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Abstracto:Las especiesZanthoxylum caribaeumpertenece a la familia Rutaceae, de la que se conocen varios 
núcleos químicos, entre ellos los alcaloides y las cumarinas. Además, se ha caracterizado su aceite esencial, 
mostrando diferencias en composición y diversas actividades antimicrobianas. En el presente estudio, el aceite 
esencial deZ. caribaeumcolectada en el departamento del Tolima, centro de Colombia, se caracterizó por 
cromatografía de gases con detector selectivo de masas (GC-MS). El aceite esencial presentó una composición 
de alrededor de 43 compuestos (entre mayores y menores), cuyos componentes principales, según su 
abundancia, son los siguientes: germacreno D (228.0±1,6 mg/g EO), (mi)-β-farneseno (128,0±1,5 mg/g EO), β-
elemeno (116,0±1,6 mg/g EO) y(mi)-nerolidol (74,0±2,2 mg/g EO). Este aceite fue probado contra 
microorganismos que afectan la producción de cacao en Colombia y en países tropicales donde la producción 
de este producto básico es muy importante para la economía. Las pruebas antifúngicas se realizaron en las 
especies fúngicasMoniliophthora roreriy mostró una actividad prometedora y significativa, inhibiendo el 
crecimiento en más del 95 % en concentraciones de 50µL/mL y 100µL/mL. Esta notable actividad antifúngica 
podría deberse a la presencia de compuestos principales y secundarios que mejoran la actividad 
sinérgicamente.
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1. Introducción

el géneroZanthoxylumPertenece a la familia de las Rutáceas. A nivel mundial se han descrito 
250 especies, distribuidas principalmente en las zonas tropicales y subtropicales del planeta [1]. En 
Colombia se encuentra principalmente en la región andina, el Caribe y parte de la Amazonía [2]. 
Algunas especies pertenecientes a estos géneros han mostrado una variedad de actividades 
biológicas debido a su alto contenido de metabolitos secundarios que incluyen alcaloides, 
terpenos, lignanos, esteroides, cumarinas y flavonoides, como antiinflamatorio, anticancerígeno, 
antipalúdico, antioxidante, anti-VIH. y actividades antimicrobianas [3–8]. Estos metabolitos se 
distribuyen por toda la planta, pero se han encontrado en concentraciones más altas en la corteza, 
las raíces y las hojas.

Una de las plantas que se cultiva anualmente en Colombia esTheobroma cacao(cacao), una 
planta milenaria del continente americano [9,10] que ha adquirido gran importancia cultural, 
ambiental y económica. Pertenece a la familia Malvaceae, que incluye más de 22 especies, y se 
divide en cacao criollo, forastero y trinitario con diferentes propiedades físicas, químicas y 
funcionales. Los granos secos se obtienen de los frutos, y su calidad aromática y compositiva está 
determinada por factores como el origen, el procesamiento y la influencia del suelo y las 
condiciones climáticas [11,12]. Según algunos estudios, el cacao se originó en las cabeceras de la 
cuenca amazónica, y una población natural de cacao se extendió hacia el oeste y el norte en la 
parte central de la región Amazonas-Guayana, formando el grupo Forastero-Amazonas y el 
segundo grupo, denominado Criollo, que tiene buena aceptación en el mercado debido a sus altas 
cualidades organolépticas [13]. Actualmente, este árbol se cultiva comercialmente en Asia y 
Oceanía, América Central y del Sur y África, con una participación global de la producción del 12,5 
%, 12,7 % y 74,8 %, respectivamente. La mayor parte del cacao para el comercio internacional se 
cultiva en África, con Cote d'Ivoire es el mayor productor y el cacao de Ghana es el de mayor 
calidad [14].

