/mL) de MIC sobre Escherichia coli.
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Tabla 2. Comparaciéon de las MIC de Cinnamomum verum sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa.

Método de Concentracién minima inhibitoria (pg/mL)

extraccion S. aureus E. coli P. aeruginosa

Decoccién 62.5 500 >666.6

Infusion 62.5 312.5 416.6

Ultrasonido 62.5 9.57 416.6

Microondas 62.5 9.57 416.6
DISCUSION

La canela es una especia usada como condimento y aromatizante, también se le atribuyen efectos
antiinflamatorios, hipoglucemiantes e inclusive antihipertensivos, por esta razén es importante determinar
cudles son los métodos de extracciéon mas efectivos para que se puedan aprovechar mejor las propiedades que
esta especia brinda (Rios et al., 2023). Actualmente, la extraccidén asistida por microondas (MAE) y la extraccién
asistida por ultrasonidos (UAE) son dos técnicas que pueden aumentar los rendimientos de los compuestos
extraidos y mejorar la selectividad del proceso; otra ventaja es el uso de disolventes amigables con el medio
ambiente, como el agua, que cumplen los requisitos de la extraccion ecoldgica (De Jesus et al., 2024).

En el andlisis de los resultados de la DL50% de las tisanas de Cinnamomum verum sobre artemia salina se
observé que el extracto acuoso obtenido mediante ultrasonido es quien requiere la menor concentracion de
extracto para causar la letalidad del 50% de artemias (De Lima Silva et al.,, 2015), mencionan que es posible que
la toxicidad de los extractos aumente al ser obtenidos mediante ultrasonido. Esta toxicidad depende en gran
medida a como el extracto se comporta en el organismo, como es metabolizada y que efecto tiene sobre las
células, tejidos y 6rganos, ya que una sustancia puede ser mas tdxica en una forma especifica inclusive si su
capacidad para causar dafio es relativamente baja. Es por esto que, Pino & Jorge (2010) resaltan la importancia
de este ensayo, ya que permite la evaluacion rapida y conveniente de extractos crudos, fracciones y compuestos
puros para la determinacién de su bioactividad.

En cuanto al efecto antibacteriano, la determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias indica la
concentraciéon mas baja en la que un antibiético inhibe el crecimiento de una determinada cepa bacteriana, por
lo tanto, ayuda a comparar y determinar qué clase de antibiético es mas eficaz. Actualmente existe una creciente
ola de resistencia a los antibiodticos, de manera que, es de gran importancia el estudio de recursos naturales como
las plantas y especias, como una alternativa ante la busqueda de sustitutos que ejerzan el mismo efecto de los
antibidticos, o bien, una alternativa mas eficaz contra patégenos que afectan la salud y calidad de vida.

En el andlisis de los resultados de la concentraciéon minima inhibitoria de los extractos de Cinnamomum verum
sobre Staphylococcus aureus, el extracto por decoccion fue el que presentd el menor valor de la concentracién
minima inhibitoria, siendo esta de 62.5 pg/mL, comparado con infusién, ultrasonido y microondas, estos
resultados son similares a los reportados por Iseppi et al. (2024), en donde encontraron que, los extractos de
aceites esenciales de canela (Cinnamomum zeylanicum) obtenidos por arrastre de vapor, presentaron un efecto
antibacteriano referente a S. aureus, con una MIC de 64 ug/mL, en cambio Villacrés-Vallejo & Barreto-Salcedo
(2022) reportaron que, para extractos acuosos liofilizados, la MIC sobre esta misma bacteria es de 64000 pg/mL.
Para fines de este estudio, la canela utilizada fue Cinnamomum verum, sin embargo, como menciona (Singh et al,,
2020) Cinnamomum zeylanicum es sinénimo de C. verum, ya que ambos nombres cientificos hacen referencia a
la misma especie de canela.

Los ensayos de microdilucién en placa para obtener las concentraciones minimas inhibitorias demostraron que,
los extractos acuosos de C. verum obtenidos por ultrasonido y microondas fueron los mas eficaces para inhibir
el crecimiento de Escherichia coli, con una MIC de 9.7 ug/mL, valor similar con los reportados por Goiii et al,,
citado por Pastrana-Puche et al. (2017), siendo de 8 pug/mL. Patel et al. (2022) exponen que, en el caso de
extractos acuosos obtenidos mediante maceracion, la concentracién minima inhibitoria es de 62500 pg/mL. Por
otro lado, Pastrana-Puche et al. (2017) realizaron estudios con extractos etandlicos obtenidos por maceracion
sobre E. coli, y exponen una MIC de 2048 pg/mL

Con respecto a Pseudomonas aeruginosa, la concentracién minima inhibitoria de los extractos acuosos de canela,
obtenidos por infusidn, ultrasonido y microondas la MIC fue de 416.6 pg/mL, valor cercano a lo reportado por
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Ooi et al. (2006) donde, para aceites esenciales hidrodestilados, la MIC fue de 300 pg/mL, mientras que Muslima
etal.(2018) reportaron una concentracién minima inhibitoria de 500 pg/mL en extractos metandlicos obtenidos
por maceracion.

Los datos reportados en este estudio evidencian que los extractos acuosos de Cinnamomum verum son mas
efectivos contra las bacterias Gram positivas (+), que las Bacterias Gram negativas (-), esto podria estar
relacionado con la estructura de estas bacterias, especificamente hablando de su morfologia, las bacterias Gram
positivas (+) se caracterizan por tener una pared celular que contiene principalmente peptidoglucano, por otro
lado, las bacterias Gram negativas (-) tienen una estructura mas compleja, que consiste en una pared celular
interna de peptidoglucano y una membrana externa compuesta por una bicapa lipidica, formando asi un
revestimiento rigido alrededor de la bacteria, mismo que va a actuar como una barrera impermeable contra
diversos agentes externos. Es por esto que, los solutos hidrofilicos de menor tamafio son capaces de pasar la
membrana externa a través de los poros proporcionando a las proteinas transmembrana les canales hidrofilos,
mientras que la membrana externa sirve como barrera de penetraciéon hacia macromoléculas y compuestos
hidroéfobos, y es por esta razon que las bacterias Gram-negativas son relativamente resistentes a los antibidticos
y alas drogas tdxicas hidréfobas, como menciona Pastrana-Puche et al. (2017), no obstante, tanto para bacterias
Gram negativas (-) sensibles, como en Gram positivas (+), los aceites esenciales atraviesan los lipidos de la
membrana celular, modificando su estructura y aumentando su permeabilidad, y con ello forzar una liberacién
variable de ionesy otros contenidos celulares, lo que puede resultar en muerte celular. Las diferencias existentes
entre las MIC de los extractos de Cinnamomum verum reportadas, pueden deberse al tipo de muestra, de extracto,
y/o ala metodologia empleada para su extraccion.

CONCLUSIONES

La extracciéon acuosa asistida por microondas y ultrasonido permitié6 mejorar la obtencién de metabolitos
secundarios bioactivos de Cinnamomum verum porque tuvieron una mayor actividad antibacteriana en
comparacioén con los extractos obtenidos por los métodos convencionales (decoccion e infusion).
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