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RESUMEN EJECUTIVO

El molle es un arbol de origen andino que alrededor de la historia ha sido
utilizado con fines medicinales, culinarios, textiles, entre otros, demostrando
ademas una fuerte actividad biologica en el area agricola para el control de plagas
en insectos, bacterias y hongos ya que presenta propiedades antimicrobianas. Es
por ello por lo que su aceite esencial puede ser importante para desarrollo de un
fungicida de origen biologico y vegetal, que sirva para el control de varias

enfermedades agricolas causadas por hongos fitopatogenos.

En el presente proyecto de investigacion se extrajo el aceite esencial de molle por
el método de arrastre de vapor, obteniendo un rendimiento de 2,8 por ciento,
ademas para la conservacion del aceite esencial se ha utilizado el método de
microencapsulacion por secado por aspersion haciendo uso de una mezcla de
polimeros con maltodextrina y goma arabiga como agentes microencapsulantes,
en la que por medio espectroscopia por la transformada de Fourier (FTIR) se

comprobd de forma cualitativa el rendimiento de microencapsulacion.

Finalmente, con el método de Kirby Bauer, se comprobd de forma in vitro que
con una concentracion de 100 miligramos sobre mililitros de microencapsulado
de aceite esencial de molle existe sensibilidad frente a Botrytis cinerea,

Cladosporium spp y Fusarium spp.

Palabras clave: Biotecnologia agricola, control bioldgico, actividad antifiingica,
microencapsulacion, metabolitos secundarios, aceites esenciales, hongos

fitopatogenos, molle



ABSTRACT

The molle is a tree of Andean origin that throughout history has been used for
medicinal, culinary, textile purposes, among others, also demonstrating strong
biological activity in the agricultural area for the control of pests in insects,
bacteria, and fungi since it has antimicrobial properties. This is why its essential
oil may be important for the development of a fungicide of biological and plant
origin, which serves to control several agricultural diseases caused by

phytopathogenic fungi.

In the present research project, the essential oil of molle was extracted by the
steam drag method, obtaining a yield of 2.8 percent, in addition to the
conservation of the essential oil, the microencapsulation method by spray drying
was used using of a mixture of polymers with maltodextrin and gum arabic as
microencapsulating agents, in which the microencapsulation performance was

qualitatively verified by means of Fourier transform spectroscopy (FTIR).

Finally, with the Kirby Bauer method, it was verified in vitro that with a
concentration of 100 milligrams per milliliters of microencapsulated molle
essential oil there is sensitivity to Botrytis cinerea, Cladosporium spp and

Fusarium spp.

Keywords: Agricultural biotechnology, biological control, antifungal activity,
microencapsulation, secondary metabolites, essential oils, phytopathogenic

fungi, molle



CAPITULO 1.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Schinus molle

1.1.1.1. Generalidades

Schinus molle también conocido como “molle” o “aguaribay” es un arbol
perennifolio de origen andino, que mide de 4 a 8 metros de altura, que puede
llegar hasta 15 metros, de la familia Anarcardiaceae, presente en zonas calidas
y/o templadas de las zonas altas de los Andes y cultivado de forma ornamental

(Llanos, 2012).

El molle posee raiz de tipo extendido y superficial, tronco color marrén
de madera dura con corteza rugosa, con ramas colgantes y flexibles, sus
hojas de forma imparipinnadas son de color verde y miden de 15 a 30 cm
de largo, sus frutos de color rosa se distribuyen racimos colgantes y brotan

en primavera y verano (Werdin et al., 2008).

1.1.1.2. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxonOmica de Schinus molle

Reino: Plantae

Phyllum: Spermatophyta
Subphyllum: Magnoliophytina

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidas
Orden: Sapindales
Familia: Anacardiaceae
Género: Schinus
Especie: Schinus molle L.

Fuentes: (Llanos, 2012)



1.1.1.3. Importancia

En el pais, especificamente en la Region Andina, estd conformada por una
variedad de microclimas lo que da lugar a una gran variedad de especies
vegetales, entre ellas las especies endémicas que son de gran importancia para
la agricultura y medicina dentro de la comunidad (Kramer, 1957). Dentro de las
plantas endémicas utilizadas de forma ancestral, el molle ha sido utilizado en la
zona andina peruana con fines medicinales, culinarios, textiles, entre otros. Sus
extractos y aceites han sido descritos para la utilizacion médica, demostrando
ademas una fuerte actividad biologica en el area agricola para el control de
plagas en insectos, bacterias y hongos ya que presenta propiedades

antimicrobianas. (Werdin et al., 2008).

1.1.2. Metabolitos secundarios en plantas

Las moléculas que no tienen relacion directa en el metabolismo primario
de la planta, se denominan metabolitos secundarios, los cuales se
relacionan con las interacciones entre el medio ambiente y las plantas, es
decir, esta relacionado con la resistencia de las plantas y son denominados
compuestos organicos de bajo peso molecular que son sintetizados

principalmente en fases de estrés (Morales & Sanchez, 2022).

1.1.2.1. Metabolitos secundarios en la produccion de

fitohormonas

Las fitohormonas son compuestos organicos que cumplen funciones
defensivas en la planta, ademdas por su composicidbn quimica son
encargadas de la adaptacion ambiental y regulaciéon de funciones
estructurales como el desarrollo y crecimiento, mediante una acciéon
estimulante o inhibitoria. Siendo los principales grupos las auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido abscisico, etileno, poliaminas, acido

salicilico, brasinoesteroides y jasmonato (Vazquez et al., 2018).

10
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Figura 1. Biosintesis de terpenos. Sintesis de IPP

1.1.3. Aceites esenciales

Por concepto los aceites esenciales son mezclas complejas de componentes
volatiles, resultado del metabolismo secundario de las plantas, compuestos
de hidrocarburos y compuestos oxigenados como alcoholes, fenoles y
aldehidos, los cuales dan las caracteristicas organolépticas a los aceites
esenciales. Los aceites esenciales se encuentran en estructuras secretoras
como hojas, céscaras, tallo y en el caso del género “Schinus” (conocidos

como pimenteros) en las células modificadas del parénquima (Santos,

2008).
1.1.3.1. Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas

Los aceites esenciales tienen propiedades perceptibles sensitivamente para
el ser humano, por su olor y color caracteristico dependiendo de la especie

y género de plantas. Ademas, debido a sus caracteristicas volatiles, son
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susceptibles a degradacion ambiental por presencia de luz, aire, calor,
alcalis y acidos fuertes, entre otros, generando &cido carbonico y
oligbmeros debido a su degradacion que puede ser oxidativa al contacto

con el ambiente (Santos, 2008).

1.1.3.2. Aceites esenciales para el control de plagas y

enfermedades

Desde la antigiiedad se ha descrito el efecto curativo de las plantas que contienen
aceites esenciales comunmente han sido utilizados en la medicina ancestral, sin
embargo, en la actualidad, por su actividad bioldgica ha sido utilizado en
diversas areas como: cosmética, medicina, agronomia, productos de limpieza,
alimentaria, aromatizante entre otras. En el area de la agronomia el uso de los
aceites esenciales ha sido utilizado para el control de enfermedades y plagas
desde la domesticacion de las plantas demostrando ser eficientes en cuanto a su
actividad y costo, en contraste al uso de fungicidas sintéticos, en los ultimos
afos debido a varias investigaciones se ha demostrado que pueden causar dafio
al ambiente y a la poblacion causando enfermedades y generacion de resistencia

de los hongos (Faggiani et al., 2015).