Los problemas fitosanitarios son los principales factores que han contribuido a la disminución de la 
producción de cacao y al deterioro de la calidad del producto final. Estas incluyen enfermedades 
causadas por hongos fitopatógenos [15]. Este problema se ha incrementado recientemente, favorecido 
por la falta de un manejo adecuado del cultivo y por los cambios ambientales provocados por el hombre 
[dieciséis]. Las principales enfermedades que afectan a la planta de cacao en Colombia son: Moniliasis, 
enfermedad causada por el hongo basidiomicetoMoniliophthora roreri(Cifra1), que afecta alrededor del 
40% de la producción anual de cacao en Colombia, con una producción total de 62.000 TM promediada 
en los últimos 5 años [17,18]. Tiene alta sobrevivencia en diferentes ambientes, con rápido crecimiento y 
diseminación, en general, los genotipos comerciales son altamente susceptibles a este patógeno.19] y los 
métodos actuales de control de enfermedades son ineficientes y aumentan los costos de producción [20
]. Esta situación amenaza la sustentabilidad de la producción nacional de este cultivo. Algunas 
condiciones fitosanitarias relacionadas con la zona agroecológica, la severidad del inóculo y el 
inadecuado manejo del cultivo favorecen el daño hasta en un 100% en una plantación, por lo que la 
enfermedad es considerada la más prevalente y severa.

Figura 1.Fruto deTheobroma cacaoafectado por el hongoMoniliophthora roreri.

Los aceites esenciales (AE) tienen un potencial natural para los mecanismos de defensa de las plantas, 
son compuestos volátiles producidos por muchas especies y pueden actuar contra varios microorganismos 
patógenos de las plantas.5]. Su uso se perfila como una alternativa sustentable para el control de 
enfermedades en la agricultura actual, donde las prácticas agrícolas permiten el uso de ciertas sustancias para 
combatir patógenos [6]. Los productos naturales como los aceites esenciales han surgido como un
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alternativa “ambientalmente amigable” de uso tan efectivo como los agentes antimicrobianos 
porque son fáciles de obtener y tienen baja toxicidad para los organismos no objetivo. En este 
estudio aislamos el hongoM. roreri, agente causal de la enfermedad Moniliasis en plantaciones de 
cacao en Colombia y países tropicales. Se cultivó el microorganismo y se desarrollaron ensayos 
biológicos utilizando aceites esenciales extraídos de las hojas deZ. caribaeumcomo principio 
activo, obteniendo resultados prometedores para el desarrollo de bioproductos.

2. Materiales y métodos
2.1. Material vegetal

Las especiesZ. caribaeumfue colectada en enero de 2022 en el municipio de Piedra, 
Departamento del Tolima-Colombia (4◦28′57"N 74◦59′17"W, altitud 593 msnm), las especies 
fueron colectadas por Andrea Jimminez-Gonzalez, Marcial Fuentes-Estrada and Olimpo Garci
a-beltran, e identificado y clasificado por el botánico Hmictor Esquivel y un ejemplar en el 
Herbario TOLI de la Universidad del Tolima (Colombia) con comprobante número N◦28543.

2.2. Extracción de Aceite Esencial

Z. caribaeumlas muestras de hojas se limpiaron previamente. Los aceites esenciales deZ. caribaeumeran

extraído de las hojas utilizando un sistema de hidrodestilación asistida por microondas (MWHD) como 
método de extracción [21]. La fuente de calor del sistema fue una fuente de radiación de microondas 
convencional (SAMSUNG, modelo MS23J5133AG, Malasia), configurada a 2450 MHz, 1,2 kW. Se mezclaron 
750 g de material vegetal con 500 mL de agua destilada, el material vegetal, especialmente las hojas, se 
colocaron en un balón de reacción de 2 L. Luego, se realizó un programa de calentamiento; la primera 
etapa fue de 10 min al 100% de potencia para precalentamiento; la segunda etapa de 45 min de 
destilación al 80% de potencia. Una temperatura máxima de condensación de 13◦C se mantuvo.

2.3. Análisis Cromatográfico
El aceite esencial extraído deZ. caribaeum(20 mg) se disolvió en CH2cl2(1 mL), y una alícuota 

de esta dilución (2µL) se inyectó en un cromatógrafo de gases acoplado a un detector selectivo de 
masas y un sistema de detección de llama.

