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RESUMEN EJECUTIVO

Actualmente, la biotecnologia busca alternativas que sustituyan a los fungicidas comerciales en el
control de patdgenos como Botrytis cinerea, responsable de aproximadamente el 10 por ciento de
pérdidas anuales en cultivos. La investigacion sobre el uso de residuos vegetales, cuyos metabolitos
cumplan con este proposito sin causar dafios al medio ambiente ni a los humanos han emergido como
areas centrales de estudio. Tal es el caso del bagazo de cafia de azicar, rico en polifenoles con actividad

antifiingica, siendo capaz de utilizarse a futuro dentro de los campos como agente controlador de plagas.

Para la obtencion del extracto rico en polifenoles se usod el método de extraccion por disolventes
organicos utilizando etanol a 30, 50 y 70 por ciento evaluado a 30, 45 y 60 minutos en una relacion 1:20
material vegetal:disolvente . Posterior a esto se realizo la prueba de Folin para medir la concentraciéon
de polifenoles totales siendo el mejor tratamiento 50 por ciento a 30 minutos para 63 gramos GAE. A
continuacion, se realizd la microencapsulacion del concentrado a una relacion 20:80 usando
maltodextrina, mediante la técnica de secado por aspersion y se evaluo su eficiencia mediante FTIR.
Finalmente se evalu6 la actividad antifingica in vitro a 10, 30 y 50 por ciento de microencapsulado a
manera de antibiograma obteniendo un mayor porcentaje de inhibicion al 50 por ciento de

microencapsulado del promedio total de los 8 dias del ensayo.

Palabras clave: Bagazo de cafia de azucar, residuo agroindustrial, actividad antifingica, secado por

aspersion, fitopatdégeno.
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ABSTRACT

Currently, biotechnology is looking for alternatives to replace commercial fungicides in the control of
pathogens such as Botrytis cinerea, responsible for approximately 10% of annual crop losses. Research
on the use of plant residues, whose metabolites fulfill this purpose without causing harm to the
environment or humans, have emerged as central areas of study. Such is the case of sugarcane bagasse,
rich in polyphenols with antifungal activity, being capable of being used in the future within the fields

as a pest control agent.

To obtain the extract rich in polyphenols, the organic solvent extraction method was used using ethanol
at 30, 50 and 70 percent evaluated at 30, 45 and 60 minutes in a 1:20 plant material:solvent ratio. After
this, the Folin test was performed to measure the concentration of total polyphenols, the best treatment
being 50 percent at 30 minutes for 63 g/GAE. Next, microencapsulation of the concentrate was carried
out at a 20:80 ratio using maltodextrin, using the spray drying technique, and its efficiency was
evaluated using FTIR. Finally, the in vitro antifungal activity was evaluated at 10, 30 and 50percent
microencapsulation as an antibiogram, obtaining a higher percentage of inhibition at 50 percent

microencapsulation than the total average of the 8 days of the trial.

Keywords: Sugarcane bagasse, agroindustrial waste, antifungal activity, spray drying, phytopathogen,

B. cinerea.
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CAPITULO1

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion

En la actualidad, se ha evidenciado el aumento de investigaciones que permitan desarrollar
controladores bioldgicos, centrados en la mitigacion de patdgenos en cultivos agricolas. Dentro de este
grupo se encuentran los fitoquimicos, que pueden ser obtenidos a partir de residuos vegetales, mismos
que causan un gran porcentaje de efectos negativos al medio ambiente ya que genera gases de efecto
invernadero y contaminacion del suelo debido a su largo periodo de descomposicion (Moreno et al.,

2023).

Este es el caso de la cafia de azlcar (Saccharum officinarum L), que a nivel mundial produce 1,700
millones de toneladas al afio, de las cuales aproximadamente 600 millones toneladas son residuos
(Lagos-Burbano & Castro-Rincon, 2019). Dentro del Ecuador la Coordinacién General de
Informacién Nacional Agropecuaria (2021) establece que se produce un estimado de 6°460.032 T/afio
de cafia de azucar utilizados para la elaboracion de subproductos de interés alimenticio provocando un

equivalente al 42% de residuos de la cosecha total.

El bagazo, residuo de esta planta, es considerado rico algunos tipos de polifenoles, de los cuales se
conoce los flavonoides, antocianinas y taninos, mismos que han demostrado poseer actividad
antifingica frente a multiples fitopatdogenos como Botrytis cinérea (Vidal, 2018). Este hongo genera
pudricién de tejidos blandos en al menos el 10% de las mas de 200 especies que infecta; incluyendo
frutales, hortalizas, vifia y plantas ornamentales generadas dentro de la region Andina (Belesansky et

al., 2019).

Es asi como la extraccion de metabolitos secundarios de origen fenolico a concentraciones Optimas
permitiria reducir el impacto de este microorganismo. Sin embargo, los polifenoles debido a la
sensibilidad propia de su estructura tienden a degradarse facilmente frente condiciones ambientales

como luz, humedad y temperatura. Por ello la microencapsulacion mediante técnicas como el secado



por aspersion resulta ser favorecedor en el control de su estabilidad, prologando su vida 1til y facilitando

asi también el estudio en su dosificacion como tratamiento fitoquimico (Luna et al., 2017).

1.1.2. Residuos vegetales

Los residuos vegetales son aquellos desechos generados a partir de las plantas tras su cosecha y
procesamiento. Segin su origen se clasifican en tres principales tipos: agricola, vinculado a la
produccion de alimentos; forestal, producto del uso de maderas como troncos, ramas, hojas; y
finalmente, industriales, resultado de procesos fabriles (Gomis Valero, 2022). Segiin la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO), un tercio de los residuos organicos
totales, terminan convirtiéndose en contaminantes propios de la industria alimentaria y agricola

(Gustavsson & Cederberg, 2012).

Estos despojos se generan principalmente en paises de desarrollo donde la agricultura y pérdidas
postcosecha constituyen un porcentaje representativo del total de pérdida y desperdicio de alimentos
(FAO, 2019). Es asi como el manejo adecuado de los desperdicios se convierte en un tema de interés
fundamental para la biotecnologia, misma que permite mitigar los impactos ambientales y fomentar la
fabricacion de insumos como recursos valiosos, productos quimicos renovables, biocombustibles y

fertilizantes organicos (Putra et al., 2022).

1.1.3. Caifia de azucar

1.1.3.1. Generalidades

La cafa de azucar (Saccharum officinarum L), es una graminea tropical originaria de Nueva Guinea
llevada hacia la India y regiones Orientales, que posteriormente se introdujo en Africa, Europa y
América (Dinesh Babu et al., 2022). De acuerdo a su metabolismo esta se encuentra dentro de la
clasificacion C4 con capacidad de adaptabilidad a las condiciones ambientales en las que se desarrolla,

alto rendimiento en la conservacion de agua y resistencia elevada a la radiacion solar (Villacis, 2016).

Esta planta monocotiledonea en etapa de madurez puede llegar a medir hasta 5 metros de altura con un
tallo de aspecto robusto, erguido y nudos en donde se almacenan altas concentraciones de sacarosa
(Rivera, 2010). Su estructura tiene una seccion aérea con hojas, inflorescencias, semillas y una seccion
subterranea de raices y rizosomas (Marasca et al., 2015). Por otro lado, se considera su proceso de
fotosintesis como altamente eficaz, debido a que convierte la mayor cantidad de energia solar que recibe

en energia quimica (Lagos-Burbano & Castro-Rincén, 2019).



Figura 1. Plantacion de cafia de azicar

Nota. La imagen muestra la cosecha del programa de variedades de un plantio de cafia de azucar de

aproximadamente 5 metros de altura. Tomada de CINAE (2020).

1.1.3.2. Taxonomia

La cafia de azlicar, o también llamada cafa dulce, pertenece a la familia de las Poaceae con alrededor
de 12.000 especies en 780 géneros. Esta especie (Tabla 1) es usada principalmente en la produccion de
azacar, etanol y biocombustible, mostrandose asi las caracteristicas principales de la clasificacion

taxonomica en la tabla siguiente:

Tabla 1.

Taxonomia de S. officinarum L

Categoria taxonémica

Reino Plantae

Clase Liopsida

Orden Poales

Familia Poaceae

Género Saccharum

Especie Saccharum officinarum L

Nota. Tomada de Mercado (2020).



1.1.4. Residuo de la cafia de azUcar

1.1.4.1. Generalidades

La cafia de azucar, tras ser utilizado en las diversas industrias produce una serie de desechos tales como
las puntas, hojas y tallos (Triana-Hernandez et al., 2014). Por lo general, el procesamiento de esta
planta involucra la trituracion del tejido vegetal con el fin de extraer su jugo, dando como resultado al
residuo fibroso denominado "bagazo" (Loh et al., 2013). A nivel mundial se estima que se produce un
total 600 millones de toneladas anualmente de bagazo de cafia de azlicar, mismo que representa hasta

el 30-34% de la masa total de cafia de azucar recolectada (Lagos-Burbano & Castro-Rincon, 2019).

