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RESUMEN EJECUTIVO

El romero (Salvia rosmarinus) es una planta aromatica que tiene una larga historia de uso en la
medicina tradicional al actuar como aceite esencial proporciona funciones, en las cuales la mas
destacada es su actividad antifungica gracias a su composicion quimica de cineol y borneol. Por
otro lado, la menta (Mentha piperita) es una planta aromatica conocida por su intenso sabor y
aroma mentolado y el uso del aceite esencial contiene propiedades potentes de accion antifiingica
por su gran composicion de mentol, responsable de alterar la membrana celular fingica o llegar
a detener por completo el crecimiento de los hongos. En esta investigacion se centré en la
evaluacion de la actividad antifiingica de los aceites esenciales de romero y menta negra
microencapsulados contra Cladosporium fulvum Cooke. Los aceites fueron encapsulados
mediante el método de microencapsulacion por secado por aspersion aplicando la mezcla de
maltodextrina y goma arabiga como polimeros microencapsulantes. Los ensayos in vitro se dieron
a diferentes concentraciones de los tratamientos en estudio y fueron comparados con un grupo
control. Demostrando que el aceite esencial de menta negra llegd a ser el mas efectivo para poder
controlar el hongo fitopatéogeno por su resultado de 66,8 por ciento del crecimiento micelial
inhibitorio. Estos resultados sugieren que esta técnica de microencapsular los aceites esenciales
son de gran potencial actuando como fungicida natural para controlar el fitopatogeno C. fulvum

Cooke en cultivos, siendo una via sostenible y amigable con el medio ambiente.

Palabras claves: Microencapsulacion, aceites esenciales, fitopatogeno, actividad antifungica,

aplicaciones agricolas, control bioldgico.

xiil



ABSTRACT

Rosemary (Salvia rosmarinus) is an aromatic plant with a long history of use in traditional
medicine. As an essential oil, it provides various functions, the most notable being its antifungal
activity due to its chemical composition of cineole and borneol. On the other hand, Peppermint
(Mentha piperita) is an aromatic plant known for its intense flavor and minty aroma. Its essential
oil contains potent antifungal properties, largely attributed to menthol, which can disrupt fungal
cell membranes or completely inhibit fungal growth. This study focused on evaluating the
antifungal activity of microencapsulated essential oils of rosemary and black peppermint against
Cladosporium  fulvum Cooke. The oils were encapsulated using the spray-drying
microencapsulation method, employing a mixture of maltodextrin and gum arabic as
microencapsulating polymers. In vitro tests were conducted with different concentrations of the
treatments under study and compared with a control group. Results showed that black peppermint
essential oil was the most effective in controlling the phytopathogenic fungus, achieving a 66.8%
inhibitory effect on mycelial growth. These findings suggest that the microencapsulation
technique for essential oils holds great potential as a natural fungicide to control the
phytopathogen C. fulvum Cooke in crops, offering a sustainable and environmentally friendly

solution.

Keywords: Microencapsulation, essential oils, phytopathogen, antifungal activity, agricultural

applications, biological control.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1.

1.1.1.1.

Moho de la hoja en el cultivo de tomate rifién (Cladosporium fulvum Cooke).

En el Ecuador la produccion de tomate rifion ha crecido notable en los ultimos afios, ya
que los pequefios y grandes productores de la sierra buscaron nuevas vias de produccion
como los invernaderos, para obtener condiciones favorables para un buen desarrollo del
cultivo (Jano, 2019). Guerrero (2018), menciona que el tomate rifion es una de las
hortalizas con tradicion ancestral en el Ecuador, es considerado ser parte de la dieta
alimentaria y producto bésico en el consumo por su alto contenido de vitamina C y
licopenos (Castillo & Castillo, 2021). Sin embargo, el cultivo de tomate rifion suele
afectarse por plagas y enfermedades debidos a diferentes factores o patdgenos, lo que

genera una problematica a estudiar y buscar una via adecuada para su control.