El análisis se realizó con un cromatógrafo de gases, GC 6890 Plus (Agilent Technologies, 
AT, Palo Alto, CA, EE. UU.), equipado con un detector de masa selectiva MS 5973 Network (AT, 
Palo Alto, CA, EE. UU.) usando ionización electrónica ( IE, 70 eV). Helio (99,995%, gas AP, 
Messer, Bogotáa,Colombia) como gas portador, con una presión inicial de entrada en cabeza 
de columna de 113,5 kPa; el caudal volumétrico del gas portador se mantuvo constante (1 ml/
min) durante la ejecución cromatográfica. El modo de inyección se dividió (30:1) y la 
temperatura del inyector se mantuvo a 250◦C.

Los compuestos se separaron en dos columnas capilares, una que contenía la fase 
estacionaria polar de poli (etilenglicol), PEG (DB-WAX, J & W Scientific, Folsom, CA, EE. UU.) de 60 m×
0,25 mm (diámetro interior)×0.25µmF) de 60m×0,25 mm (diámetro interior)×0.25µmF) y el otro con 
la fase estacionaria (sf) apolar 5%-fenil-poli(metilsiloxano), 5%-Ph-PDMS (DB-5MS, J & W Scientific, 
Folsom, CA, EE. UU.) con las mismas dimensiones. En la columna polar (DB-WAX) se programó la 
temperatura del horno de 50◦C (5 min) a 150◦C (7 min), a las 4◦C/min, y luego a 230◦C (50 min), a las 
4◦C/min. Se usaron las mismas condiciones para el análisis a través del sistema de detección de 
llama (GC/FID). En la columna apolar (DB-5MS) se programó la temperatura del horno 
cromatográfico de 45◦C (5 min) a 150◦C (2 min) a las 4◦C/min, y luego a 300◦C (10 min) a las 5◦C/min. 
La temperatura de la línea de transferencia de GC/MS se fijó en 230◦C cuando se usa la columna 
polar y 300◦C para la columna no polar. Las temperaturas de la cámara de ionización y del 
cuadrupolo fueron de 250◦C y 150◦C, respectivamente. El rango de masas para la adquisición de 
corriente de iones fuemetro/z45-450 u, con una velocidad de adquisición de 3,58 scan/s. Los datos 
se procesaron con el software MSDChemStation G1701DA (AT, Palo Alto, CA, EE. UU.). Los 
parámetros de integración fueron los siguientes: umbral = 18 y "área de rechazo" del pico por 
encima de la línea de base inferior al 1%. Se identificaron compuestos
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basado en índices de retención lineal (LRI) y comparación de masa obtenida experimentalmente
espectros con los reportados en las bases de datos Adams 2007, NIST 2017 y Wiley 2008.

[ ]
tRx−tRn

tenfermero−tRn

LR = (100×n) + 100× (1)

donde: n es el número de átomos de carbono en la n-parafina que eluye antes que el compuesto de 
interés (su tiempo de retención es tRx); tRny Tenfermeroson los tiempos de retención de las n-parafinas con 
el número de átomos de carbono n y N, respectivamente, eluyendo inmediatamente antes y después del 
analito de interés.

La cuantificación de compuestos se realizó con la estandarización externa por GC/FID. 
Las sustancias patrón se analizaron en las mismas condiciones cromatográficas que las
Z. caribeEO. En el caso de que no se dispusiera de una sustancia de referencia, la cuantificación se realizó 
utilizando la curva de calibración obtenida para una molécula estructuralmente similar.

2.4. Actividad antimicrobiana

Se realizó actividad antimicrobiana in vitro contra el hongoM. roreri, que afecta la producción 
de granos de cacao en los países productores de cacao.

2.4.1. Aislamiento deMoniliophthora roreri

Para obtener el inóculo deM. roreri,Los frutos infestados con síntomas y signos tempranos 
de formación de una mancha marrón oscura con micelio en la cáscara de la semilla de cacao 
(frutos) deben recolectarse en el campo.