Figura 2. Bagazo de la cafia de azlicar

Nota. En la imagen se muestra la fotografia de el residuo de cafia de azhcar

(bagazo). Tomada de PROAIN (2020).

1.1.4.2. Usos

El bagazo de cafa de azucar dentro de la industria tiene multiples aplicaciones debido a la estructura
quimica que posee, bajos costos de produccion, facil manipulacion del material vegetal y buena

adaptabilidad al estar en contacto con otros subproductos (Pozo Garcia, 2012).

Tabla 2.
Usos del bagazo de caia de azicar.
Industrias Descripcion de uso
Alimenticia Se usa como recurso forrajero, fuente de fibra y.

suplemento en la alimentacion de rumiantes.




Construccion Tras ser incinerado este residuo, posee la capacidad de
reemplazar al cemento en la elaboracién de hormigén.

Papelera, Es utilizado como pulpa quimica en la elaboraciéon de

plastica, textil papel, tejidos,

Energética Participa en la elaboracion de bioetanol debido a sus
altas concentraciones de celulosa y asi como capacidad
de fermentacion.

Remediacion de Debido a la capacidad de absorcidon que posee esta es

suelos colocada en suelos para eliminacion de residuos

liquidos contaminantes

Nota. Los usos fueron tomados de la recopilacion realizada por Lagos-Burbano & Castro-

Rincon (2019); Xu et al. (2018), Larson et al. (2001)

1.1.4.3. Composicion quimica

La cafia de azGcar esta constituida de un 74,05% de agua, 25% de materia organica y el restante de
minerales tal como se observa en la Tabla 3., ademas de ser considerada una rica fuente de energia
debido a su elevada cantidad de carbohidratos (Moreno et al., 2023). Por otro lado, la fraccion fibrosa
remanente de la planta, “bagazo” demuestra estar compuesta por celulosa en un 44,35%, hemicelulosa
24,70%, lignina 24,19%, minerales 5,93% y sustancias extractivas tales como compuestos fenolicos

4,04% (Forteza Monzén, 2015).

Tabla 3.

Composicion quimica (%) de la Cafia de Azucar.

Constituyentes quimicos Porcentaje (%)

Agua 73-76
Soélidos totales 24 -27
Solidos Solubles (Brix) 10-16
Fibra (Seca) 11-16
Sacarosa 75-92
Glucosa 70 - 88
Fructosa 2-4
Sales inorganicas 3-34
Sales organicas 1,5-4,5




Acidos organicos 1-3

Aminoacidos 1,5-55
Proteina 0,5-0,6
Almidones 0,001 - 0,050
Gomas 0,3-0,6
Ceras, grasas, etc. 0,15-0,50
Compuestos fendlicos 0,10 -0,80

Nota. Los porcentajes de la composicion quimica fueron obtenidos de

Chaves Solera (2004).

1.1.5. Polifenoles

1.15.1. Generalidades

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se sintetizan en las plantas, su estructura quimica se
caracteriza por tener uno o varios anillos fenolicos conectados por diferentes elementos estructurales lo
que permite clasificarlas desde acidos fendlicos simples, estilbenos, lignanos y alcoholes fenélicos hasta
flavonoides complejos (Ghani, 2020). Los compuestos fendlicos pueden ser solubles o insolubles,
caracteristica ligada a su peso molecular bajo, medio o alto. Por otro lado, tienen la capacidad formar
conjugados con elementos estructurales como; acidos carboxilicos y organicos, lipidos, aminas, mono

y polisacaridos (Galanakis, 2018).

En esa misma linea, estos compuestos reflejan cualidades beneficiosas para la salud, al participar en la
regulacion del metabolismo y peso (Cory et al., 2018). Ademas, gracias a su capacidad antioxidante y
antiinflamatoria contribuyen al tratamiento de enfermedades cronicas y control de la proliferacion
celular (Lecour & Lamont, 2011). Asimismo, gracias a que se encuentra en las paredes celulares de
las especies vegetales estos compuestos de propiedades bioactivas, actian como defensores frente a la
agresion provocada por patdogenos y proporcionan proteccion contra la radiacion UV, estrés oxidativo

y ambiental (Quifiones et al., 2012).

1.1.5.2. Propiedades antimicrobianas de los polifenoles

Naturalmente las plantas poseen polifenoles considerados fitoquimicos de actividad directa gracias a su
rango amplio de acciéon como agente antimicrobiano. En general este puede inhibir la presencia de

bacterias Gram positivas y Gram negativas, levaduras protozoos y hongos (Khanzada et al., 2021). Su



principal mecanismo de accion se centra en la alteracion de la membrana citoplasmatica y pared celular,

lo que provoca disfuncién metabolica y muerte celular, asi:

- Los polifenoles inhiben la sintesis de enzimas intra y extracelulares como iones y azucares.
Ademas, este metabolito induce la disfuncion de la membrana flingica, aumenta la
permeabilidad celular, reduce el pH provocando la desnaturalizacion de las proteinas

(Makarewicz et al., 2021).

- Algunos polifenoles como los flavonoides inhiben las topoisomerasas y sintesis de acidos
nucleicos causando dafio al ADN. Asi a concentraciones altas causa lisis celular provocando
despolarizacion de la membrana e inhibicion de la sintesis de ADN y ARN (Makarewicz et al.,

2021).

- Porotro lado, dependiendo del tipo de polifenol se puede observar inhibicion completa o parcial
de la actividad de la ATPasa y por ende del metabolismo energético. Asi también se muestra
una alteracion en el transporte de nutrientes entre el interior de la célula, con la pared celular lo

que permite reducir la proliferacion de los microorganismos (Vio-Michaelis et al., 2012).

1.1.5.3. Polifenoles en el residuo de caia de azlcar

La concentracion de polifenoles es afectada por varios factores, entre ellos la especie vegetal, los
perfiles fitoquimicos y el método de extraccion utilizados; microondas, ultrasonido, Soxhlet,
maceracion, sonicacion y solventes organicos, (Putra et al., 2022). En promedio el bagazo de cana de
azucar esta constituido por un 4,04% de sustancias extractivas propias de compuestos fenolicos. Estos
se encuentran en las fibras vegetales del residuo, categorizandolas en tres grupos principales;

flavonoides 50%; acidos fenolicos 30% y otros polifenoles 20% Forteza Monzon, (2015).
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Figura 3. Fenolicos y Flavonoides del bagazo de cafia de azucar.

Nota. Estructura quimica de los polifenoles encontrados mediante cromatografia en

el bagazo de cafia de azucar. Tomada de Wani et al., (2023)

resultados lo descrito en la Tabla 4.

Tabla 4.

Porcentaje de inhibicion de polifenoles presentes en el bagazo de

cafia de azacar

Concentracion Porcentaje de
Polifenol
(mg/ml) inhibicion (%)
Flavonoles 50 74
Antocianinas 20 20
Acido fertlico 0,02 50,1
Resveratrol 20 70
Quercetina 0,2 50

Los polifenoles presentes en el residuo de cafia de azicar pueden presentar actividad antifungica, esto
se ha podido evidenciar en diversos estudios, donde han sido utilizados dentro de la evaluacién de su

capacidad inhibitoria frente a multiples patdégenos del reino Fungi como B. cinerea, teniendo como

Nota. Porcentajes de inhibicion de polifenoles obtenidas de multiples investigaciones Avila

et al., (2011), Yan et al., (2023); Lucas Bautista, (2018); Velazquez-Martinez et al., (2022);
Carrillo,( 2015).



1.1.6. Métodos de preservacién de polifenoles

Dentro de la industria se exploran métodos que permitan preservar la vida util de los polifenoles, para
ello es necesario tener en cuenta los factores ambientales en los que se desempeiia la sustancia, tales
como temperatura, luz y oxigeno. A estos se puede afiadir aditivos quimicos encargados de proteger a
los polifenoles del estrés oxidativo (antioxidantes) y de reacciones de oxidacion (quelantes). Por otro
lado, dentro de las industrias se aplican también técnicas de procesamiento basadas en congelacion y
deshidratacion (liofilizacion, secado) (Moreno Jiménez, 2022). Sin embargo, aquellas que reducen la
temperatura de este compuesto manteniéndolo en estado liquido en ocasiones suelen resultar
desfavorecedoras ya que tienden a formar precipitados (Guzman, 2021). Por esta razon, los métodos
que incluyen la deshidratacion de los polifenoles se usan con mayor preferencia, ya que aseguran una

mejor estabilidad en su integridad (Loayza Gutiérrez, 2021).