Uno de los patdgenos es el fitopatogeno Cladosporium fulvum Cooke proveniente del
género Cladosporium el cual cuenta con numerosas especies de hongos como las
saprofitas las cuales son especiales por su alimentacion de la materia organica muerta.
Este es caracteristico por infectar a plantas del género Solanum mas conocido como el
tomate, causando la enfermedad de la “mancha de la hoja”; este hongo es capaz de crecer
en condiciones de alta himeda lo que hace su crecimiento facil en invernaderos y en

climas hiimedos (Bernal, 2019).

Se opta por los plaguicidas para controlar la accion del hongo fitopatdgeno, muchas de
las veces se suele aplicar una gran cantidad, por lo que seria también dafiino para la
especie. Sin embargo, la Biotecnologia provee de nuevas alternativas para prevenir al
cultivo ante un patdgeno, entre ellas, la extraccion de los aceites esenciales de romero y
menta por su composicion de acido rosmarinico, terpenoides y mentenoles los cuales

servirian como proteccion antibacteriana y antifungica (Flores et al., 2020).

Taxonomia de Cladosporium fulvum Cooke.

Tabla 1. Taxonomia de Cladosporium fulvum Cooke.

Reino Fungi
Hongo Mitosporicos
Divisién Eumycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Hyphomycetes

Fuente: (Berra & Laucirica, 1999).



1.1.2.

1.1.3.

1.1.4.

Identificacion morfolégica

La morfologia en condiciones in vitro de C. fulvum se suele identificar los micelios por
medio del microscopio Optico y su preparacion debe ser con fragmentos de 0,2 mm de
diametro, asimismo se realiza la medicion de cada estructura del hongo para terminar con

la comparacion de las dimensiones y se dispone la especie y genero segiin su morfologia.

Una de las caracteristicas principal en la morfologia es cuando se identifican las
estructuras microscopicas. El crecimiento de las hifas se da por alargamiento del apice el
llamado crecimiento polarizado, y todo este conjunto se lo conoce como el micelio
(Senasica, 2019). Las hifas pueden ser continuas y alternativas los cuales se dividen en
tabiques simples o complejos. A medida que los micelios crecen, forman tejidos falsos
que luego se convierten en las partes visibles del hongo, como las setas, y en las

estructuras que producen esporas.

Aislamiento en medios de cultivos

El crecimiento y esporulacién micelial del hongo C. fulvum Cooke se da gracias al uso
del medio de cultivo Agar de Dextrosa de Patata (PDA) ya que brinda los nutrientes
necesarios en un intervalo de temperaturas entre 20 y 25 °C, mostrando diferencia y

aumento en los aislados con respecto a su crecimiento (Jacome, 2022).

Asimismo, el crecimiento de micelios de manera in vitro es valioso por algunas razones
sobre todo en aplicaciones agricolas ya que se logra comprender la biologia y ciclo de
vida por medio del hongo al examinar cuanto invade el tejido vegetal y factores que
favorecerian y suele estudiar el comportamiento que logre disefiar estrategias de control
bioldégico que permitan analizar microorganismos antagonistas que inhiban su

crecimiento (Romero et al., 2020).

Ensayo de Alamar Blue

Pesch y Simmert fueron los primeros en utilizar la resazurina con el objetivo de
apreciar el contenido bacteriano de la leche y desde ese entonces se ha utilizado en las
ultimas décadas para el monitoreo de la contaminacion bacteriana o microbiologica
(Punithavathy et al., 2021).

El colorante Alamar Blue estd compuesto quimicamente por resazurina (7-hidroxi-
3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido), este es un colorante no fluorescente y de color azul
en su estado oxidado (Herman et al., 2023). Al preparar las soluciones el color azul
se reduce a color rosa (resorufina) demostrando la alta actividad metaboélica, asimismo
es considerablemente utilizado como un indicador de viabilidad celular en muchos
ensayos de citotoxicidad, proliferacion y crecimiento celular por su ser un método

rapido, no toxico y altamente sensible.



1.1.5. Salvia rosmarinus (romero), Mentha piperita (menta negra) y su importancia

La region sierra del Ecuador son zonas con mayor variedad de climas y especies vegetales
incluyendo las endémicas, que brindan un gran aporte en la agricultura y la medicina a

los habitantes.