Los frutos cosechados se lavaron y desinfectaron con hipoclorito al 1% durante dos minutos. 
Luego, se enjuagaron con agua destilada y se secaron con papel absorbente estéril. Luego, los 
frutos desinfectados se segmentaron en porciones de 5 mm de diámetro (tejido endodérmico) en 
una cámara de flujo laminar y los segmentos de tejido se infestaron conM. rorerise colocaron en 
cajas de Petri que contenían medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) para incubar a 25◦C hasta 
que apareció crecimiento fúngico en las muestras para identificarlas por sus características 
macroscópicas y microscópicas, lo que se repitió hasta obtener cultivos puros.

2.4.2. Actividad antifúngica contraMoniliophthora roreri
Ensayo in vitro de la actividad antifúngica deZ. caribaaeumaceites esenciales enM. rorerise 

realizó en condiciones controladas utilizando la técnica de envenenamiento [22,23], las 
concentraciones evaluadas en el ensayo fueron 5µL, 10µL, 50µL, 100µL y 495µL y las pruebas se 
realizaron por triplicado. Después de la preparación del medio envenenado, se sembraron en el 
centro de las cajas que contenían los tratamientos, discos de micelio de 5 mm de diámetro de 
cultivos puros crecidos durante 7 a 10 días. Se utilizaron como control negativo cortes del 
patógeno en medio de agar PDA sin aceites esenciales. Oxicloruro de cobre (Cu2(OH)3Cl), un 
fungicida comercial con actividad conocida sobreM. rorerise utilizó como control positivo. Las cajas 
de Petri se incubaron a 25◦C. Las placas se evaluaron diariamente midiendo su crecimiento radial 
en cm (Roque et al., 2001). La medición se completó cuando el micelio del patógeno cubrió por 
completo la placa de control negativo.

La inhibición del crecimiento micelial del patógeno se calcula como el porcentaje de 
crecimiento radial con respecto al control (Ecuación (2)).

(ENT - DT)
ENT%Inhibición= ×100 (2)

dónde:ENT=Diámetro de control negativo,DT=Diámetro de tratamiento.
La medición deberá concluir cuando el micelio del patógeno cubra completamente la 

placa de tratamiento de control. La evaluación de la eficacia del producto se expresará como 
porcentaje de inhibición del crecimiento micelial.
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2.5. Análisis estadístico
El análisis estadístico se realizó utilizando un diseño experimental de factor único 

con el software IBM SPSS versión 25.0 [24–26]. Este análisis se aplicó a los datos de 
medición biométrica in vitro obtenidos de la aplicación deZ. caribaeumaceite esencial, 
con 5 tratamientos (por triplicado) correspondientes a las dosis establecidas de 5µL (T1), 
10µL (T2), 50µL (T3), 100µL (T4) y 495µL (T5). Además, se realizaron 2 tratamientos de 
control;M. rorerien PDA, el tratamiento 6 es solo PDA (T6) y un fungicida comercial, 
oxicloruro de fósforo (Cu2(OH)3Cl) como tratamiento 7 (T7).

Para demostrar la normalidad, la prueba de Shapiro-Wilk (SW) [27] se aplicó (pag-valor 
(prueba SW) > 0,05). Además, se aplicó la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene para 
detectar igualdad o diferencia entre al menos un par de medias de los tratamientos, y así se utilizó 
ANOVA de un solo factor para probar las diferencias específicas entre tratamientos mediante 
pruebas Post hoc ( DSM o T2-Tamhane) aceptando diferencias significativas con un pag-valor < 
0.05 [28,29].

3. Resultados y discusión
El aceite esencial deZ. caribaeumconstaba de 43 compuestos, principalmente sesquiterpenos 

(67%), monoterpenos (18%), además, tres compuestos no identificados conmetro/z15215HdieciséisO), 
204 (C15H24) y 220 (C15H24O). Sin embargo, en este trabajo destacamos seis compuestos principales 
que tienen una proporción superior al 5%, entre ellos tres sesquiterpenos, germacreno D (228,0±
1,6 mg/g EO),(MI)-β-farneseno (128,0±1,5 mg/g EO), β-elemeno (116,0±1,6 mg/g EO), un 
monoterpeno, limoneno (73,0±1,9 mg/g EO) y un monoterpeno oxigenado,(mi)-nerolidol (74,0±2,2 
mg/g EO). (Mesa1, Cifra2). Comparando la composición y abundancia de metabolitos de aceites 
esenciales en este estudio con los informados en la literatura [30–32], quedó claro que la 
concentración de germacreno D en aceite esencial deZ. caribaeumfue mayor en los individuos 
utilizados en este estudio.