1.1.4. Aceite esencial de molle

La composicion del aceite esencial varia dependiendo de la parte de la
planta y en funcion al 6rgano, principalmente en el fruto y en las hojas,
ademads estd constituido de terpenos como: monoterpenos, triterpenos y
sesquiterpenos; taninos; y flavonoides (Lopez & Caso, 2015). Los frutos
contienen la mayor concentracion de aceites esenciales (5 %) y en las hojas
se encuentra la segunda mayor concentraciéon de aceite esencial (2 %),
compuesto principalmente por: f-mirceno (30,1 %), afelandreno (26,4 %),
B-pineno (13,5 %), a-pineno (11,9 %), limoneno (9,9 %) y B-felandreno
(5,7 %), entre otros compuestos (Bernhard et al., 1983).
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1.1.4.1.Terpenos

Los terpenos son metabolitos secundarios en la sintesis de metabolitos
primarios indispensables para el crecimiento y supervivencia en plantas,
principalmente fitohormonas como: giberelinas, citoquininas y &cido
abscisico (Vazquez et al., 2018). Los terpenos son indispensables para el
metabolismo de la planta, como el acido giberélico y por lo tanto cumple
la funcion de defensa contra patdogenos, ademas son responsables del sabor

y aroma de las plantas (Aguirre, 2020).

1.1.4.2. Taninos

Son compuestos organicos que le adquieren el sabor amargo a las plantas,
clasificado como un metabolito secundario fenolico no nitrogenado, que
pueden encontrarse principalmente en las raices y cortezas, ademas son
solubles en agua e insolubles en alcohol, acetona entre otros. Utilizados
por sus caracteristicas antimicrobianas, antisépticas, antioxidades, etc

(Arias et al., 2016).
1.1.4.3. Flavonoides

En el caso del molle en sus hojas contiene flavonoides como: quercetina,
rutina, quercitrina e isoquercitrina; que tienen propiedades

antinflamatorias, antioxidantes y antihistaminicas (Cuasés, 2018).

1.1.5. Extraccion de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales es el proceso en el que se obtienen los
compuestos aromaticos y volatiles de plantas, flores, frutos u hojas, entre otros.
Los aceites esenciales tienen la propiedad de ser altamente concentrados y
pueden ser extraidos mediante varios métodos como destilacion por arrastre de

vapor, prensado, extraccion con solventes, entre otros (Martinez, 2001).
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1.1.5.1. Métodos de extraccion

Destilacion al vapor: La destilacion por arrastre de vapor de agua
es el método mas convencional para la extraccion de aceites
esenciales, en este proceso se utiliza vapor saturado o
sobrecalentado a presion atmosférica, en donde el material vegetal
al tener contacto con el vapor se calienta y libera el aceite esencial
debido a su alta volatilidad, siendo arrastrado en corriente al
mezclarse, en el condensador la mezcla es enfriada hasta la
temperatura ambiente, la cual posteriormente es separada mediante
un florentino o un decantador dinamico (Rodriguez et al., 2019).
Extraccion con disolventes: Se utilizan disolventes quimicos para
disolver los aceites esenciales, para que el disolvente se evapore
hasta obtener la mayor concentracion de aceite esencial (Sierra et
al., 2018).

Maceracion: En este método el material vegetal se sumerge en un
tipo de aceite portador, como aceite de oliva, durante un periodo de
tiempo largo, hasta el que aceite portador adquiera los compuestos

aromaticos del material vegetal (Rodriguez et al., 2019).

1.1.6. Microencapsulacion

Para mejorar la estabilidad oxidativa y degenerativa de los aceites esenciales se
utiliza la técnica de microencapsulacion, el cual es un proceso en el que
pequefias particulas solidas o liquidas son recubiertas con una pelicula de
material polimérico evitando reacciones con el ambiente, manteniendo asi sus
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas funcionales, asi también, ayuda a
mejorar las propiedades de manejo de compuestos reactivos. El material que se
encuentra dentro de la microcipsula es denominado ntcleo, mientras que la

pared de recubrimiento se denomina capa o membrana (Bakry et al., 2016).

Por su parte, la microencapsulacion de fungicidas presenta ventajas como la

proteccion del componente activo, evitando su degradacioén y prolongando su

14



vida util, también mejora la adherencia del fungicida en superficies vegetales

permitiendo una mayor duracion de control y por ultimo ayuda a reducir la

toxicidad al contacto directo con humanos y animales, mejora el proceso e

liberacion controlada gracias a que su membrana se degrada gradualmente

(Gouin, 2004).

1.1.6.1. Técnicas de microencapsulacion

Secado por aspersion: Transforma el material de alimentacion rociandolo
en un medio de secado caliente, desde un estado fluido a una forma de
particulas secas. El secado por aspersion involucra la atomizacion (es un
proceso que rompe el liquido a granel en millones de gotas de aspersion
individuales) en un medio de secado, lo que resulta en la evaporacion del
disolvente y la formacion de particulas secas (Garg & Arora, 2011).
Coacervacion: Es una técnica donde se debe formar una capa homogénea
del polimero de cubierta alrededor del material del ntcleo, esto se logra
alterando propiedades fisicoquimicas como pH, temperatura o fuerza
ionica. El material nuclear se mezcla con los polimeros de cubierta
formando una solucion inmiscible para que se produzca un cambio de
fases por fuerza ionica, temperatura o pH, formando coacervados, es
decir pequeas gotas que contienen una rica fase en polimeros los cuales
rodean al material nuclear, formando las microcépsulas (Jun-xia et al.,
2011).

Recubrimiento en lecho fluidizado: Este método se basa en la
pulverizacion del material de cubierta sobre el ntcleo fluidizado
aplicando aire. Los métodos de recubrimiento en lecho fluidizado son
por pulverizacion superior, inferior y tangencial y depende de varios
parametros para que la eficiencia sea la deseada (Coronel & San
Martin, 2015).

Extrusion: Se utiliza para producir microcapsulas muy densas, pero de
un tamano considerablemente grandes, para ello, el material de pared

debe ser inmiscible para ser pasadas a través de boquillas concéntricas,
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permitiendo que el material de pared recubra el nucleo, para finalmente

ser enfriado y se produzca su solidificacion (Song et al., 2013).
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Figura 2. Técnicas de microencapsulacion: (a) secado por aspersion; (b)

revestimiento en lecho fluidizado; (¢) coacervacion; (d) extrusion.

Fuente: Food Frontiers, Volume: 2, Issue: 4, Pages: 426-442, First
published: 18 June 2021, DOI: (10.1002/1t2.94)

1.1.7. Analisis cualitativo de microencapsulacion

1.1.7.1. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de

Fourier (FTIR)
El andlisis infrarrojo de la transformada de Fourier (FTIR) ayuda a medir la
absorcion de radiacion infrarroja, por lo que los 4tomos y moléculas

presentan frecuencias especificas de las que dependen su composicion y

estructura quimica de una muestra, los resultados se presentan como espectro
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infrarrojo y basicamente la intensidad de absorcion infrarroja en funcion de

la frecuencia (Pinares et al., 2023).

1.1.8. Hongos fitopatogenos de interés agricola

En el control de enfermedades en plantas, los agentes bidticos que afectan a la
fisiologia y funcionamiento de la planta, hasta causar la muerte, son conocidos
como fitopatdgenos (bacterias, hongos, virus, fitoplasmas, nemdatodos, entre
otros), de los cuales los hongos fitopatogenos han originado millones de
pérdidas anuales debido al dafio ocasionado en los cultivos a través de
investigaciones descritos hacia varios anos (Bustamante, 1999). Los hongos
son pequefios organismos filamentosos o micelios que se reproducen a través de
esporas, ademas de ser distinguibles por su apariencia algodonosa frente a las
bacterias, sobreviven en ciclos agricolas como esclerocios, micelio,
clamidiosporas (Ejemplo: Botrytis cinerea) y esporas en tejido vegetal
diseminados a través del agua, viento, insectos y hospederos como animales o

maquinaria (Lastres, 2009).

1.1.8.1. Fusarium spp.

De la familia Nectriaceae, Fusarium es un fitopatdgeno que causa marchitez en
los cultivos por la enfermedad llamada fusariosis, el cudl aparece en cultivos con
problemas de drenaje, y que ademas son causados por una serie de sindromes de
infeccion vascular y para el cudl no existe algun control quimico ni bioldgico
(Duarte et al., 2016), por lo que, es uno de los fitopatdgenos con mayor
importancia en el Ecuador, ya que afecta a la exportacion del mercado agricola

nacional (Magdama et al., 2020).