Salvia rosmarinus comunmente conocido como romero, es una planta de hojas perennes
de color verde con flores azules blanquecinas, tiene varios usos aplicados a la industria
cosmética, alimentaria y en la preparacion de perfumes y fragancias. Una de las funciones
importantes del romero es su uso en la medicina tradicional ya que es capaz de tratar
desde un dolor de cabeza hasta anomalias circulatorias (Miladi et al., 2018). Ademas,
posee compuestos activos con gran actividad antioxidante entre los cuales se encuentran
los acidos fenolicos, flavonoides y terpenos, los cuales son tema de estudio para demostrar

los efectos de sus moléculas contra afecciones patologicas.

Por otro lado, Mentha piperita conocida como la menta negra es una planta herbacea de
la familia Lamiaceae caracteristica por su aroma fresco y mentolado y por su amplio uso
en diversas culturas gracias a las propiedades medicinales y culinarias que posee. Se
emplea en infusiones que ayudan a la digestion y tradicionalmente mostraban resultados
positivos como calmante y estimulante. La menta negra es rica en mentol, mentona,
limoneno y cineol lo que le hace una planta esencial para el manejo e inhibicion del

crecimiento de hongos patdgenos (Garcia, et al. 2019).

1.1.6. Uso de los aceites esenciales para el control de plagas y enfermedades

Las plantas de forma natural son conocidas por poseer Aceites Esenciales (A.E) en su
composicion y ademas por su efecto curativo que es demostrado por los ancestros los
cuales han hecho uso en la medicina tradicional. En los tltimos tiempos los A.E se han
involucrado con mas interés en los estudios por sus grandes caracteristicas fisicoquimicas

y la capacidad de no generar residuos nocivos de fuente natural (Hidalgo, 2021).

En este caso, en el campo agrondémico el uso de los A.E como agentes de control bioldgico
es una de las estrategias con propiedades naturales y compuestos esenciales como los
terpenoides, oxidos, éteres, alcoholes, aldehidos, son antioxidantes, antimicrobianos e
insecticidas los cuales permiten combatir plagas y enfermedades que afecten a diferentes
plantas y cultivos puesto que viene a ser una de las opciones validas frente al uso de
fungicidas tradicionales o sintéticos (Bustamante, 2020), de tal manera que contribuya a

una agricultura mas ecologica y sostenible.



1.1.6.1. Composicion de los aceites esenciales de romero y menta negra

1.1.7.

Tabla 2. Composicion del aceite esencial de Salvia rosmarinus.

Componente Porcentaje (%)
Alfa pineno 15,3
Camfeno 5,7
Mirceno 49
Limoneno 3,7
1,8 cineol 21,5
Alcanfor 18,0
Cariofileno 3.4
Borneol 3,7

Fuente: (Flores-Villa et al., 2020).

Tabla 3. Composicion del aceite esencial de Mentha piperita.

Componente Porcentaje (%)
Mentol 30-50
Mentona 15-30
Acetato de metilo 2,5-10
Isomentona 2-10
Mentanona 1-5
1,8 Cineol (Eucaliptol) 3-8
Limoneno 1-5
Beta — pineno 1-2
Mentanol 05-2
Pulegona 0,5-2
Carvona 0,1-0,5

Fuente: (Hudz et al., 2023).

Microencapsulacion

La microencapsulacion es la técnica por la cual se mejora la estabilidad oxidativa y
degenerativa de los Aceites Esenciales (A.E) capaz de no ser degradado por varios
factores ambientales y alargando su vida util (Mesa et al., 2019). Ademas, esta técnica
busca aprovechar las funciones bioldgicas ya sea antioxidantes, antiinflamatorias,

antifungicas, entre otras

Un claro ejemplo de mejora como fungicida microencapsulado de aceite esencial se
encuentra el de A.E de tomillo (Thymus vulgaris) el cual es un fungicida natural que cada
vez mas se lo utiliza en la agricultura gracias a sus propiedades antifingicas muy potentes
y gracias a su composicion de timol y carvacrol son los capaces en destruir las membranas
celulares de los hongos patogenos, llevandolo al desgaste celular para terminar con la

muerte de este (Gouin, 2018).



1.1.8.

1.1.9.