Figura 2.Componentes principales deZanthoxylum caribaeumaceites esenciales.

Con el fin de obtener datos confiables y verificados, se realizaron dos estudios 
cromatográficos utilizando dos columnas capilares, la primera con un DB-5MS es una 
columna de polímero de fenil arileno polar con 5% de fase estacionaria de fenil-
poli(metilsiloxano), este tipo de columna tiene una excelente desempeño con su relación 
señal/ruido, muy importante para el desarrollo de aplicaciones analíticas, además, muestra 
alta sensibilidad e integridad espectral de masas. El segundo con una columna DB-WAX de 
alta polaridad con fase estacionaria de poli (etilenglicol), el uso de esta columna permite su 
uso en aplicaciones de alimentos, fragancias y sabores. Su uso a bajas temperaturas muestra 
una excelente resolución de principios activos de bajo punto de ebullición. Los 
cromatogramas obtenidos de ambas columnas mostraron los mismos componentes con 
diferentes tasas,1; Cifra3).
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Tabla 1.Caracterización química vía GC/FID y GC/MS del aceite esencial destilado de
Z. caribe.

Índices de retención lineal

DB-5 (no polar) DB-WAX (polar)
Exp.Lit.Exp.Lit.

% Área,
GC-FID
DB-5MS

mg Compuesto/g
OE, Valor±sk

Pico N◦ Compuesto
X

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
dieciséis

17

(Z)-hex-3-en-1-ola, b, d
(mi)-hex-2-en-1-ola, b, d

Hexan-1-ola, b, d

α-tujenoa,b,e
α-pinenoa B C
sabinenoa B C

β-mircenoa B C
α-terpinenoa B C

pag-cimenoa B C

limonenoa B C
β-felandrenoa, b, f
(mi)- β-ocimenoa,b,g

γ-terpinenoa B C
Linalola B C

4,8-dimetil-1,3,7-nonatrienoa,b,g
Terpinen-4-ola,b,c,h

855
865
869
926
934
974
989
1018
1026
1032
1034
1047
1060
1100
1113
1185
1201

856 [33]
864 [33]
869 [33]
927 [33]
936 [33]
973 [33]
988 [34]

1017 [33]
1024 [33]
1029 [33]
1030 [33]
1047 [33]
1059 [35]
1099 [33]

1116 [AA]
1177 [AA]

-

1383
1404
1351
1022
1017
1118
1162
1177
1270
1199
1207
1251
1244
1546
1306
1605

1380 [33]
1399 [33]
1351 [33]
1026 [33]
1025 [33]
1122 [33]
1160 [33]
1177 [33]
1270 [33]
1198 [33]
1209 [33]
1250 [33]
1245 [33]
1543 [33]

1306 [AA]
1601 [33]

-

0.3
0.2
0.3
0.2
0.2
0.3
2.2
0.3
1.5
9.3
1.4
1.2
1.4
0.6
0.2
0.2
0.3

3.7
2.9
3.2
1.64
2.1
3.54
32
3.3
13.6
73

14.0
17

13.9
6.01
2.33
2.39
3.19

±
±
±
±
±
±
±
±
±

0.12
0.13
0.13
0.09
0.10
0.08
2.40
0.15
0.27
1.9
0.17
2.5
0.13
0.07
0.08
0.07
0.07

±
±
±
±
±
±
±
±NI M+•metro/z15215HdieciséisO)a, b, h

(mi, mi)-2,6-dimetil-3,5,7-octatrieno-18 1209 1209 [AA] 1820 1830 [AA] 1.4 14.73 ± 0.09
2-ola, b, h

19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

(Z)-Ocimenonaa, b, h
(mi)-Ocimenonaa, b, h

α-cubebenoun, b, yo

α-copaenoun, b, yo

1233
1241
1349
1380
1385
1395
1426
1429
1438
1457
1465
1469
1492
1504
1524
1524
1554
1564
1585
1585
1585
1615