1.1.7. Microencapsulacion de polifenoles

La microencapsulacion es considerada una técnica efectiva en la encapsulacion de sustancias de bajo
peso molecular. Esta ella se forman microparticulas permitiendo minimizar factores y condiciones
ambientales que interfieren con la viabilidad de las sustancias (Esquivel, 2015). Los compuestos
organicos pueden verse afectados por factores ambientales como la temperatura, luz y oxigeno. Estos
degradan las moléculas reduciendo su estabilidad y actividad biologica (Kang et al., 2019). Este es el
caso los polifenoles que al exponerse a temperaturas mayores a 75 °C y pH 4 la molécula puede llegar
a degradarse, por lo que la microencapsulacion representa una alternativa viable para su conservacion,

ademas de permitir mejor manejo en la dosificacion de tratamientos agricolas (Luna et al., 2017).

1.1.7.1.  Secado por aspersion

El secado por aspersion es un método muy usado, permite obtener polvos finos o particulas secas de
aproximadamente 10 a 50 um a partir de una solucion liquida o suspension, en donde el principio activo
se encuentra envuelto en el interior de la matriz polimérica. (Olive, Dueik, and Diosady, 2023). El
proceso ocurre tras alimentar la caAmara de secado de la matriz con la mezcla homogénea de interés, el
resultante se expone a un flujo de aire caliente que permita eliminar la humedad de la matriz mediante
microgotas generadas por el atomizador. Las microcapsulas generadas al final se caracterizan por poseer
una estructura esférica, no poseer porosidades y cuya pelicula encapsulante permite mantener una fase

interna definida en su interior (Esquivel, 2015).
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Figura 4. Proceso de secado por aspersion

Nota. Diagrama del proceso de microencapsulacion mediante secado por

aspersion. Adaptado de El Proceso de Secado Por Pulverizacion (2022).
1.1.8. Botrytis cinérea
1.1.8.1.  Generalidades

B. cinérea conocido como “moho gris”, es considerado un hongo fitopatégeno capaz de infectar flores,
frutos, tallos y hojas causantes de pérdidas economicas de entre 10 y 100 mil millones de dodlares en
todo el mundo, al ocasionar necrosis, podredumbre de tejidos blandos, colapso y saturacién de agua de
los tejidos del parénquima (Shao, Zhao,and Ma, 2021). Este hongo posee esporas asexuales llamados
conidios y esporas sexuales conocidos como esclerocios que se propagan mediante agua y viento

asegurando su supervivencia dentro el medio ambiente (Hua et al., 2018).

Por otro lado, para que este microorganismo pueda desarrollarse tiene que cumplir con ciertos factores
de crecimiento tales como; ambientes acidos con pH que rodeen los 3.5 a 8,0; temperaturas en un rango

de 10a25°Cy 20 a23 °C. que permitan infectar frutos y flores (Fedele, Brischetto, and Rossi 2020).
1.1.8.2. Taxonomia

La B. cinerea, es un hongo que puede llegar a infectar mas de 2000 especies, esta prefiere a las
dicotiledoneas como huéspedes, aunque también atacan a las monocotiledoneas (Roca-Couso et al.,
2021). Este se caracteriza por su tejido aterciopelado e inclinacion por dafar tejidos maduros o
senescentes (Williamson et al., 2007)y pertenece a la familia de las Sclerotiniaceae con alrededor de

15 géneros y 260 especies como se puede observar en (Tabla 5)
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Tabla 5.

Taxonomia de B. cinerea,

Categoria taxon6mica

Reino Fungi

Clase Ascomycota
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Género Botrytis
Especie cinerea

Nota. Tomado de Infante et al. (2009).

1.1.8.3. Mecanismo de infeccion

Este hongo puede llegar a infectar a sus huéspedes en los inicios del cultivo, donde se mantienen
inactivos hasta la madurez de las plantas (Roca-Couso et al., 2021) . Los esclerocios se desarrollan
dentro los tejidos vegetales, para producir después conidiéforos y conidios multinucleados (Williamson
et al., 2007). Tras la germinacion de estos ultimos se da la penetracion del patdogeno directamente en
los tejidos mediante la creacion de una clavija que rompe la cuticula o a través de heridas previas
(Boddy, L.,2016). Tras esto, la B. cinerea actia como biotrofo dentro de la planta, para luego
desencadenar cambios bioquimicos en los nutrientes propios de la maduracion de la planta (Cheung
et al., 2020). Durante la etapa de necrosis, el hongo altera el metabolismo del huésped mediante la
liberacion de enzimas y acido oxalico que degradan la pared celular y destruyen el sistema inmunitario

e integridad celular. (Roca-Couso et al., 2021).

1.1.8.4. Técnicas de control

Existen multiples técnicas que permiten inhibir el crecimiento y propagacion de la B. cinerea dentro de
los cultivos. Durante décadas, se ha presenciado el uso de pesticidas quimicos como la tinica forma de
contrarrestar este hongo; sin embargo, estudios han permitido evidenciar que este produce residuos
toxicologicos que se acumulan en el suelo, lo que puede provocar resistencia en el microorganismo
(Cheung et al., 2020). Por otro lado, se ha evidenciado al control biolégico como una alternativa
favorecedora, esta utiliza agentes microbiologicos que inducen resistencia del huésped, o a su vez
producen enzimas con capacidad de lisis celular favoreciendo la infeccion del patogeno (Hua et al.,

2018) . Por tultimo, se estudia la posibilidad del uso de compuestos fitoquimicos derivados de
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metabolitos secundarios con propiedades antifiingicas que posean beneficios similares a los fungicidas

quimicos con la diferencia de que estos no sean toxicos a corto o largo plazo (Mesa et al., 2019).

1.1.9. Evaluacién in vitro de la actividad antiflingica de polifenoles

En la agroindustria varios de sus productos son propensos al ataque de agentes microbianos, por lo que
durante décadas esta ha buscado innovar con productos que ademas de presentar alta efectividad, no
sean nocivos para la salud humana (Pérez et al., 2020). Es por ello por lo que los insumos fitoquimicos
extraidos de plantas se evalian en principio mediante pruebas in vitro previo a su uso en sembradios
(Luna et al., 2017). Es asi como la caracterizacion de los factores de patogenicidad, mecanismos de
infeccion y metodologias experimentales son elementos esenciales que proporciona informacion crucial
para la identificacion de puntos de intervencion, con el fin de desarrollar estrategias de control

duraderas, efectivas y respetuosas con el medio ambiente (Roca-Couso et al., 2021).

1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antifingico de un microencapsulado rico en polifenoles a partir de la cafia de aztcar

(Saccharum officinarum L) frente a Botrytis cinerea.

1.2.2. Objetivos especificos

- Extraer polifenoles a partir del residuo de la cafia de azucar.
- Obtener un microencapsulado de polifenoles del extracto de residuo de la cafia de azucar.
- Determinar mediante pruebas in vitro la capacidad antifungica del microencapsulado de

polifenoles del extracto obtenido frente a Botrytis cinérea.

1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipétesis Nula

El microencapsulado rico en polifenoles de Saccharum officinarum L no tiene actividad

antifingica frente a Botrytis cinérea.
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1.3.2. Hipétesis Alternativa

El microencapsulado rico en polifenoles de Saccharum officinarum L tiene actividad

antifungica frente a Botrytis cinérea.