En torno a su taxonomia es complicada al momento de definir la especie, por lo
que distintos autores consideran que existen entre 26 a 78 especies, ya que
debido a su variabilidad genética su clasificacion puede llegar a ser muy extensa

y por consecuencia, presenta una extensa capacidad de colonizacion en distintas
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plantas hospederas, acoplandose a diversas condiciones ya que sufren

mutaciones en un periodo corto de tiempo (Ochoa & Flores, 2012).

1.1.8.2. Botrytis cinerea

B. cinerea (familia Sclerotiniaceae) es un hongo patdogeno necréfito que causa
la llamada podredumbre gris, afectando a una gran cantidad de cultivos agricolas
atacando a tejidos blandos de frutas, flores y verduras, considerado uno de los
patégenos mas importantes causando pérdidas econdémicas masivas (Bi et al.,
2023). Ademas, debido a su facil adaptacion a condiciones ambientales, puede
ser capaz de infectar a 200 especies de plantas, afectando a diversas dreas como
hojas, tallos y frutos causando pudricion u posteriormente la muerte (Tudzynski

& Schulze, 2007).

Tabla 2. Taxonomia de B. cinerea

Reino Fungi

Clase Ascomycota
Subdivision Pezizomycota
Clase Leotimycetes
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Botrytis
Especie cinerea

Fuente: (Infante et al., 2009).

1.1.8.3. Cladosporium spp.

Y por ultimo, Cladosporium (familia: Davidiellaceae) el cual es un
hongo fitopatogeno de origen saprofito localizado en el agua, aire y en el suelo

que causan manchas foliares y otras lesiones causadas por cladosporiosis,
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acumulando fitotoxinas y disminuyendo el rendimiento de los cultivos agricolas

(Pérez & Sanchez, 2019).

El género Cladosporium se distribuye de forma comun en el ambiente,
encontrandose comunmente en todo tipo de plantas, desechos, aislados de
alimentos, suelo, pintura, entre otras materias vegetales. Asi mismo la
distribucion de los conidios de las especies de Cladosporium son el componente
mas comun en el aire, con relevancia también en el ambito clinico (Bensch et

al., 2012).

1.1.9. Evaluacion antifliingica in vitro

Uno de los métodos para la evaluacion antimicrobiana o antifiingica es el método
de difusion, el cudl es usado en extractos de plantas para obtener resultados de
forma cuantitativa, midiendo su efecto mediante la difusion en discos o pozos
descrito comunmente como el método de Kirby-Bauer, basandose en los halos
de inhibicion en la superficie de las placas in vitro con agar sembrado con el
microorganismo en relacidon entre la concentracion de la sustancia a estudiar

(Ramirez & Marin, 2009).

1.1.10. Uso de insumos agricola en Ecuador

1.1.10.1. Insumos utilizados en la agricultura

En el Ecuador segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos, (2016) a
través de la “Informacién Ambiental en la Agricultura 2016 se determiné que
en el afio 2016 apenas el 2,66 % de insumos utilizados por los agricultores son
de origen organico, los cudles han sido utilizados en la superficie sembrada.
Adicionalmente se dio a conocer que el 2,24 % de los agricultores han utilizado
fungicidas extremadamente peligrosos y el 21,28 % han utilizado fungicidas
moderadamente peligrosos en cultivos permanentes, mientras que el 3,42 % han
utilizado fungicidas extremadamente peligrosos y el 22,87 % han utilizado

fungicidas moderadamente peligrosos en cultivos transitorios a nivel nacional.
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1.1.10.2. Promocion y Produccion Organica-Ecologica-

Biolégica

Considerando que la provincia de Tungurahua es la principal productora
de productos de origen agricola en la zona centro norte del Ecuador,
principalmente papa, cebolla blanca, maiz suave, entre otros, segun
registros tomados en el 2022 (INEC, 2023), es indispensable la promocion
de formas de agricultura organica y ecoldgica que permitan desaparecer la
dependencia de insumos agricolas de origen inorganico que son

potencialmente peligrosos y un problema a nivel mundial.

Por lo que el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca a través de
Agrocalidad en consideracion con el articulo 281 sobre la soberania
alimentaria, de la Constitucion de la Republica, fortalece la introduccion
de tecnologias ecoldgicas y orgénicas en la produccion agropecuaria, el
desarrollo biotecnologico, asi como su experimentaciébn, uso y
comercializacién, como el caso de aceites vegetales consideradas dentro
de las sustancias de origen vegetal o animal para el control de plagas y

enfermedades (AGROCALIDAD, 2013).

1.1.11. Importancia del estudio

Por lo tanto, lo que se busca es el desarrollo de un fungicida de origen bioldgico

y vegetal, que pueda aplicarse en los cultivos para el control de varias

enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos, que ademas presente diversas

ventajas, como la liberacion controlada, su aplicacion sélida sobre la superficie

vegetal y que no cause toxicidad al ambiente y las personas.
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo General

- Evaluar la capacidad antifungica del aceite esencial microencapsulado

de Schinnus molle sobre hongos fitopatdégenos de interés agricola.

1.2.2. Objetivos Especificos

- Extraer aceite esencial de Schinnus molle por arrastre de vapor como

método convencional.

- Preparar microencapsulado de aceite esencial de Schinnus molle

mediante secado por aspersion.

- Determinar de forma in vitro la capacidad antifingica del
microencapsulado utilizando los siguientes hongos indicadores:

Botrytis cinerea, Cladosporium spp 'y Fusarium spp.
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CAPITULO 2.- METODOLOGIA
2.1. Materiales y Equipos
2.1.1. Equipos

e Molinillo triturador de hierro

e Balanza analitica Ohaus PA-313

e Autoclave

e Espectroscopio FTIR Perkin Elmer Spectrum Two
e Mini Spray Dryer

e (Cémara de flujo laminar

e Incubadora

e Microscopio

e VORTEX MIXER (LABNET)

e Refrigerador

e Micropipetas
2.1.2. Material fungible

e Asas de cultivo

e Pinzas

e Portaobjetos

e Espatula

e Puntas para micropipeta
e Vasos de precipitacion

e Matraces

e Probeta

e Mechero Bunsen

¢ (Guantes de examinacion
e Mascarillas

e C(ofias

e (Camara de Neubauer
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e Papel filtro

e Paquete de fundas Ziploc
e Tubos de ensayo

e (Gradillas

e Tubos eppendorf

2.1.3. Reactivos

e Agua destilada

e Maltodextrina

e (Goma arabiga

e Agar Papa Dextrosa (PDA)
e Solucion Tween 80

e FEtanol

e Solucién Salina PBS

e Mancozeb

2.2. Métodos

2.2.1. Extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor
2.2.1.1. Recoleccion del material vegetal

Las bayas de Schinus molle (molle) fueron entregadas por la empresa
BIOINNOVSA S.A, alrededor de 3 kg en total para posteriormente ser

acondicionados en los laboratorios de investigacion dentro de la misma empresa.

2.2.1.2.Acondicionamiento del material vegetal

Al seguir la metodologia planteada por Toro et al., (2020), para la extraccion
primero se acondiciond la materia prima, por ello, en el caso del molle se
recolecto su fruto, el cual contiene bayas de color rojo rosaceo en su etapa de
maduracién (Escobar, 2019), se elimind cualquier tipo de impurezas, como
descarte de hojas, tallos y bayas infectadas, y luego se tritur6 con un molino

manual de acero.
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2.2.1.3. Obtencion del aceite esencial por arrastre de vapor

Dentro de las instalaciones por la empresa BIOINNOVSA S.A, con ayuda del
equipo de destilacion (Marca HPC, de 3 kg/h de capacidad), como maquina de
extraccion de aceite esencial, se coloco 1 kg de la materia prima acondicionada

previamente, en un proceso de extraccion de aproximadamente 60 minutos.

Mediante arrastre de vapor se obtuvo una mezcla de fases entre el hidrolato y el
aceite esencial, por lo que la mezcla obtenida fue vertida en una pera de
decantacion y se dejo reposar hasta que se observo la separacion completa de las

fases y finalmente se recolecto el aceite esencial (Toro et al., 2020).