1226 [34]
1235 [34]
1351 [33]
1376 [33]

1698
1718
1459
1495
1581
1594
1577
1601
1587
1669
1674
1649
1718
1737
1941
1758
2078
2040
2122
2049
2084
2029

1697 [AA]
1718 [AA]
1460 [33]
1491 [33]

0.5
0.3
0.7
3.0
0.6
13.4
0.7
0.3
1.3
14.8
0.3
0.2
26.4
3.3
1.6
2.3
0.4
6.2
0.3
0.6
0.5
0.2

5.58 ±
3.62 ±

7
27

0.07
0.07
1.4
1.5
1.4
1.6
1.4
0.08
1.5
1.5
0.08
0.08
1.6
1.4
2.3
1.5
0.07
2.2
0.06
0.07
0.07
0.07

±
±
±
±
±

NI M+•metro/z20415H24)un, b, yo - - 6
β-Elemenoun, b, yo

β-Ylangenoun, b, yo

(mi)-β-cariofilenoa B C
(mi)-α-bergamotenoun, b, yo

(mi)-β-farnesenoun, b, yo

α-humulenoa, b, c, yo

aloaromadendrenoun, b, yo

Germacreno Da, b, c, yo

biciclogermacrenoun, b, yo

Cubebola, b, j

δ-cadinenoun, b, yo

Elemola, b, j

(E)-nerolidola,b,c,j
espatulenola, b, j

Germacreno D-4-ola, b, j

1390 [33]
1421 [33]
1420 [33]
1434 [33]
1455 [33]
1453 [33]

1460 [AA]
1480 [33]
1499 [34]
1514 [34]
1523 [33]
1547 [34]
1560 [33]
1576 [33]
1574 [33]
1583 [33]
1601 [34]

-

1590 [33]
1576 [33]
1598 [33]

1579 [AA]
1663 [33]
1666 [33]
1649 [33]
1710 [33]
1734 [33]
1941 [33]
1755 [33]
2078 [33]
2036 [33]
2126 [33]
2056 [33]
2092 [33]
2039 [33]

-

116
7

3.26
12
128
2.81
1.70
228
29
24
21

4.37
74

3.01
7.21
5.42
1.89

±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±
±

(E)-Hidrato de sesquisabinenoa, b, j

Ledola, b, j
41
42
43

NI M+•metro/z22015H24O)a, b, j 1649
1664
2107

-
2229

-

0.6
0.1
0.1

6.67
1.66
1.42

±
±
±

0.08
0.07
0.08

α-Cadinol
Fitolun, b, yo

1652 [34]
2102 [36]

2227 [33]
2613 [33]

aIdentificación tentativa basada en índices de retención lineal medidos con DB5 (no polar) y DB-WAX (polar)
columnas [33–36].bIdentificación tentativa basada en espectros de masas (MS; ionización de electrones, 70 eV, >95 % de 
coincidencia), estudio de patrones de fragmentación y comparación con espectros de MS del NIST (2017), Adams (2007) [34] y 
Wiley (2008) [37] bases de datos espectrales.CIdentificación confirmatoria basada en sustancias estándar por comparación de sus 
espectros de masas y tiempos de retención (tR) con los de los componentes EO. NI no identificado.
dCuantificación en oct-1-en-3-ol equivalentes.micuantificación en equivalentes de α-pineno.Fcuantificación en
equivalentes de α-terpineno.gramocuantificación en equivalentes de β-mirceno.hcuantificación en equivalentes de linalol.
icuantificación en (miequivalentes de )-β-cariofileno.jcuantificación en (Zequivalentes de )-nerolidol, ver calibración
curva (Tabla de material complementario S1).kSX, desviación estándar calculada paranorte=3 utilizando el error estándar residual 
en la calibración.
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Figura 3.Perfiles cromatográficos del aceite esencial destilado deZ. caribaeumobtenidos por GC/MS (barrido 
completo). (A) columna DB-5MS (60 m), inyección dividida 1:30, MSD (EI, 70 eV); (B) Columna DB-WAX (60 m), 
inyección dividida 1:30, MSD (EI, 70 eV).