1.4. Variables

1.4.1. Variables independientes

- Proceso de extraccion

Tabla 6. Variables independientes en el proceso de extraccion

Variables Niveles

30%

Concentracion de etanol 50%
70%

30 min

Tiempo de extraccion 45 min

60 min

- Evaluacion de actividad antifiingica

Tabla 7. Variables independientes de la evaluacion de actividad antifingica

Variables Niveles
10%
Concentracion de polifenoles en
, 30%
el microencapsulado
50%
Tiempo 8 (dias)

1.4.2. Variables dependientes

Concentracion de polifenoles obtenidos, eficiencia de microencapsulacion, porcentaje de

inhibicion del microencapsulado frente a Botrytis cinerea.
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CAPITULO 1T

METODOLOGIA

2.1.Materiales

2.1.1. Material Vegetal

Bagazo de la cafia de azacar (Saccharum officinarum L)

2.1.2. Reactivos

- Etanol 96%

- Reactivo de Folin-Ciocalteu
- Carbonato de sodio

- Acido gélico

- Agar Papa Dextrosa (PDA)
- Gentamicina

- Aguadestilada

- Solucioén salina

- Maltodextrina

- Fungicida comercial (Manzate)

2.1.3. Insumos de laboratorio

- Matraces Erlenmeyer de 250 mL
- Vaso de Precipitacion 250 mL

- Frasco tapa rosca azul 250 mL

- Tubos falcom

- Tubos eppendorf

- Magnetos Elicrom

- Termoémetro

- Frascos ambar

- Papel aluminio

- Papel filtro

- Paquete de fundas Ziploc de Aluminio
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- Micropipetas de 100-1000 uL y 20-200 pL
- Puntas de micropipetas

- Probeta

- Pinza

- Paquete de cajas Petri (x10)

- Mechero Bunsen

2.14. Equipos

- Balanza analitica Ohaus PA-313

- Destilador de agua QUMIS

- Espectroscopio FTIR Perkin Elmer Spectrum Two
- Mini Spray Dryer BUCHI -B290

- Deshidratador por conveccion (5093443)

- Plancha de calentamiento Corning PC-620D

- Refrigerador INDURAMA

- Espectrofotometro UV-VIS Fisher Scientific accuSkan Go
- Rotoevaporador IKA HB10

- Balanza de humedad Kern MLS 50-3

- Autoclave

- Cémara de flujo laminar

- Computador Hp con sistema operativo Windows 10

2.2.Métodos

2.2.1. Obtencién del material vegetal

El bagazo de cana de azucar (S. officinarum L) se obtuvo de la recoleccion de residuos producidos
frente al terminal terrestre de la ciudad de Bafios, en los locales dedicados a la venta de subproductos a
partir de esta planta. A continuacion, estos fueron almacenados y trasladados a los laboratorios de la

UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingeniera en Alimentos y Biotecnologia para su uso.

2.2.2. Preparacion del material vegetal

Se llevo a cabo un proceso de purificacion donde se lavé con agua destilada el residuo vegetal para

eliminar sus impurezas. Después para el proceso de secado se corté en pedazos uniformes y pequefios
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al bagazo, a continuacion, se los llevd al deshidratador por conveccion durante 50 horas a 50 °C.
Finalmente se trituro las muestras secas con ayuda de la licuadora y se los almacend en una funda

hermética para preservarlos (Putra et al., 2022).

2.2.3. Obtencidn de extractos

Se realizd nueve tratamientos donde se usé tres soluciones acuosas de etanol a concentraciones de 30,
50y 70 (%v/v) para su posterior evaluacion de rendimiento de extraccion a tres tiempos 30, 45 y 60
minutos cada uno, con una relacion de material vegetal/disolvente 1:20. Se colocé 100 mL del
disolvente en un vaso de precipitacion que fue llevado a la plancha de calentamiento hasta alcanzar una
temperatura de 70 °C. Se colocaron 5 g del polvo de bagazo en la solucioén para tomar inmediatamente
el tiempo con ayuda de un cronometro, mientras se mantenia una agitacion de 400 min! y temperatura
constante hasta terminada la extraccion. Por ultimo, el extracto fue filtrado para luego medirlo con una

probeta y llevarlo a almacenaje en frascos ambar para su posterior uso (Zhao Z et al., 2020).

A continuacion se presenta los nueve diferentes tratamientos empleados dentro del estudio, donde se
especifica las variables a analizarse; asi, la concentracion de etanol usada como solvente orgéanico para
obtener polifenoles del residuo vegetal y el tiempo en minutos a los que este fue expuesto durante el

proceso de extraccion.

Tabla 8.

Tratamientos de extraccion

) Concentracion  Tiempo
Tratamiento

de etanol (%) (min)

A 30 30
B 30 45
C 30 60
D 50 30
E 50 45
F 50 60
G 70 30
H 70 45

I 70 60

Nota. En la tabla se exponen las condiciones empleadas dentro del proceso

de extraccion de polifenoles.
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2.2.4. Determinacion de solidos totales

Se determind el contenido de humedad residual de cada extracto realizando por triplicado la medicion
de la humedad. Se colocé en el platillo de la balanza de humedad 2,3g de cada muestra y se inicid con
el proceso. Posteriormente el equipo arrojo el porcentaje de humedad, el mismo que se reemplazé en la

ecuacion de determinacion de solidos totales segun lo expresado por (Putra et al., 2022).

% SST =100—% Humedad (Ecl)

2.2.5. Determinacion de polifenoles totales

Se determinaron los polifenoles totales de los extractos obtenidos empleando el método de Folin-

Ciocalteu segun la metodologia de Putra et al., (2022) con algunas modificaciones.

En una placa de 96 pocillos se colocd 10uLl. del extracto obtenido de cafia de azlcar, 130 puL de agua
destilada y 10 pL del reactivo de Folin para posteriormente dejarlo reposar por 6 minutos. A
continuacion, se colocaron 100 pL de solucién de carbonato de sodio al 7%, se cubridé con papel
aluminio la placa para proteger la solucion de la luz, debido a que el reactivo es fotosensible y se

almacend durante 1 hora en un lugar oscuro.
Transcurrido el tiempo se determiné la absorbancia con un espectrofotometro UV-Vis a una longitud de

onda de 765 nm y el resultado de este calculo se expresd en términos de miligramos de &cido galico

equivalente por gramo de muestra (mg GAE/g).

(Equivalente deacido galico) (GAE) (mg)

Contenido fendlico total = (Ec2)

g muestra de masa seca

2.2.6. Preparacion de soluciones
Para la microencapsulacion se utilizé el método de secado por aspersion, para lo cual se prepard una
soluciéon de agua destilada y el extracto de mayor concentracion de polifenoles al cual se adiciono la

maltodextrina como polimero encapsulante; teniendo una relacion 20:80, sélidos de extracto: polimero

(Esquivel, 2015).
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2.2.7. Secado por aspersion para la obtencion de microencapsulados

Se realizd el secado por aspersion mediante el uso de un Mini Spray Drier (Biichi B-290) en donde las
condiciones de operacion fueron: temperatura de entrada 150 °C; temperatura de salida de 84 °C; caudal
de aspirador de 100%. Tras ello se realizo la recoleccion de los polifenoles microencapsulados para su

posterior pesaje y almacenamiento (Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021).

2.2.8. Evaluacidn de eficiencia de microencapsulacion cualitativa mediante FTIR

Se evalud cualitativamente la eficiencia de microencapsulacion haciendo uso del espectroscopio
infrarrojo FTIR (PerkinElmer) situado en el Laboratorio de Canje de deuda- Espaia de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. La evaluacion
se realizd aplicando un intervalo de frecuencias entre 500 a 4000 cm ™! para las muestras del extracto de
polifenol sin microencapsular y se repitio el proceso para el polimero utilizado y el microencapsulado

obtenido previamente mediante el proceso de secado por aspersion (Estevinho et al., 2016).

2.2.9. Calculo de rendimiento del proceso de microencapsulacion
Se obtuvo el valor del rendimiento de encapsulacion del polvo obtenido de la mezcla del extracto de
polifenoles y maltodextrina a partir de la formula propuesta por Pinheiro et al., (2019), misma que fue

adaptada.

polvo microencapsulado de polifenoles obtenido (g)

Rendimiento (%) = x 100 (Ec3)

masa de sélidos alimentada al secador (g)

2.2.10. Determinacion de la eficiencia de microencapsulacion

Se cuantifico el contenido de polifenoles totales y superficiales de la microesfera mediante la
elaboracion de dos soluciones. Se disolvid 0,25 g de microencapsulado en 5 ml de agua destilada y 0,25
g de microencapsulado en 5 ml de etanol al 96%. Posteriormente se llevaron las soluciones a centrifugar
durante 5 minutos a 4000 min!. A continuacidn, se realizo la cuantificacion de polifenoles totales,
haciendo uso de la metodologia establecida en el apartado 2.2.5., donde en lugar del extracto se uso el
sobrenadante de las soluciones acuosa y alcoholica. Por ultimo, se reemplazaron los valores obtenidos

en la ecuacion de la eficiencia de microencapsulacion.
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CPTAgua_CPSEtanol

EE% =
CPT Agua

(Ec4)

Donde:
EE% = Eficiencia de la microencapsulacion
CPTyg4uq = Concentracion de polifenoles totales en la microesfera

CPSgtanot = Concentracion de polifenoles presentes en la superficie de la microesfera

2.2.11. Elaboracion de placa madre de B. cinerea

Se elaboro 260 ml de medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA), al cual se lo autoclavd a 121 °C
durante 15 minutos. Dentro de la camara de flujo se le colocd 0,40625 ml de Gembexil 160 mg
(gentamicina) es decir 125 ppm segin la metodologia propuesta por (Rodriguez, 2013). Se corté con
un bisturi una porciéon de micelio de la B. cineréa, y se lo colocd en el centro de la placa. Posteriormente

se incub6 durante 8 dias a 27,5 °C.