2.2.1.4. Rendimiento de aceite esencial

El rendimiento del aceite esencial se evalu6 mediante la expresion descrita por

(Quert et al., 2001), la cual se expresa de la siguiente forma:

p=21 100
M2

P = Rendimiento
M1 = Peso del aceite esencial (g)
M2 = Peso del material vegetal (g)
2.2.2. Microencapsulacion del aceite esencial por secado por
aspersion
2.2.2.1. Preparacion de emulsion

Se prepar6 una emulsion en la cual la fase acuosa estard formada por agua y una
mezcla de maldotextrina y goma ardbiga como agentes microencapsulantes en
proporcion 53,3 %y 26,7 % en porcentaje peso/peso, respectivamente, del 80 %
del total, en constante agitacion se adicionara el aceite esencial hasta obtener un
porcentaje de carga en las microcapsulas del 20 %, manteniendo la agitacion

durante todo el proceso (Bringas et al., 2011).
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2.2.2.2. Secado por aspersion con “Spray drying”

La microencapsulacion del aceite esencial de molle se realiz6 en las instalaciones
de la Universidad Técnica de Ambato — Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia — Unidad Operativas de Investigacion y Desarrollo

(UODIDE) en el equipo BUCHI MINI SPRAY DRYER.

La emulsion formada fue alimentada a un secador por aspersion en condiciones
como: Temperatura de entrada entre 160 °C ; temperatura de salida de 100 °C;
%Aspiracion de 100, bomba de 15 % (Lépez et al., 2014). Cuando la temperatura
es de 70 °C se desensambl6 el equipo y se colectaron las microcapsulas de la

camara (Reyes, 2021).
2.2.2.3. Analisis de espectrometria infrarroja (FTIR)

Se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja de la transformada de Fourier con
dispositivo de reflexion total atenuada, donde se compararon los espectros del
aceite esencial, con el del microencapsulado y el de la mezcla polimeros

utilizados, empleando un espectroscopio infrarrojo Perkin-Elmer spectrum two.

2.2.3. Evaluacion in vitro de la capacidad antifiingica del aceite
esencial de molle microencapsulado
Para la evaluacion in vitro de la capacidad antifungica del aceite esencial de molle

microencapsulado se sigui6 la metodologia descrita por (Guayasamin, 2016),

utilizando el método de Kirby-Bauer.
2.2.3.1. Material biologico fitopatogeno

Se utilizaron los inoculos de Botrytis cinerea, Cladosporium spp y Fusarium spp

caracterizados por la empresa BIOINNOVSA S.A.

2.2.3.2. Preparacion y siembra del inoculo

Primero se prepar6 la solucion de Tween 80 al 0,1 %, para ello, se tom6 1 ml de
la soluciéon de Tween 80 para ser colocada en 9 ml de una solucion salina PBS al
0,85 % para que la solucién se encuentre al 10 %, y después se tom6 1 ml de la
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primera disolucion y nuevamente se diluyod en la solucion salina PBS en 99 ml y

se obtiene la solucion de Tween 80 al 0,1%.

A continuacion, se tomaron los cultivos de 7 dias de incubacion con gran
desarrollo micelial de Botrytis cinerea, Cladosporium spp y Fusarium spp, se
agregaron 15 ml de la solucion de Tween 80 al 0.1 % a través de toda la caja
Petri, se sigui¢ agitando durante 4 minutos hasta tener la mayor cantidad de
conidios y esporas, y finalmente con la micropipeta se tomé 1 ml de la suspension

de esporas para trasvasar a un tubo de ensayo estéril hasta ser sembrado.

Para la siembra, primero se tomo 10 pl de la suspension y con ayuda de la cdmara
de Neubauer se establecié una concentracion de 1x10° conidios/ml de dilucion,
para luego asi, tomar 500 ul de la dilucion de conidios y fue vertido en una caja
Petri con medio PDA, donde fue distribuido con ayuda de un asa Drigalsky, y
después de 5 minutos se dividi6 la caja en 3 partes con un rotulador y se colocaron

los diferentes tratamientos con los controles.

2.2.3.3. Resuspension y colocacion de discos

Para ello, primero se realizd una resuspension de las microcapsulas con agua
estéril y se llevo a agitacion en un VORTEX MIXER marca LABNET. Después
se colocaron los tratamientos en discos de papel filtro de 6 mm de didmetro, a las
siguientes concentraciones C1:20, C2:50, C3:100 (mg/ml) del microencapsulado
y fue colocado en cada division discos con el control negativo (agua destilada) y
el control positivo (Mancozeb a 5 mg/ml). Se realiz6 por triplicado en cada cepa
con cada tratamiento y se llevo a incubacion con temperatura de 20 a 25 °Cy 80

% de humedad (Masaquiza, 2018).
2.2.3.4. Medicion de los halos de inhibicion

Se recogieron los datos de las mediciones de halos de inhibicion segun la
visualizacion de crecimiento en las cajas en incubacion. El didmetro medido fue
el traslacido formado alrededor de los discos en milimetros de acuerdo con la

escala de Duraffourd (Castillo & Ibarra, 2018) descrita en la Tabla 3 como:
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Tabla 3. Escala de sensibilidad segun Duraffourd

Inhibicion Simbolo Diametro (mm)
Altamente sensible +++ >20mm
Muy sensible ++ >14 - 20mm
Sensible + > 8mm < 14mm
Nula - < 8mm

Fuente: (Castillo & Ibarra, 2018)

2.2.3.5. Tratamientos experimentales

- Total Tratamientos: 27

Tabla 4. Tratamientos para Botrytis cinerea.

Concentracion de

aceite esencial Tratamiento Réplical Réplica2 Réplica3

microencapsulado
C1: 20 mg/ml BC1 BCIR1 BCIR2 BCIR3
C2: 50 mg/ml BC2 BC2R1 BC2R2 BC2R3
C3: 100 mg/ml BC3 BC3R1 BC3R2 BC3R3

Tabla 5. Tratamientos para Cladosporium spp.

Concentracion de

aceite esencial Tratamiento Réplical Réplica2 Réplica3
microencapsulado

C1: 20 mg/ml CC1 CCI1R1 CCI1R2 CCI1R3

C2: 50 mg/ml CcC2 CC2R1 CC2R2 CC2R3

C3: 100 mg/ml CC3 CC3R1 CC3R2 CC3R3
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Tabla 6. Tratamientos para Fusarium spp.

Concentracion de

aceite esencial Tratamiento Réplical Réplica2 Réplica3

microencapsulado
C1: 20 mg/ml FC1 FCIR1 FCI1R2 FCIR3
C2: 50 mg/ml FC2 FC2R1 FC2R2 FC2R3
C3: 100 mg/ml FC3 FC3R1 FC3R2 FC3R3

2.2.3.6. Diseiio Experimental

En esta investigacion se busca evaluar si existen diferencias significativas en los
halos de inhibicidn de los tratamientos en funcion del tipo de hongo fitopatdgeno
y la concentracion del aceite esencial microencapsulado, por lo que se realizé un
disefio factorial AxB con tres réplicas y dos controles (positivo y negativo), los
factores de estudio son: Tipo de hongo fitopatégeno (Botrytis cinerea,
Cladosporium spp y Fusarium spp); concentracion de microencapsulado (C1:20,
C2:50, C3:100 mg/ml). La variable respuesta son los halos de inhibicién de los
tratamientos en mm. El andlisis fue realizado en el software SPSS mediante la
prueba gratuita de 30 dias, aplicando un ANOVA y verificado la validez de los

tratamientos mediante una Prueba de DMS.
- Variables
- Variable Dependiente: Diametro de halo de inhibicion (mm).

- Variables Independientes: Concentracion de aceite esencial

microencapsulado y tipo de hongo fitopatdgeno.
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- Hipotesis

- Ho: No hay diferencias significativas en los didmetros de halos de inhibicion
entre los diferentes tipos de hongos fitopatogenos y la concentracion del

microencapsulado de aceite esencial de Schinus molle.