La inhibición del crecimiento micelial se determinó macroscópicamente colocando un 
fragmento de la colonia fúngica en una placa de Petri que contenía PDA suplementado con 
diferentes diluciones de aceite esencial (5, 10, 50, 50, 100 a 496µL/mL), control negativo (PDA sin 
tratamiento) y control positivo (oxicloruro de cobre); cada ensayo se realizó por triplicado. El 
crecimiento del micelio se determinó midiendo el diámetro de la colonia (cm) durante 7 días y se 
determinó su porcentaje de inhibición (Tabla2). Al calcular el porcentaje de inhibición, se evidencia 
que el aceite esencial deZ. caribaeumestá activo; presenta una alta inhibición del crecimiento deM. 
roreria bajas concentraciones de 10µL/mL, que inhibe el 88,3%. Es notoria la relación 
concentración/porcentaje de inhibición, observándose una proporcionalidad con el aumento de la 
concentración a 50µL/mL, determinando que se alcanzó una inhibición del 96% del crecimiento del 
hongo. Esto determina que las concentraciones oscilan entre 10 y 50µL/mL son prometedores para 
el desarrollo futuro de bioproductos que involucran aceites esenciales con un perfil químico 
comparable.

Tabla 2.Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y valores de inhibición porcentual por tratamiento.

Shapiro-Wilk

gl
Tratos % inhibición GR * (cm/dia) ¯X

1.76
0.97
0.20
0.04
0.00
2.63

Sig.

T1 (5µL/mL)
T2 (10µL/mL)
T3 (50µL/mL)

T4 (100µL/mL)
T5 (496µL/mL)

T6 (control−) PDA

28.27

88.29

95.99

98.96

100.00

0.00

0.75
0.25
0.05

0.033

0.00
0.83

3
3
3
3
3
3

0.342

0.917

0.391

0.000

0.000

0.000

T7 (control +)
Oxicloruro de fósforo (Cu2(OH)3cl) 100.00 0.00 0.00 3 0.000

* Tasa de crecimiento por día; T1–T7 = Tratamientos;X=Significar; gl = Reproducibilidad; Sig. =pag-valor < 0,05.
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La prueba estadística realizada muestra que los datos son normales (Figura de material 
complementario S1), determinada por elpag-valor be es rechazado [38]. Con la excepción de trea

se obtiene un comportamiento normal para los demás datos. Para elegir el mejor tratamiento, una comparación 

múltiple

(Suplemento

entre varianzas. Esto demostró que T5 tiene diferencias significativas en comparación con los otros 
tratamientos, thi
un diámetro promedio

tratamiento en te
mostró significado

Los ensayos antifúngicos
sin embargo, la actividad de los aceites esenciales fue más estable en el tratamiento T4 (100µL/mL) 
durante el período de estudio (7 días) (Figura4).

ing g
tiempo

mayor que 0.05, por lo tanto la hipótesis 
nula nt T5 y T7 (0.000), pero se acepta que la

hijo
ent

entre tratamientos, para lo cual se utilizó la prueba de Tamhane (Tabla de 
Materiales S2), debido a que los datos analizados no mostraron homogeneidad

s wo
reunió

podría ser la de mayor grado de inhibición, ya que produce
er crecimiento de 0.04667 cm menor que T4, siendo este último el segundo mejor de 
inhibición del fitopatógeno. En cuanto a los demás tratamientos que presentaron 
diferencias, se consideró a T6 y T7 como tratamientos control (Cuadro2).

inhibición de la boda deM. rorericrecimiento por el tratamiento T2 (10µL/mL);

valor eficaz

no poder

sho

3

2

1

0

Tratos

Figura 4.Diagrama de caja comparativo de crecimiento biométrico en el día 7 entre tratamientos evaluados contra