2.2.12. ldentificacion microscopica y macroscépica de B. cinerea

- Microscépica

Se tomo un portaobjeto al cual se le afiadié una gota de azul de lactofenol. Se rozo6 el
hongo de la placa madre con ayuda de un asa de microbiologia con la finalidad de que
este se impregne en él. A continuacion, se colocd en el portaobjeto y se realizd
movimientos suaves para incorporarlo en el colorante. Luego se colocé el cubreobjeto

y se procedio a observarlo en el microscopio optico.

- Macroscopica
Se observo las caracteristicas fenotipicas macroscopicas de la B. cinerea, como color

del micelio, aparicion de esclerocios y textura.

2.2.13. Evaluacion de la actividad antifingica del microencapsulado frente a B. cinerea

En las placas Petri previamente preparadas que contenian PDA y gentamicina se colocaron 2 circulos
de papel filtro, de los cuales uno se sumergié en las soluciones del microencapsulado a diferentes
concentraciones (10%, 30% y 50%), y se colocaron en una esquina de la caja Petri. Luego se tomo otro
disco el cual se sumergi6 en solucidn salina y pasoé por la placa madre con la finalidad de que las esporas

del microorganismo se queden en ¢l para luego colocarlo dentro de la caja Petri en el extremo frente al
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del papel filtro que posee el microencapsulado. Por ultimo, se incubd a 27 °C durante 8 dias. Este
proceso se realizé por triplicado para cada tratamiento, ademas para el control negativo se utilizo agua
destilada en lugar del microencapsulados de polifenoles, mientras que como control positivo se us6é 5%

de “Manzante” fungicida comercial cuyo principio activo es el Mancozeb (Rodriguez, 2013).
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1. Obtencion de extractos y cuantificacion de polifenoles totales

El manejo de residuos vegetales debido a la contaminacion que puede generar en el medio ambiente se
ha convertido en el uno de los temas de interés dentro del estudio de la biotecnologia. Este es el caso
del residuo de cafia de aziicar, mismo que cuenta con compuestos organicos de interés tales como los
polifenoles. En la presente investigacion se busco obtener un extracto rico de polifenoles mediante la

técnica de solventes organicos debido a la afinidad y eficacia de obtencion de los metabolitos deseados.

Dentro de este estudio, se establecio y evalud un total de los tratamientos que permitiesen analizar las
condiciones de temperatura y concentracion de etanol que minimizaran la degradacion del metabolito
secundario de interés y maximizara los niveles de polifenoles en los extractos, para luego ser sometidos

a un disefio experimental 32 donde se visualizo las medias resultantes de los tratamientos realizados.

Es asi como en la tabla 9 se muestran los resultados de las medias de la evaluacion de la extraccion de
polifenoles obtenidos a partir de los tratamientos A,B,C correspondientes a tres diferentes
concentraciones de soluciones hidroalcohdlicas de etanol (30, 50 y 70) , cada una sometida a tres

tiempos de exposicion (30, 45 y 60 minutos), es decir un total de nueve tratamientos diferentes.

Tabla 9. Contenido total de polifenoles obtenidos de los tratamientos.

Contenido total de
Concentracion de etanol Tiempo de extraccion

Tratamiento polifenoles
viv) (min)
(mg GA/ g)
1 30 30 36,321 + 2,884
A 2 30 45 28,919 + 1,741
3 30 60 29,237 £ 0,942
1 50 30 44275 £ 1,296
B 2 50 45 39,396 + 1,735
3 50 60 46,414 + 5,296
1 70 30 39,554 +£2,020
¢ 2 70 45 45,333 + 8,325
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3 70 60 36,961 + 1,231

Nota. Se muestra en la presente tabla el contenido total de polifenoles, en una relacion 1:20

vegetal/volumen de solvente realizado mediante el método de Folin-Ciocalteu.

Se calcul6 la concentracion de polifenoles mediante el uso del método de Folin-Ciocalteu, con el que
se obtuvo el contenido total de polifenoles del residuo de cana de azicar (S. officinarum L), como se
puede observar, se sometio a diferentes concentraciones de solvente y tiempos de exposicion, con un
intervalo en los tratamientos A2 y B3 cuyos valores fueron: minimo de 28,919 + 1,741 y méaximo de
46,414 £5,296 (mg GA/ g) respectivamente. Estos valores al ser analizados revelan superar a los rangos
obtenidos por otra investigacion, la cual se centr6 en la extraccion de estos metabolitos del mismo
residuo pero con métodos de extraccion diferentes como la maceracion al 70% de etanol, presentandose

un total de polifenoles de 1,67 mg GAE/g (Putra et al., 2022).

Por otro lado, un estudio en el que se utiliza el etanol como solvente para la extraccion del metabolito
de interés en el residual de la quinoa a las mismas concentraciones de nuestra investigacion (30, 50,
70% v/v) mostraron que se obtuvo valores altos, asi 179 y 229 mg de GAE /100 g de polifenoles. Las
diferencias de estos valores sugieren que el método de extraccion, como el disolvente utilizado influye
en la cantidad de concentrado fenolico obtenido, independiente de los materiales vegetales que se

utilicen.

Tras las pruebas realizadas dentro del laboratorio de la concentracion de polifenoles, se procedid a
realizar su respectivo analisis estadistico. Es asi como seguidamente en la figura 5 se muestra el
diagrama de Pareto, el cual permitiéo comprender graficamente las variables estudiadas en el proyecto
de investigacion, asi como la influencia de cada uno, favoreciendo a la optimizacion de los valores

obtenidos en la tabla ANOVA.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para polifenoles

m

AA

B:tiempo

A:concentracion

Efecto estandarizado

Figura 5. Diagrama de Pareto Estandarizada para polifenoles totales

Nota. Grafico obtenido de Statgraphics, este demuestra los factores influyentes dentro del
proceso de extraccion de polifenoles. A:Concentracion y B:Tiempo de extraccion

empleado

Como se puede observar en la figura 5 se demuestra que en el analisis de varianza inicamente el factor
AA tuvo influencia significativa (p<0,05) dentro del proceso de extraccion de polifenoles lo que puede
ser apreciado también en la tabla ANOVA anexol. Al ser este factor un efecto cuadratico y no una
variable lineal se puede asumir que, de ser el caso si la concentracion llega a ser mayor o menor de lo
estipulado como valor optimo, podria llegar a producirse cambios no proporcionales en la respuesta
alterando los resultados finales de la investigacion, como lo describe Montgomery, (2017) al referirse
a los cambios no proporcionales propios de los efectos cuadraticos que alteran la respuesta cuando los
valores de los factores se desvian de los 6ptimos.

A continuacion, se observa la figura 6. correspondiente al grafico de superficie de respuesta estimada.
Esta permite evaluar oOptimamente la variable respuesta, maximizando significativamente el
rendimiento del proceso de extraccion de polifenoles, mismo que se ve afectado por los cambios que

ocurren en las variables de entrada como el tiempo de exposicion y la concentracion del solvente.
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Optimizar Respuesta
Meta: Maximizar la concentracion de polifenocles

Valor optimo= 71_4134 porciento

Factor Bajo | Alte {jpa.‘ima
Concentracion 300 | 700 53,7246
Tiempo 300 | 600 300

Superficie de Respuesta Estimada

13

11

polifencles

40 50 &0 3077 tiempo

concentracion

Figura 6 Grafico de superficie de respuesta estimada.

Nota. El grafico muestra las condiciones dptimas con las que se deberia trabajar para favorecer

el proceso de obtencion de polifenoles

Como se puede observar en la figura 6. se presenta un grafico cuyo punto estacionario es de maxima
respuesta, demostrandose asi que, si se aumenta el tiempo de reaccion del valor 6ptimo, la superficie
de respuesta comienza a disminuir. Ademas, si se reduce la concentracion del disolvente por debajo del
valor 6ptimo, la superficie de respuesta decae, por lo que al trabajar con los valores dptimos de ambos
factores se logra maximizar la concentracion de polifenoles en el extracto. Es asi como se determin6
que la mejor concentracion de solvente dentro de este proceso consiste en aplicar etanol al 53,7246%

durante un tiempo de exposicion de 30 minutos del residuo vegetal.

En comparacion a esto, se puede tomar como ejemplo la investigacion de (Girardi et al., 2019) donde
obtuvo como mejor tratamiento el uso de etanol al 50% durante 30 minutos para un total de
728,201+58,21mg GAE/100 g de base seca de polifenoles. Ademas, dentro la presente investigacion se
trabajo con la temperatura de ebullicion del solvente a 70°C, que a comparacién de los 60°C utilizados

por (Girardi et al., 2019) permiten demostrar que la temperatura dentro de procesos de extraccion

24



puede influir significativamente, debido a que a temperaturas mayores de exposicion los compuestos
fenolicos tienden a degradarse disminuyendo su concentracion debido a las reacciones de oxidacion

que en ellas se produce (R et al., 2017).