- Ha: Existe diferencias significativas en los didmetros de halos de inhibicion
entre los diferentes tipos de hongos fitopatogenos y la concentracion del

microencapsulado de aceite esencial de Schinus molle.
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CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de resultados

3.1.1. Extraccion del aceite esencial por arrastre de vapor

3.1.1.1.Acondicionamiento del material vegetal

Figura 3. Molinado de bayas de molle.

Las bayas de molle fueron acondicionadas primero mediante secado a sol
directo y molienda, ya que se necesita liberar los componentes bioactivos
presentes en el fruto y eliminar la mayor cantidad de humedad, ya que
como menciona (Grasso, 2013) al tratarse de un fruto que contiene
semillas oleaginosas, la mayor parte del aceite esencial presente se

encuentra organelos celulares llamados cuerpos lipidicos u oleosomas.

3.1.1.2. Obtencion de aceite esencial por arrastre de

vapor

Por medio de la técnica de arrastre de vapor se obtuvo como resultado en

la Tabla 7 el aceite esencial de observado y descrito a continuacion:
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Tabla 7. Resultados de obtencion de aceite esencial

Figura 4. Separacion Figura 5. Recoleccion de
liquido - liquido de aceite esencial

aceite esencial

Fuente: Autor

En la Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos de la extraccion de
aceite esencial de molle por arrastre de vapor en donde el material vegetal
no tuvo contacto directo con el agua utilizada para generar vapor,
permitiendo que el vapor se distribuya de forma uniforme por todo el
material vegetal, esto se da gracias a que los aceites esenciales con puntos
de ebullicion de hasta 300°C se evaporan a la temperatura de ebullicion del

agua (Cerutti & Neumayer, 2004).

Obteniendo finalmente una mezcla de aceite esencial y agua con
componentes hidrosolubles del fruto del molle (hidrolato), que fueron
arrastrados luego de la condensacion por el sistema de enfriamiento del
destilador, evitando asi la generacion de precipitados e impurezas no
deseadas en la recoleccion final del aceite esencial de molle (Casado,

2018).
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3.1.1.3.Rendimiento de aceite esencial

A partir de 1 kg de bayas de molle molidas se obtuvieron 25 ml de aceite
esencial, por lo que obtuvo un rendimiento del 2,8 % (P = 2,8 %). Sin
embargo, este rendimiento se encuentra fuera del rango descrito por
(Dikshit et al., 1986), ya que menciona que el rendimiento en frutos puede
contener hasta el 5 %, pero 2 % en hojas de molle, eso se puede deber a la
temporada en que fueron recolectados los frutos del molle (septiembre),
debido a que su mejor época para la recoleccion es noviembre (CONABIO
& CONAFOR, 2015), ademas de la influencia de la humedad que puede
variar en el rendimiento final, asi como su estado de madurez y los factores

ambientales en los que se encuentran.

Por otro lado, (Dellacassa, 2010) en su informe de normalizacion
menciona especificamente que para frutos maduros molidos como en el
caso de esta investigacion, por medio de la operacion extractiva de arrastre
con vapor, su rendimiento puede llegar a 1,6 % en porcentaje peso/peso
(w/w), por lo tanto en este caso estaria mucho mas alto que el rendimiento
mencionado anteriormente, que en contraste con el método de cohobacion
sumergida se obtienen rendimientos cercanos a los obtenidos, ya que es un
método de extraccion mucho mas eficiente al de arrastre de vapor

(Romero & Bistoni, 2011).

3.1.2. Microencapsulacion del aceite esencial por secado por
aspersion
3.1.2.1. Eficiencia cualitativa de microencapsulacion

A continuacion, en la Figura 6 se muestran los resultados del andlisis
infrarrojo por espectroscopia infrarroja de la transformada de Fourier
(FTIR) para todas las muestras estudiadas y la presencia de sus grupos

funcionales.
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D) Comparacion de los movimientos vibratorios de cada muestra

Figura 6. Espectros infrarrojos de la transformada de Fourier (FTIR) para
distintas muestras. A) Espectro de resonancia para la mezcla de polimeros
(goma arabiga + maltodextrina); B) Espectro de resonancia para el aceite
esencial de molle; C) Espectro de resonancia de microencapsulado de
aceite esencial de molle; D) Espectros de resonancia comparativos de
mezcla de polimeros (goma ardbiga + maltodextrina), aceite esencial de

molle y microencapsulado de aceite esencial de molle.
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Segun lo observado en la Figura 6 en la que se muestra los espectros infrarrojos

de la transformada de Fourier (FTIR), es decir los movimientos vibratorios para

distintas muestras, la figura que mas destaca en la cuantificacion cualitativa es la

Figura 6D donde muestra los picos representativos superpuestos de la mezcla de

polimeros (goma arabiga + maltodextrina), aceite esencial de molle y del

microencapsulado de aceite esencial, descritos ademas en la Tabla 8, observando

que los picos tanto de la mezcla de polimeros como del microencapsulado son

casi idénticas, esto se debe a que la pelicula protectora de las microcapsulas aislan

el nicleo que contiene el aceite esencial hasta que sea liberado (Silva et al.,

2014), comparado con los picos de espectro del aceite esencial que presentan

diferentes valores a lo observado en las microcéapsulas.

Tabla 8. Resultado de los valores de espectro infrarrojo para cada muestra

Valores de
espectro Valores de
Valores de
infrarrojo de la espectro
espectro
mezcla de infrarrojo de
%T infrarrojo del %T %T
polimeros microencapsulado
aceite esencial de
(goma arabiga de aceite esencial
molle
+ de molle
maltodextrina)
3297,93 cm’! 84,47 2958,13 cm’! 88,75 3310,00 cm’! 77,51
2936,11 cm™! 91,38 2926,41 cm™! 89,01 2923,08 cm’! 83,86
1730,95 cm’! 93,29 1594,48 cm™! 95,82 1611,66 cm’! 91,05
1370,10 cm! 89,13 1449,75 cm’! 92,43 1365,58 cm™ 84,95
1147,60 cm’ 82,70 1378,99 cm’! 93,74 1146,89 cm’! 79,61
1076,20 cm™! 75,80 989,50 cm’! 94,27 99427 cm™ 64,37
1012,09 cm™! 64,11 889,71 cm’! 86,35
559,86 cm™! 74,23 795,24 cm’! 92,93
728,03 cm’! 93,13
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En la Tabla 8 se muestran los resultados del andlisis infrarrojo FTIR para las
muestras de la mezcla de polimeros (goma arabiga + maltodextrina), aceite
esencial de molle y microencapsulado de aceite esencial de molle

respectivamente.

En concreto en la Figura 6B comparado ademas con la Tabla 8, muestra los picos
de los valores de los espectros para el aceite esencial de molle, donde se observa
que los picos mas destacables son a 2958,13 cm™ a 88,47 %T y 2926,41 cm™ a
89,01 %T, que se relacionan con los estiramientos de banda pertenecientes a los
enlaces C-H. Otros de los picos mds destacables se dan a 1449,75 cm™ a 92,43
%T, caracteristico del grupo de los &cidos carboxilicos (C = O) o CHz, mientras
que los picos de 1000 a 1170 cm™! representan los enlaces C — O. Por otro lado,
los picos correspondientes a la region de 3200 a 3400 cm™, caracteristicos de los
compuestos fenolicos por su grupo funcional O-H (Cardenas et al., 2021), los
cuales no fueron representativos en el espectro final, ya que segun (Paladino,
2008) su concentracion varia segun el ciclo vegetativo donde se encuentre, asi
también, en comparaciones de extraccion seguin diferentes partes de la planta de
Schinus molle, se menciona que en los frutos hay mas ausencia de fenoles a

comparacion de sus hojas (Mendoza, 2011).