M. roreri.

Los principales compuestos deZ. caribaeumson germacreno D, (mi)-β-farneseno, (mi)-
nerolidol y biciclogermacreno. Sin embargo, cabe señalar que los compuestos (mi)-β-farneseno, (
mi)-nerolidol y bicyclogermacrene son componentes de aceites esenciales que exhiben actividad 
antimicrobiana, pero tal actividad no se les puede atribuir [39]. Estudios han evaluado el efecto 
inhibitorio del aceite esencial (AE) deZ armatumsobre el hongo filamentoso Aspergillus flavus. El 
aceite esencial mostró una composición química donde sus compuestos mayoritarios fueron 
linalool (41,73%), D-limoneno (13,24%), β-felandreno (7,53%), transnerolidol (6,30%) y terpinen-4-ol 
(5,33%). Cuando se evaluó el aceite, mostró una disminución en el crecimiento radial deA. flavusy 
también cuando se realizó un estudio microscópico se observó que el micelio se redujo 
considerablemente, así como el número de colonias a temperatura ambiente [40]. Por el contrario, 
llama la atención la alta concentración de germacreno D, y cabe señalar que existe una relación 
directa entre la presencia de esta sustancia y la actividad antifúngica. Varios estudios han 
demostrado actividad antifúngica en diferentes grupos de hongos. Un ejemplo de ello son los 
aceites esenciales ricos en germacreno extraídos de especies comoartemisa campestris, que han 
mostrado actividad antifúngica in vitro contraFusarium graminearum, que ataca cultivos como el 
arroz, la avena y el maíz [40]. También se ha demostrado que inhibe el crecimiento de hongos 
fitopatógenos, incluidos variosfusariumespecies,Botrytis cinerea y Alternaria solani[41–43]. En
Glechonespecies, se ha constatado la capacidad antifúngica frente a hongos de interés humano 
como Candida, y el aceite extraído tiene en común que el germacreno D es uno de sus principales 
componentes [44]. En Buddleja perfoliatayPelargonium graveolensespecies, el aceite esencial 
extraído mostró una

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
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actividad tifúngica contra diversos hongos que afectan la poscosecha de las plantas. En particular, este 
aceite mostró una amplia actividad contra las cepas deAspergillus amylovorus,A. flavus,un nombre, un 
ostiano,Eurotium halophilicum,Eupenicillum hirayamae,Penicillium cinnamopurpureumy
P. viridicatumvariedad yo [45].

4. Conclusiones

En el aceite esencial deZ. caribaeum, se identificaron los principales compuestos, principalmente 
moléculas de germacreno D (228.0±1,6 mg/g EO),(MI)-β-farneseno (128,0±1,5 mg/g EO), β-elemeno 
(116,0±1,6 mg/g EO) y(mi)-nerolidol (74,0±2,2 mg/g EO) en su composición química. El aceite esencial fue 
probado contra el basidiomicetoM. roreri, un hongo que afecta la producción de cacao a nivel mundial y 
por lo tanto tiene un impacto particular en la economía familiar. Los resultados muestran un potencial 
prometedor de este aceite en concentraciones entre 50µL/mL y 100µL/mL, donde mostró un porcentaje 
de inhibición del 96% y 99%, respectivamente, concentraciones suficientes para mantener bajo control el 
crecimiento del hongo. Además, cabe señalar que, aunque se encontraron cuatro compuestos 
principales, el germacreno D es la sustancia a la que se le atribuye una actividad antifúngica del 26,4 % 
en base a los antecedentes mostrados. Los otros tres compuestos se encontraron en aceites que 
mostraban actividad antimicrobiana; sin embargo, sus concentraciones no son apreciables, pero se 
puede especular que su efecto combinado potencia la actividad antimicrobiana. Este es un paso hacia el 
desarrollo de bioproductos para el control fitosanitario sostenible de los microorganismos que infestan 
los cultivos de cacao.

Materiales complementarios:La siguiente información de apoyo se puede descargar en: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/chemosensors11080447/s1, Tabla S1: Curvas de calibración para la 
cuantificación de compuestos enZ. caribaeumaceite esencial; Tabla S2: Análisis descriptivo del crecimiento deM. 
rorerien las diferentes concentraciones de aceite esencial deZ. caribaeum; Figura S1: Diagrama QQ normal del 
diámetro medio de crecimiento deM. roreritratada con aceites esenciales deZ. caribaeum.
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