Ademads, es importante tener en cuenta el rol que cumple el etanol como solvente ya que, al ser
considerado polar, este influye positivamente en la extraccion de los metabolitos presentes en la cafa
de azucar. Esto es posible gracias a la afinidad que presenta con los polifenoles, ya que permite aumentar
la solubilidad del material organico con menor polaridad (Guntero et al., 2015). Por otro es importante
tomar en cuenta que los compuestos fenolicos de la cafa de azicar son de solubilidad variable, por lo
que una mezcla entre agua y etanol suele resultar efectiva ya que proporciona un balance en la polaridad
de la soluciéon posiblemente debido al debilitamiento de los enlaces de hidrogeno en las soluciones
acuosas, favoreciendo la extraccion de aquellos considerados como moderadamente polares (flavonoles

y resveratrol) y polares (antocianinas y acido fertlico) (Garcés et al., 2023).

3.1.2. Microencapsulacion

La microencapsulacion se presenta como un método que ademas de preservar las propiedades
fisicoquimicas de los diferentes metabolitos les otorga una estabilidad adecuada durante un periodo
prolongado de tiempo. Es por esto por lo que su uso ha ido incrementando en la actualidad dentro del
procesamiento de polifenoles, estas al poseer funciones bioldgicas de interés son incorporadas en
diversas matrices alimentarias, farmaceutas y cosméticas asegurando que sus compuestos se mantengan

estables (Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021)

Dentro de este estudio se utilizo la técnica de secado por aspersion que mediante del uso de una mezcla
de agua y maltodextrina como agente encapsulante a una temperatura de entrada de 150 y una de salida
de 84°C se logrd obtener microesferas cuyo compuesto bioactivo obtenido a partir del extracto

purificado de los polifenoles del residuo de la cafia de azicar es hidrosoluble.

A continuacion, se observa la Tabla 10. en donde se puede evidenciar los resultados del rendimiento y
eficiencia del microencapsulado tras la medicion de sus concentraciones al ser disuelto tanto en agua

como en etanol mediante el empleo de la técnica de Folin- Ciocalteu.
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Tabla 10. Eficiencia de la microencapsulacion

Concentraciones (mg

Muestra Rendimiento  Eficiencia
GAE/L)
Microencapsulado + Agua 63,72916667
] 74,98% 82,92
Microencapsulado + Etanol 12,81818182

Nota. Muestras utilizadas dentro de la medicion de la eficiencia del microencapsulado en agua o etanol

en una relacion 1:20.

Es asi como tras realizado el proceso de microencapsulacion donde la relacion de la sustancia
activa:polimero fue de 20:80 obteniendo asi un rendimiento de microencapsulacion. Este se considero
como alto, ya que al calcular la relacion de cantidad de microencapsulado obtenido (37,37 g) y
microencapsulado esperado (49,83 g) (Ec3) se obtuvo un resultado de 74,98%, lo que demuestra que
tan solo 25,02% de unidades de microencapsulado se perdieron durante el proceso de secado. Este
resultado se estima como adecuado dentro de la escala de laboratorio en contraste a nivel industrial, ya
que gracias en ellos existen equipamientos que maximizan la recuperacion del polvo en el interior de
los secadores (Hernandez et al., 2022). Ademas, es importante denotar a la maltodextrina, ya que se
considera que el uso de este como agente encapsulante favorece al aumento del rendimiento de las
sustancias a secar, provee una matriz de soporte del extracto a secar y permite la obtencidon de polvo de

libre flujo (Lépez et al., 2004).

Por otro lado, se calculo la eficiencia del proceso de microencapsulacion realizado con maltodextrina.
Es asi como se obtuvo un valor de 82,92%, el mismo que resulta ser alto en relacion con lo obtenido
por Rios-Aguirre y Gil-Garzon (2021) dando en su investigacion un total de eficiencia de 80% para
un extracto fenolico de pulpa de Averrhoa carambola. Esta similitud en los resultados puede ser
consecuencia del uso del mismo agente encapsulante, la maltodextrina, el cual resulta favorecedor en
mezcla con polifenoles porque permite inducir una formacion rapida de la microesfera que otorga mayor
estabilidad (Altintas et al., 2016). Asi también, se calculo la concentracion de polifenoles existentes en
el microencapsulado, con un total de 63,73%, valor que puede ser considerado bajo, esto puede deberse
a la temperatura de entrada de 150 °C, tal como sugiere (Tolun et al., 2016) en su estudio, donde a
temperaturas mayores de 140 °C la perdida en concentracion total de polifenoles suele resultar ser

significativa.

3.1.3. Analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier (FT-IR), es una técnica que permite

determinar grupos funcionales de compuestos organicos e inorganicos basada en la absorcion y emision
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de radiacion infrarroja por parte de las moléculas ademés de registrar las diferentes frecuencias de
radiacion infrarroja (Berna, 2017).

El espectro FTIR consta de picos de absorcion que corresponden a las frecuencias de vibracion entre
los enlaces de los atomos en la particula en funciéon del numero de onda o longitud de onda. Se considera

una técnica excelente para el analisis cualitativo de compuestos orgdnicos (Estevinho et al., 2016).

Es asi como la eficiencia de la microencapsulacion también se verifico mediante la aplicacion del FTIR,
en donde se analizaron los grupos funcionales de las muestras del agente encapsulante (maltodextrina),
extracto liquido del residuo y del microencapsulado. En la figura 7, perteneciente a la muestra del
extracto liquido, se aprecian claramente cuatro picos distintivos cuyo rango va desde 600 a 4000 cm™'.

siendo estos: 3316,72 cm™!, 1633,56 cm™!, 1258,39 cm™ y 1053,48 cm’".

En dicho contexto se puede afirmar que el proceso de extraccion de compuestos fendlicos fue realizado
con éxito ya que al comparar los resultados con bibliografia demuestran que, segun (Dai et al., 2023)
en las bandas de absorcion en la region de 3700 y 3600 cm—1 asociadas con estiramientos de O-H, se
encuentran presentes en diversos compuestos organicos que incluyen polifenoles. Por otro lado, las
bandas de absorcion en la region de 1700-1600 cm!' vinculadas a estiramientos de C=0, denotan
compuestos organicos como acidos carboxilicos, aldehidos y cetonas (Saavedra Nizama et al., 2010).
Dentro del grafico cabe mencionar que aquellos picos situados en el rango de 1600 y 1500 son propios
del estiramiento de -OH quelatado, asociado con los grupos carbonilo presentes en las antocianinas
(Barragan Condori et al., 2018), mientras que aquellos en un rango de 1200 cm™! son representativos
del estiramiento fenolico de C-O propio del pirano, tipico de los anillos C de los taninos (Wongsa
et al., 2022). Sin embargo, es importante mencionar que el ultimo valor que se presenta en un rango de
1000 cm-1, no pertenece a los grupos fendlicos, sino mas bien a las cetonas y ésteres, resultado posible

que los compuestos en este sean pertenecientes a los aceites esenciales que posee la planta.

En la figura 7 se puede observar la imagen obtenida a partir de la prueba cualitativa FT-IR, propia del
extracto liquido de polifenoles a partir del bagazo de cafa de azucar, en la cual se presenta una linea
negra con picos y rangos que favorecen a la interpretacion de los valores de las absorciones de los

grupos funcionales.
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Figura 7. Resultado de la espectrometria infrarroja del extracto de bagazo de cafia de azucar

Nota. En la figura se muestra los rangos y picos obtenidos del extracto concentrado a partir del

residuo de la cana de azicar.