En el caso de la mezcla de polimeros (goma arabiga + maltodextrina), visualizado
en la Figura 6A y la Tabla 8, los picos mas representativos corresponden a
3297,93 cm™ a 84,47 %T los cuales representan los enlaces de hidrogeno (O-H),
2936,11 cm™ a 91,38 correspondiente a estiramientos (C — H), 1730,95 cm™ a
93,29 %T correspondientes a estiramientos carboxilo (C = O), 1147,60 cm™ a
82,70 %T estiramiento de grupo amino (N - H), el estiramiento de pico a 1076,20
cm a 75,80 %T corresponde al estiramiento del grupo C-O y el tltimo pico a
559,86 cm™ a 74,23 %T corresponde a vibraciones en el grupo O-H o vibraciones

del anillo piranoides en el caso de la maltodextrina (Kang et al., 2019).

Los picos caracteristicos del microencapsulado de aceite esencial de molle en la
Figura 6C se encuentran dentro del rango de estiramiento descrito para la mezcla
de polimeros (Figura 6A) comparado ademads con los datos de la Tabla 8, es por

ello por lo que se resuelve en que hubo una microencapsulacion exitosa. Esto es
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mucho mas claro en la Figura 6D, donde las intensidades de los picos de
estiramiento de los grupos carbono-hidrogeno, hidroxilo y carboxilo del aceite
esencial de molle son mucho menos intensos que en el caso de los picos de
espectro del microencapsulado, mientras que picos de espectro a 1449,75 cm™ y
795,24 cm™! no fueron detectados en el espectro infrarrojo del microencapsulado,
por lo tanto, la condiciones para la microencapsulacion de aceite esencial de
molle y la mezcla de polimeros resultaron en la pulverizacion exitosa por secado

por aspersion.

3.1.3. Evaluacion in vitro de la capacidad antifingica del

aceite esencial de molle microencapsulado

Los resultados de inhibicion para cada microorganismo fitopatégeno fueron
determinados mediante la medicion de los halos translicidos observados en las
placas alrededor del disco con el tratamiento, siendo comparados con los
controles (positivo y negativo) como se muestra en la Figura 7, de los cuales se
determind su grado de inhibicion mediante la escala de sensibilidad segun

Duraffourd descrito en la Tabla 3.
3.1.3.1.Medicion de los halos de inhibicion

La Tabla 9 presenta las mediciones obtenidas de los halos de inhibicién para
Botrytis cinerea, considerando que para cada tratamiento y cada réplica se

midieron los diametros de inhibicidon de los controles positivo y negativo.

Tabla 9. Medicion del didmetro de inhibicion para Botrytis cinerea a diferentes

concentraciones de aceite esencial microencapsulado.

Tratamiento Réplica Tratamiento y réplica Halos de inhibicion (mm)

BCl1 1 BCIRI 6
1 C+ 28
1 C- 6
2 BCIR2 6
2 C+ 27
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2 C- 6
3 BCIR3 7
3 C+ 27
3 C- 6
BC2 1 BC2R1 6
1 C+ 24
1 C- 6
2 BC2R2 6
2 C+ 26
2 C- 6
3 BC2R3 7
3 C+ 29
3 C- 6
BC3 1 BC3R1 8
1 C+ 27
1 C- 6
2 BC3R2 8
2 C+ 26
2 C- 6
3 BC3R3 9
3 C+ 28
3 C- 6

Fuente: Autor
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Figura 7. Resultado de actividad antifingica de aceite esencial

microencapsulado a 100 mg/ml frente a Botrytis cinerea.

La actividad antifingica del microencapsulado de aceite esencial de Schinus
molle sobre Botrytis cinerea demostro a través de los diferentes tratamientos que
fueron aplicados (20 mg/ml, 50 mg/ml y 100 mg/ml), el que tuvo resultados mas
significativos fue el tratamiento a 100 mg/ml de microencapsulado, que en
promedio tuvo 8,33 mm de inhibicidn a las 48 horas, es decir, es sensible (+) al
microencapsulado como se muestra en la Figura 7, sin embargo, los otros
tratamientos no tuvieron resultados significativos, mostrando nula inhibicion (-)

para Botrytis cinerea.

Estos resultados son contrastados con los obtenidos por (A. Santos et al., 2010)
donde menciona que a mayor concentracion de aceite esencial existe mayor
inhibicion, para el caso de Botrytis cinérea, diluciones superiores al 25 %
presentan inhibicién al crecimiento, pero teniendo en cuenta que el aceite
esencial fue microencapsulado con una carga del 20 % de aceite esencial,
tenemos que en la concentracion mas alta de aceite esencial de microencapsulado
existen 20 mg/ml de aceite esencial efectivo, por lo tanto, su poca sensibilidad
frente a Botrytis cinerea se debe a este motivo. Asimismo, al tomar en cuenta el
tiempo en donde se visualizd crecimiento (48 horas), es decir su fase de

crecimiento exponencial en la que la esporulaciéon va en aumento y se puede
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visualizar la presencia de conidios (Miclea et al., 2012), el aceite esencial inhibe
a Botrytis cinerea alterando la morfologia y las estructuras de las hifas fingicas,
debido a sus componentes volatiles como terpenos los cuales interfieren en la
membrana celular de los hongos, induciendo a la ruptura celular y por lo tanto su

crecimiento (Elshafie et al., 2016).

La Tabla 10 presenta las mediciones obtenidas de los halos de inhibicion para
Cladosporium spp, considerando para cada tratamiento y réplica los didmetros

de inhibicion de los controles positivo y negativo.

Tabla 10. Medicion del didmetro de inhibicion para Cladosporium spp. a

diferentes concentraciones de aceite esencial microencapsulado.

Tratamiento Réplica Tratamiento y réplica Halos de inhibicion (mm)

CC1 1 CCI1R1 6
1 C+ 27
1 C- 6
2 CC1R2 7
2 C+ 29
2 C- 6
3 CC1R3 6
3 C+ 29
3 C- 6

CC2 1 CC2R1 6
1 C+ 24
1 C- 6
2 CC2R2 7
2 C+ 28
2 C- 6
3 CC2R3 6
3 C+ 26
3 C- 6

CC3 1 CC3R1 8
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1 C- 6
2 CC3R2 10
2 C+ 28
2 C- 6
3 CC3R3 8
3 C+ 27
3 C- 6

Fuente: Autor

C3

Figura 8. Resultado de actividad antifungica de aceite esencial

microencapsulado a 100 mg/ml frente a Cladosporium spp

La actividad antifingica del microencapsulado de aceite esencial de Schinus
molle sobre Cladosporium spp. demostré que la mayor concentracion de (100
mg/ml) fue donde se visualiza mayor inhibicion, ya que en promedio el didmetro
de halo de inhibicion fue de 8,66 mm, es decir es sensible (+) al
microencapsulado como se muestra en la Figura 8, sin embargo, para los demas
tratamientos (20 y 50 mg/ml) no hubo inhibicion significativa a simple vista, es

decir hay una nula (-) respuesta frente a Cladosporium spp.

En cuanto a Cladosporium spp. en la investigacion realizada por (De la Rosa,
2016) muestra que a partir de las 1000 ppm (1 mg/ml) de aceite esencial de molle

hubo inhibicion pero con el método de dilucion en agar, observando menos
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crecimiento en su evaluacidon in vitro, pero en este caso el aceite esencial
microencapsulado de molle tuvo una respuesta inhibitoria mucho mas baja a la
de la investigacion mencionada, debido a la carga de aceite esencial en las
microcapsulas (20 %). Ahora bien, en otras investigaciones realizadas con
extractos de molle a diferentes disolventes, (Zahari et al., 2014) menciona que
existe de igual forma una inhibicion significante, debido a que ademas de la
presencia de terpenos entre sus componentes bioactivos, la presencia de fenoles

ayuda a su capacidad antimicrobiana.

En conjunto los componentes bioactivos presentes en el aceite esencial,
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos tienen gran actividad frente a
varias especies del género Cladosporium (Pérez & Sanchez, 2019),
considerando ademas que, la liberacion del microencapsulado y con una mayor
concentracion puede llegar a tener mejor eficiencia de inhibicion al interferir en
el mantenimiento de la membrana celular para el hongo fitopatdgeno

mencionado.

Por ultimo, la Tabla 11 presenta las mediciones obtenidas de los halos de
inhibicion para Fusarium spp, considerando para cada tratamiento y réplica los

didmetros de inhibicion de los controles positivo y negativo.