Se analizaron también los picos representativos del agente encapsulante, siendo este polimero la
maltodextrina, tal como se muestra en la figura 9. Se observo cinco valores significativos; 3312 cm™,
2926 cm™', 1360,33 cm', 1148,30 cm’!, 1077,38 cm™!. Estos niimeros se encuentran en la clasificacion
de bandas caracteristicas, como el estiramiento O-H en el rango de 3200-3600 cm!, correspondiente a
los grupos hidroxilo propios de los azlicares (Sanchez-Molina et al., 2018). También, la banda de
flexion C-H situada en 2800-3000 cm™, relacionada con los grupos metilo y metileno en la molécula.
La banda de estiramiento C=0 presente en 1700-1750 cm™! asociada con los grupos carbonilo de los
azucares (Estupiian Amaya, 2022). Ademas, la banda de flexion C-H se encuentra en el intervalo de
1350-1450 cm!, relacionada con la deformacién de los enlaces C-H. Por ultimo, la banda de
estiramiento C-O, ubicada en el rango de 1000-1200 ¢cm™!, relacionada con los grupos éter y éster

presentes en la maltodextrina (Alfaro Bejarano, 2022).
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Figura 8 Resultado de la espectrometria infrarroja del agente encapsulante

Nota. En la figura se muestra los rangos y picos obtenidos de la maltodextrina
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Figura 9. Resultado de la espectrometria infrarroja del microencapsulado

Nota. En la figura se muestra la comparacion de los espectros obtenidos del microencapsulado

de polifenol con maltodextrina

29



Asi, se logro determinar la eficiencia de forma cualitativa del proceso mediante el analisis de la Figura
8. Se observo esta eficiencia en las tres lineas representadas siendo notoria la similitud pronunciada en
los picos entre las lineas correspondientes al microencapsulado (negro) y la maltodextrina (azul) en los
tres picos observados de derecha a izquierda, en contraste con la linea de polifenoles (roja). Este hecho
evidencia que las moléculas de polifenoles del extracto liquido ya no se encuentran en estado libre, sino
que han formado un complejo con el polimero encapsulante asegurando el aumentan del efecto protector

y la estabilidad del material de la pared (Maqsoudlou et al., 2020).

3.1.4. Identificacion de B. cinerea

Dentro de todo estudio microbioldgico, es necesario realizar la identificacion de los microorganismos
que van a ser empleados con la finalidad de asegurar la precision en los resultados deseados, asi como
el uso de protocolos adecuados que permitan un desarrollo optimo bajo condiciones adecuadas, asi
como la prevencion de patogenicidad frente a quien lo manipula y desecho correcto. Es asi como en la
figura 10 se puede observar el analisis microscdpico del hongo con el que se trabajo en el presente
estudio B. cinerea, el cual fue posible gracias al uso de un tinte que permitié identificar las estructuras

que presenta el microorganismo.

Comdio

Conidioforos

Figura 10. B. cinerea

Nota. Observacion microscopia de B. cinerea mediante lente 40X

Se realizé la identificacion del hongo con el que se trabajo previo a su inoculacion en las diferentes
placas de la prueba de evaluacion antifingica. Al ser la muestra sometida al método de tincidén con azul
de lactofenol y analizarse bajo el microscopio se observd estructuras representativas de la B. cinerea,
en la figura 10 asi; conidioforos ramificados con células apicales redondeadas y conidios elipsoidales

agrupados, asemejando su morfologia a un racimo de uvas tal como lo reportado por (Isaza et al., 2019)
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Asi también, se puede observar a continuacion en la figura 11 la caja Petri cubierta completamente por
el hongo tras 8 dias de haber sido inoculada a una temperatura de 27,5 °C en medio de Agar papa
dextrosa (PDA) , pudiéndose asi obtener de un cultivo puro, de B. cinerea, el cual se usd6 como “caja

madre” para las pruebas que se realizaron posteriormente.

Figura 11. Placa madre de B. cinerea

Nota. Subcultivo de B. cinerea de una placa con cultivo puro

Dentro de las principales caracteristicas fenotipicas macroscopicas que pueden apreciarse se encuentra
la formacion de masas miceliales blanquecinos y grisaceos de aspecto algodonoso, sin presencia de
esclerocios. Este ultimo demostraria que al ser incubados, las condiciones de humedad eran bajas o que
por el contrario la temperatura llego a ser elevada puesto que los valores 6ptimos se encuentra en el
rango de 11-15 segun el estudio realizado por Angel - Bayer (2012) lo que haria que los esclerocios no
se evidencien o en su defecto aiin no se establezcan ya que su proceso de formacion se ralentizé por
las condiciones a las que fue expuesta. Aunque por otro lado la textura esponjosa de algodon muestra
que el crecimiento se dio correctamente y la esporulacion fue favorecedora para un crecimiento micelial

amplio a temperaturas de 25 a 28 °C y porcentaje de humedad de 98% (Isaza et al., 2019).

3.1.5. [Evaluacion in vitro de la actividad antifiingica del microencapsulado de polifenoles

del residuo de cafia de azucar frente a B. cinerea

Se establecio las condiciones a evaluar para la eleccion del mejor tratamiento que permitiese determinar
el porcentaje de microencapsulado rico en polifenoles cuyos niveles de inhibicion sean elevados
reduciendo asi el crecimiento micelial del hongo. Es asi como a continuacion en la Tabla 11. se aprecia
los datos obtenidos tras la evaluacion del accionar de la concentracion de soluciones de
microencapsulado al 10%, 30% y 50% con respecto a la concentracion total de polifenoles del
microencapsulado de 63,73 % durante un periodo de incubacion de 8 dias, donde se tomo la medida del

diametro micelial.
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Tabla 11.

Datos obtenidos de la evaluacion antifungica

~ Promedio
» Porcentaje )
) Diametro de Porcentaje
) Concentracion de ] o de
Tratamiento Tiempo crecimiento o de
microencapsulado o inhibicion
micelial (cm) inhibicion
(%)
(%)
1 0,000
2 0,935
3 2,692
4 3,461
Control 0 0,000 0,000
5 4,023
6 4,645
7 5,367
8 5,989
1 0,000 0,000
2 0,721 22,852
3 1,336 50,359
4 2,323 32,881
P1 10 25,502
5 2,870 28,668
6 3,490 24,858
7 4,111 23,402
8 4,732 20,994
1 0,000 0,000
2 0,595 36,364
3 1,276 52,588
4 1,811 47,674
P2 30 31,133
5 2,625 34,750
6 3,296 29,042
7 3,967 26,085
8 4,638 22,558
1 0,000 0,000
2 0,524 43,922
P3 50 3 1,350 49,839 32,636
4 2,044 40,952
5 2,554 36,507
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6 3,150 32,178
7 3,746 30,197
8 4,342 27,495

Nota. Se muestra en la presente tabla los promedios obtenidos de los datos recolectados del crecimiento

de diametro micelial y porcentaje de inhibicion del control y tratamientos a los 8 dias.

Ademas, es importante saber el promedio de los porcentajes de inhibicion para cada tratamiento, asi P1
es igual a 25,50%; P2 con un 31,133% y finalmente P3 valor de 32,63%, asi como el del testigo el cual
tuvo un 0% ya que tuvo un crecimiento micelial menor al de todos los datos. Como puede observarse
en la tabla 10. cuando se realiza el analisis de las medias de los tratamientos frente al porcentaje de
inhibicion micelial, hay un aumento de 10% a 30% de concentraciéon del microencapsulado, sin
embargo, esta no resulta ser representativa cuando pasa de 30% a 50%. Es también importante tener en
cuenta que el control positivo con un 5% Mancozeb conocido fungicida de amplio espectro utilizado
dentro de plantios para erradicar hongos como la B. cinerea. permitiendo evaluar la eficacia del uso de
tratamientos gracias a que no presento crecimiento del hongo alrededor de la placa debido a que posee

la capacidad de inhibir la respiracion mitocondrial del patdogeno en estudio.

A continuacion se presenta la tabla ANOVA de los principales efectos que influyen dentro de la
evaluacion de capacidad antifingica asi como la interaccion entre los factores concentracion- tiempo,
en él se presentd la suma de cuadrados asi como los grados de libertad, cuadrado medio, y
principalmente la razon F- y el valor -P que permitieron determinar si los factores mostraban

significancia dentro del estudio.

Fuente Suma de Cuadrados Gl | Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Dias 4594 22 7 656,317 41.24 0,0000
B:Concentracion 226,317 2 113,158 711 0,0074
RESIDUOS 222 82 14 15,9157

TOTAL (CORREGIDO) 504335 23

Figura 12. ANOVA de suma de cuadrados para porcentaje de inhibicion
Nota. Obtenido de Statgraphics 19 tras el analisis de datos del porcentaje de inhibicién B. cinerea en

base a los factores dias y concentracién de microencapsulado.

Se realizé también el andlisis de varianza de suma de cuadrados donde se evaluo la influencia de los
factores de concentracion y tiempo frente al porcentaje de inhibicion de la B. cinerea, Es asi como, a
continuacion, en la figura 13. se pudo observar que ambos factores poseian valores con significancia de
-P representativa, puesto a que el efecto de dias poseia un valor de 0, mientras que la concentracion un
valor de 0,0074 lo que favoreceria a la aceptacion de la hipotesis alternativa. Es asi como la
concentracion del tratamiento tiene un efecto significativo en el porcentaje de inhibicion, con niveles

de concentracion mas altos tendiendo a mostrar mayores porcentajes de inhibicion, asi es como se puede
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entender que a pesar de que los dias posean una variabilidad notable a lo largo del tiempo, este también

tuvo efecto significativo en el porcentaje de inhibicion.