Tabla 11. Medicion del diametro de inhibicion para Fusarium spp. a diferentes

concentraciones de aceite esencial microencapsulado.

Tratamiento Réplica Tratamiento y réplica Halos de inhibicion (mm)

FC1 1 FC1R1 6
1 C+ 29
1 C- 6
2 FC1R2 7
2 C+ 32
2 C- 6
3 FC1R3 6
3 C+ 26
3 C- 6
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FC2 1 FC2R1 6
1 C+ 25
1 C- 6
2 FC2R2 7
2 C+ 27
2 C- 6
3 FC2R3 7
3 C+ 29
3 C- 6
FC3 1 FC3R1 9
1 C+ 26
1 C- 6
2 FC3R2 8
2 C+ 30
2 C- 6
3 FC3R3 8
3 C+ 27
3 C- 6

Fuente: Autor

Figura 9. Resultado de actividad antifungica de aceite esencial

microencapsulado a 100 mg/ml frente a Fusarium spp.
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La actividad antifingica del microencapsulado de aceite esencial de Schinus
molle sobre Fusarium spp. demostrd que la mayor concentracioén de (100 mg/ml)
fue donde se visualiza mayor inhibicion, ya que en promedio el didmetro de halo
de inhibicion fue de 8,33 mm, es decir es sensible (+) al microencapsulado como
se muestra en la Figura 9, sin embargo, para los demas tratamientos (20 y 50
mg/ml) no hubo inhibicion significativa a simple vista, es decir hay una nula (-)

respuesta frente a Fusarium spp.

En relacion a lo que menciona (Moutassem et al., 2019) sobre la evaluacion
antimicrobiana frente a diferentes especies de Fusarium al demostrar la actividad
antimicrobiana, encontr6 que el aceite esencial de molle a una concentracion de
5 ul/ml existe un potente poder de inhibicion el crecimiento micelial,
esporulacion y germinacion de las esporas, ya que en su investigacion determind
el crecimiento radial, reduciendo ademas el marchitamiento en plantulas, debido
a que el aceite esencial afectan a las células microbianas mediante diversos
mecanismos, como el ataque la membrana celular, destruccion de los sistemas
enzimaticos, comprometer el material genético, entre otros. Al ser contrastado
con lo obtenido se puede inferir igual que en los anteriores casos, por la carga del
microencapsulado no tuvo los mismos resultados, ya que como se muestra en la
Tabla 11 a mayor concentracion (100 mg/ml) hubo mayor inhibicién, pero no tan
significativa. Ademas de la técnica de evaluacion antifungica, entre otros factores
externos de la investigacion y el tipo de hongo (el cual no ha sido totalmente
caracterizado) influye en el resultado final, mas, sin embargo, mientras haya

mayor carga de aceite esencial existird mayor inhibicion.

Las medias marginales estimadas del diametro de halo de inhibicion presentados
en la Tabla 12 y la Figura 10 muestran la incidencia e interseccion que puede
llegar a tener las diferentes concentraciones de microencapsulado para cada tipo

de hongo fitopatogeno, presentado a continuacion:
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Tabla 12. Medias marginales para la concentracion del aceite esencial

microencapsulado

Variable dependiente: Didmetro de halo de inhibicion (mm)

Concentracion del aceite Media Desv. Intervalo de confianza al 95
esencial Error %
microencapsulado Limite Limite
inferior superior
20 mg/ml 6,444 222 5,978 6,911
50 mg/ml 6,444 ,222 5,978 6,911
100 mg/ml 8,444 ,222 7,978 8911

Para la Tabla 12 muestra las medias marginales del didmetro de halo de inhibicion
para las diferentes concentraciones del aceite esencial microencapsulado, en este
caso no se tomo en cuenta el tipo de hongo fitopatogeno ya que en promedio sus
valores no son significativos para la investigacion. Teniendo en cuenta lo
mencionado anteriormente se puede observar que las medias no son
significativas excepto para 100 mg/ml (la mas alta), donde ademas sus valores
de intervalo no son tan alejados y no existe una alta desviacion en cada uno de

los casos.

Graficamente se puede visualizar en la Figura 10 y 11, en torno al diametro de

halo de inhibicion y los factores de estudio.
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Figura 10. Comparacion de medias marginales estimadas de los

diametros de los halos de inhibicion para cada hongo fitopatdogeno en

torno a la concentracion del microencapsulado de aceite esencial de

molle.

A través de la Figura 10 se puede apreciar que la mejor concentracion del aceite

esencial microencapsulado en cuanto al tipo de hongo fitopatdgeno en torno a las

medias marginales de los diametros de halo de inhibicion (mm). A 100 mg/ml de

concentracion del aceite esencial microencapsulado demuestra que es la mejor

concentracion que presenta inhibicion, sin diferencia significativa en torno a los

tipos hongos fitopatdgenos. No se observa interseccion entre las diferentes

concentraciones y el tipo de hongo.
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Figura 11. Comparacién de medias marginales estimadas de los

diametros de los halos de inhibicion en torno a cada hongo fitopatégeno.

A través de la Figura 11 se puede identificar las medias marginales en torno a los
diametros de halo de inhibicion para cada tipo de hongo fitopatdogeno, mostrando
que no existe diferencia significativa segun el tipo de hongo fitopatégeno, por lo

que no representa un factor importante en la inhibicion.

Por otra parte, en la Figura 12 a través del diagrama de cajas simple que muestra
la distribuciéon de cuartiles en torno a la concentracion del aceite esencial
microencapsulado en torno a la distribucion del diametro de halo de inhibicion,

presentado a continuacion.

47



10,00

9,00

8,00

7,00

Diametro de halo de inhibicion (mm)

6,00

20 mag/mi 50 mg/mi 100 mg/ml

Concentracion del aceite esencial microencapsulado

Figura 12. Diagrama de cajas simple representando el diametro de halo
de inhibicion y la concentracion del aceite esencial microencapsulado sin

controles

En la Figura 12 se puede evidenciar por medio del diagrama de cajas que la mejor
inhibicion se da a 100 mg/ml de concentracion del aceite esencial
microencapsulado y las concentraciones mas bajas se mantienen en un rango de
6 a 7 mm siendo poco representativo. La concentraciéon a 100 mg/ml ademas

tiende a incrementar durante las réplicas realizadas.

En contraste lo que se muestra en la Figura 13 en el diagrama de cajas simple
muestra la distribucion de cuartiles en torno a la concentracion del aceite esencial
microencapsulado en torno a la distribucion del didmetro de halo de inhibicion,
pero teniendo en cuenta los controles (positivo y negativo) para evidenciar de
mejor manera el efecto frente a un producto comercial como es el control

positivo.
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Figura 13. Diagrama de cajas simple representando el didmetro de halo
de inhibicidn y la concentracion del aceite esencial microencapsulado con

controles

En la Figura 13 se puede apreciar que al tomar en cuenta los controles testigo,
que el control positivo muestra una diferencia significativa en torno a todas las
concentraciones de aceite esencial microencapsulado, mostrando ademés que no
existe una diferencia significativa entre los tratamientos y el control negativo,
demostrando la alta efectividad del fungicida comercial que presenta cuartiles de

alto valor.

Debido a que el control positivo utilizado fue mancozeb, que a nivel comercial
se lo vende como “Poncho de aguas” a un bajo costo y se trata de un producto de
contacto, que en conjunto con otros fungicidas como cymoxanil, el cual es un
fungicida sistémico, inhibe el sistema respiratorio de los hongos y la sintesis de
ergosterol en la membrana celular (Agrosad, 2020), es por ello que su efectividad
como se muestra en la Figura 13 es mucho mas alta a las concentraciones de

microencapsulado.

Para el caso de la Tabla 13 la prueba de igualdad evalud la igualdad de varianzas
y por lo tanto describe de mejor manera la conclusion de la hipotesis nula en

torno a todos los tratamientos mostrados.
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Tabla 13. Prueba de igualdad de Levene de varianzas de error a,b

Estadistico
de Levene gl1 gl2 Sig.
Se basa en la media 0,235 8 18 0,978
Diametro de Se basa en la mediana 0,111 8 18 0,998
halo de Se basa en la mediana
inhibicién (mm) Y ¢on gl ajustado 0111 8 18 0,998
Se basa en la media
recortada 0,224 8 18 0,982

Prueba la hipdtesis nula de que la varianza de error de la variable dependiente es
igual entre grupos.

a. Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicion (mm).

b. Disefio: Interseccion + hongo + concentracionMc + hongo * concentracionMc

En cuanto a la prueba de igualdad descrita en la Tabla 13, lo que indica la
significancia de 0,978 basada en la media, la cual es mayor a 0,05 que representa
al nivel de confianza (95 % de intervalo de confianza), es que se rechaza la
hipotesis alternativa y se aprueba la hipotesis nula. Por consecuencia segun la
prueba de igualdad de Levene, no hay diferencias significativas en los diametros
de halos de inhibicion entre los diferentes tipos de hongos fitopatogenos y la

concentracion del microencapsulado de aceite esencial de Schinus molle.

La Tabla 14 se muestra el analisis de varianzas, teniendo en cuenta el modelo, la
interseccion de datos y cada una de las variables, es decir a todos los efectos del

modelo.

Tabla 14. Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicion (mm)

Medi Parametr
Tipo 111 de a 0 de no Potencia
suma de cuadr centralida observad
Origen cuadrados gl atica F Sig. d aP
Modelo 8,61
corregido 28,0742 8 3,509 4 0,000 68,909 1,000
338
1379, 6,27
Interseccion 1379,593 1 593 3 0,000 3386,273 1,000
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0,36

hongo 0,296 2 0,148 4 0,700 0,727 0,099
concentracio 13,37 32,8

nMc 26,741 2 0 18 0,000 65,636 1,000
hongo *

concentracio 0,63

nMc 1,037 4 0,259 6 0,643 2,545 0,171
Error 7,333 18 0,407

Total 1415,000 27

Total

corregido 35,407 26

a. R al cuadrado =,793 (R al cuadrado ajustada =,701)
b. Se ha calculado utilizando alpha = ,05

Por otra parte, la Tabla 14 describe las pruebas de efectos inter-sujetos, en donde
a partir de la significancia primero del modelo que al ser de 0,000 y una potencia
mayor a 0,793, el modelo es significativo al ser menor a 0,05 (intervalo de
confianza), al igual que la interaccion y la concentracion del microencapsulado
de aceite esencial de molle. Por otra parte, en el caso del tipo de hongo
fitopatogeno presento una significancia mayor a 0,05 y potencia menor a 0,793,
ademés del tipo de hongo fitopatdgeno con la concentracion del

microencapsulado de aceite esencial de molle que no present6 significancia.

Finalmente, en la Tabla 15 se realiz6 una prueba post hoc de comparacion
multiple para estimar las diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones del aceite esencial microencapsulado, realizando una prueba
DMS (Diferencia Menos Significativa) la cual es una prueba post hoc utilizados
en disefios balanceados y no balanceados, entro grupos donde existe diferente

cantidad de datos para cada tratamiento (Pelaez, 2021).
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Tabla 15. Comparaciones multiples

Variable dependiente: Diametro de halo de inhibicién (mm)

DMS
Intervalo de
confianza al 95
(I) Concentracion (J) Concentracion Diferencia %
del aceite esencial del aceite esencial de medias Desv. Limite Limite
microencapsulado microencapsulado d-J Error Sig. inferior superior
20 mg/ml 50 mg/ml ,00 ,314 1,000 -,66 ,66
100 mg/ml 2,00 314 <001 -2,66  -1,34
50 mg/ml 20 mg/ml ,00  ,314 1,000 -,66 ,66
100 mg/ml -2,00° 314 <,001 -2,66 -1,34
100 mg/ml 20 mg/ml 2,00°  ,314 <,001 1,34 2,66
50 mg/ml 2,00 314 <001 1,34 2,66
"Se basa en las medias observadas. El término de error es la media cuadratica
(Error) = ,407."

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel ,05.

Mostrando que, en torno a lo obtenido, la comparacién muestra que no existe
diferencia en el uso de concentraciones de microencapsulado de 20 mg/ml y 50

mg/ml y solo existe diferencia al utilizar la concentracion més alta (100 mg/ml).
3.2. Verificacion de hipotesis

Ho > 0,05 Se acepta la hipotesis nula, se concluye en que no hay diferencias
significativas en los diametros de halos de inhibicion entre los diferentes tipos de
hongos fitopatogenos y la concentracion del microencapsulado de aceite esencial

de Schinus molle.

Ha # 0 Se rechaza la hipotesis alternativa.
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CAPITULO 4.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se evalu¢ la capacidad antifungica del aceite esencial microencapsulado
de Schinus molle sobre hongos fitopatogenos de interés agricola,
mediante la medicion de los didametros del halo de inhibicion formados
alrededor de los discos con los diferentes tratamientos, presentando que
el mejor resultado fue utilizando 100 mg/ml de aceite esencial
microencapsulado, sin evidente incidencia con el tipo de hongo
fitopatdgeno.

Se extrajo aceite esencial de Schinus molle por arrastre de vapor como
método convencional, obteniendo un rendimiento de 2,8 %, siendo

Optimo segun la matriz utilizada y el tipo de método.

Se realizo6 la microencapsulacion de aceite esencial de Schinus molle mediante
secado por aspersion, obteniendo mediante el analisis de espectroscopia
infrarroja por la transformada de Fourier (FTIR) que es ttil para la proteccion
y conservacion de los principales componentes bioactivos volatiles del aceite
esencial, gracias a la cobertura formada por la mezcla de polimeros de

maltodextrina y goma arabiga.

Se determino de forma in vitro la capacidad antifingica del microencapsulado
utilizando los siguientes hongos indicadores: Botrytis cinerea, Cladosporium
spp y Fusarium spp, a diferentes concentraciones en las cuales se determin6
que ha mayor concentracion de microencapsulado, existe mayor inhibicién,
concluyendo que con 100 mg/ml de aceite esencial microencapsulado de
Schinus molle existe poca sensibilidad frente a los hongos indicadores
previamente mencionados y que el control positivo tiene mucha mas

sensibilidad frente a hongos fitopatégenos.
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4.2. Recomendaciones

e Realizar investigaciones del efecto antifingico frente a otros hongos
fitopatdgenos, aumentando la concentracion de microcépsulas, debido a
que, por la carga de este, su efecto es bastante bajo a lo esperado.

e Ampliar la investigacion sobre otros métodos de extraccion de aceite
esencial y comprobar el mejor rendimiento para Schinus molle.

e Experimentar con diferentes cubiertas de microcapsulas para Schinus
molle a diferentes condiciones, para evaluar el mejor rendimiento de

microencapsulacion.
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Anexos

Anexo 1. Extraccion de aceite esencial de Schinus molle

Acondicionamiento del material

vegetal

Extraccion de aceite esencial por

arrastre de vapor

Anexo 2. Preparacion de emulsion para microencapsulacion
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Mezcla de polimeros y aceite esencial

Anexo 3. Proceso de microencapsulacion

Secador por aspersion Comienzo de microencapsulacion

Anexo 4. Recoleccion de microcépsulas
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Resultado final de la

microencapsulacion

Recoleccion de microcapsulas.

Anexo 5. Andlisis infrarrojo FTIR

r"-'-"
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Espectroscopio infrarrojo por la

transformada de Fourier

Analisis de datos infrarrojos

Anexo 6. Muestras de hongos fitopatogenos

Botrytis cinerea

Fusarium spp

Cladosporium spp

Anexo 7. Preparacion de indculos

Dilucion de Botrytis

cinerea.

Dilucion de

Fusarium spp.

Dilucion de

Cladosporium spp.
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Anexo 8. Preparacion de tratamientos

CI1:20 C2: 50 mg/ml C3: 100 C+: 5 mg/ml

mg/ml mg/ml
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