A continuacion, se puede observar las figuras 14 y 15, correspondientes al diametro de crecimiento
micelial de hongo, asi como el porcentaje de inhibicién tomado tras su medicion durante § dias. En la
figura 14 puede observarse que el existe crecimiento diario de micelio en todos los medios a diferentes
concentraciones, sin embargo, en la barra de color naranja correspondiente a 30% de microencapsulado,
la diferencia en el aumento del didmetro entre dias es menor a diferencia de las barras azul (10%), gris

(30%) y amarillo considerado como control.

Crecimiento micelial de B.cinerea

T | II II |I |‘ ||
3 4 5 6 7 8

1 2

O = N W b U1 OO

Tiempo (Dias)

Diametro de crecimiento micelial (cm)

H10 m30 m50 =m0

Figura 13. Grafica de barras de crecimiento micelial de B. cinerea

Nota. Se presenta el grafico de barras de crecimiento micelial del hongo, diferenciando cada

concentracion por una barra de diferente color asi; azul: 10%, naranja: 30%, gris: 50% y amarillo:0%

A continuacion, en la figura 15 puede observarse el porcentaje de inhibicion del microencapsulado sobre
el hongo, mismo que varia considerablemente durante los 8 dias de estudio. Se aprecia que en general
la inhibicion del 50% es la mas alta en la mayor cantidad de dias a comparacion del resto de
concentraciones de microencapsulados. Por otro lado, en el tercer dia se puede apreciar que existe el

mayor porcentaje de inhibicion de las tres concentraciones, siendo la mayor el de 30%.
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Figura 14. Grafica de barras de porcentaje de inhibicion de B. cinerea

Nota. Se presenta el grafico de barras de porcentaje de inhibicion del hongo, diferenciando cada

concentracion por una barra de diferente color asi; azul: 10%, naranja: 30%, gris: 50% y amarillo:0%

Ademas, es conveniente mencionar que se pudo observar que el efecto inhibitorio del microencapsulado
de polifenoles aumenta junto con la concentracion. Este resulta presentar un mayor efecto inhibitorio
en el tercer dia para las tres concentraciones como se observa en la tabla 10, pudiendo considerarse asi
el a pesar de que el tratamiento P2 obtiene mejores resultados al tercer dia con un total de 52,59% de
inhibicién aquellos pertenecientes al 50% tienen un promedio de inhibicion total mayor que el resto de
ensayos realizados. Es importe mencionar que del dia 1 al 3 el porcentaje inhibitorio va en aumento, sin
embargo, transcurrido este periodo se comienza notar una disminucion hasta el dia 8, lo que sugiere que
el microorganismo pudo generar resistencia al microencapsulado o en su defecto este empezd a

degradarse por efectos ambientales perdiendo su capacidad antimicrobiana, tal como lo sucedido en el

estudio realizado por (Bustamantes, 2018).

También es importante mencionar que el hongo se visibiliza por primera vez pasadas las 48 horas con
el aparecimiento del disco en color verde oscuro, mismo que con el transcurso de los dias crea un
micelio de apariencia blanquecino aterciopelado mismo que a partir del tercer demostro el
aparecimiento de hifas que atin no se encontraban en su etapa reproductiva. Pasado los cinco dias se
comienza a presentar la formacion de “manchas” con un tono verde-grisaceo que representd la

maduracion del hongo debido a que comienza su fase reproductivo mediante esporulacion y
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presentacion de esclerocios, sin embargo estos se evidenciaron principalmente terminado las
mediciones en las placas cuyas concentraciones eran de 10%, y 30% de microencapsulado, mientras
que en la de 50% solo se apreci6 el micelio blanquecino asumiéndose que el microencapsulado ralentizo
el crecimiento y propagacion del hongo por lo que se le consideraria un cultivo mas joven frente a los

otros (Vidal, 2018).

3.2. Verificacion de hipotesis

Ho # 0 Se rechaza la hipotesis nula.

Ha =0 Se acepta la hipdtesis alternativa, la cual expresa que el microencapsulado rico en polifenoles

de Saccharum officinarum L tiene actividad antifingica frente a Botrytis cinérea.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

- Se evalud el efecto antifngico del microencapsulado de polifenoles del residuo de cafia de
azucar frente a B. cinerea. ya que inhibi6 y disminuyd el crecimiento micelial del hongo en

un periodo de 8 dias al ser expuesto a diferentes concentraciones.

- Se obtuvo un concentrado rico en polifenoles a partir de residuos del bagazo de la cafia de
azucar mediante el proceso de extraccion con etanol a diferentes concentraciones, del cual
se alcanzo la mayor concentracion de polifenoles con 50% de concentracion de la solucion
hidroalcohdlica, en un tiempo de 30 minutos para un valor de polifenoles totales de
44,27mg GA/100 g expresado en base seca.

- Se obtuvo un microencapsulado rico en polifenoles del extracto de residuo de la cafia de
azucar, con un rendimiento del 74% del proceso de secado por aspersion, por otro lado se
calcul6 su eficiencia de microencapsulacion cuantitativa con un valor de 82,92%, y su
eficiencia de microencapsulacion cualitativa se demostré mediante el FTIR que indico, los
picos de un extracto enmascarado por la matriz polimérica, ademas esta técnica permitio
también identificar que en el microencapsulado la presencia de grupos funcionales

correspondientes a flavonoides y taninos como los principales componentes.

- Las pruebas in vitro realizadas a diferentes concentraciones de microencapsulado de
polifenoles del extracto obtenido frente a B. cinérea permitieron determinar que este poseia
actividad antifangica, en donde la mayor inhibicion en un periodo de 8 dias se presentd en
la concentracion de 30% al tercer dia con un total de 52%, ademas de demostrar que todos
los tratamientos, P1, P2 y P3 presentan actividad antifungica independiente a la
concentracion del microencapsulado, siendo el P3 correspondiente al de 50% el de mejor

concentracion y mayor porcentaje de inhibicién en promedio total a comparacion del resto.
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4.2. Recomendaciones

- Realizar la evaluacién morfoloégica del microencapsulado por microscopia electronica de
barrido (SEM) con la finalidad de conocer la calidad de la superficie de las particulas

obtenidas sean las adecuadas, asi como su forma.

- Probar otros métodos de extraccion de polifenoles, encapsulacion y microorganismos con
la finalidad de determinar si estos factores influyen en la obtencion de una mayor

efectividad en la evaluacion de la capacidad antifungica de los residuos de la cafia de azucar.

- Realizar pruebas in vivo a futuro, que permitan evaluar el accionar del microencapsulado
en los cultivos y asi comprobar que lo realizado dentro del laboratorio es aplicable y

efectivo en campo.
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ANEXOS

Anexo 1.

Analisis de Varianza para polifenoles

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: concentracion 1,20607 1 1,20607 1,17 0,2894
B: tiempo 1,50905 1 1,50905 1,46 0,2372
AA 10,5868 1 10,5868 10,25 0,0035
AB 0,00439696 1 0,00439696 0,00 0,9485
BB 0,459979 1 0,459979 0,45 0,5102
bloques 5,06813 3 1,68938 1,64 0,2044
Error total 27,8854 27 1,03279
Total (corr.) 97,5471 35

Anexo 2.

Curva de calibracion de polifenoles

CURVA DE CALIBRACION DE POLIFENOLES
(765 nm)
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Anexo 3.

Curva de calibracion de etanol

CURVA DE CALIBRACION DE ETANOL CON AC.
GALICO /I EFICIENCIA DE
MICROENCAPSULACION (765 nm)
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Anexo 4.

Curva de calibracion de agua

CURVA DE CALIBRACION DE AGUA CON AC.
GALICO // EFICIENCIA DE
MICROENCAPSULACION (765 nm)
0,350
0,300
© 0,250
§ 0,200

y =0,0024x + 0,0608
R2=0,9979

S 0,150

o]

< 0,100
0,050

0,000
0 20 40 60 80 100 120

Concentracién mg GA/L

46



Anexo 5.

ANOVA multifactorial de evaluacion antifiingica

Suma de Cuadrado Razén-  Valor-
Fuente Cuadrados ¢ Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
A: Concentracion 678,905 2 339,452 21,90 0,0000
B: Dias 13782,6 7 1968,94 127,02 0,0000
INTERACCIONES
AB 668,452 14 47,7466 3,08 0,0019
RESIDUOS 744,076 48 15,5016
TOTAL (CORREGIDO) 15874,0 71
Anexo 6.
Crecimiento micelial de B. cinerea
Dia Crecimiento micelial
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Anexo 7

Imagenes del proceso experimental del proyecto
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