Es asi como la microencapsulacion de los A.E de romero y menta negra mediante el
método de secado por aspersion, el cual transforma el material de alimentacién rociado a
un medio de secado caliente, empezando desde un estado fluido hasta llegar a una forma
de particulas secas (Bakry et al., 2016). Este proceso permite a los Aceites Esenciales
Microencapsulados (A.E.M) la capacidad de dispersarse en agua y liberar gradualmente

el aceite esencial que posee.

Analisis de espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier (FT-IR), es un analisis de
espectroscopia vibratoria capaz de detectar los grupos funcionales de diferentes muestras
organicas e inorganicas por medio de la medida de absorciéon de radiacion infrarroja

estimado en un rango de longitud de onda especifica (Berna, 2017; Peak, 2005).

Este método analiza las caracteristicas y problemas del fendmeno que se va a evaluar,
siendo este empleado comunmente en los estudios de sistemas biologicos, por su
capacidad de obtener un espectro infrarrojo de emision o absorcion de un so6lido en este
caso el Aceite Esencial Microencapsulado (A.E.M) y dando una compilacién sincronica

de datos espectrales de alta resolucion (Albertini et al., 2019).

Importancia del estudio

Finalmente, el interés de la microencapsulacion de estos aceites esenciales muestra una
herramienta eficaz y respetuosa en el medio ambiente la cual busca desarrollar y aplicar
sus funciones de proteccion contra las enfermedades por hongos patdgenos con la ventaja
de ser empleada en la superficie vegetal sin causar ningiin dafio toxico. Contando con el
beneficio de permitir a los componentes activos liberarse de manera gradual, lo cual hace

que aumente la duracion de accion a cudl es la llamada liberacion controlada.

1.2. Objetivos

1.2.1.

1.2.2.

Objetivo general

Evaluar la actividad antifingica de los aceites esenciales microencapsulados de Salvia
rosmarinus (romero) y Mentha piperita (menta negra) frente a Cladosporium fulvum

Cooke.

Objetivos especificos

Desarrollar el microencapsulado de los aceites esenciales de Salvia rosmarinus y
Mentha piperita mediante secado por aspersion.
Analizar la eficiencia de la microencapsulacion utilizando espectroscopia infrarroja

por la Transformada de Fourier (FT-IR).



- Determinar la actividad antifingica in vitro de los microencapsulados de los aceites

esenciales de romero y menta negra frente a Cladosporium fulvum Cooke.



CAPITULO 2.- METODOLOGIA

2.1. Materiales y Equipos

Equipos

e Balanza analitica

e Autoclave

e Espectroscopio FTIR Perkin Elmer Spectrum Two

e Mini Spray Dryer BUCHI-B290
e (Camara de flujo laminar

e Refrigerador

e (Camara fotografica

e Incubadora

e Microscopio

e Lector de microplacas

e Vortex mixer

e (Camara de Neubauer
Materiales

e Asa Drigalsky

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Espatula

e Micropipetas

e Puntas para micropipeta 200 pl - 20 pl
e Pipetas 1 — 5 mL

e Matraz Erlenmeyer 10 mL
e Tijera

e Cofias

e (Cajas Petri 90 mm

e Papel aluminio

e Aguja inoculacion

e Tubos de ensayo

Botellas de vidrio &mbar 10 — 50 mL
Tubos conicos

Frascos de vidrio

Embudo

Papel film

Vasos de precipitacion (100 mL — 500
mL)

Probeta (10 mL - 1 1)

Mechero Bunsen

Guantes de examinacion

Mascarillas

Papel filtro

Paquete de fundas Ziploc

Microplacas



Reactivos

Agua destilada

Maltodextrina

Goma arabiga

Etanol al 70%

AlamarBlue

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Caldo de Dextrosa de Papa (PDB)

2.2. Meétodos

2.2.1.

2.2.1.1.

2.2.1.2.

2.2.2.

Microencapsulacion de los aceites esenciales de Salvia rosmarinus y Mentha piperita

mediante secado por aspersion.

Preparacion de la microencapsulacion de los aceites esenciales de romero y menta.

Los A.E de romero (Salvia rosmarinus) y menta negra (Mentha piperita) fueron
adquiridos de manera comercial por parte de la empresa “D’SANPI”. Y se prepar6 una
emulsion en donde la fase acuosa se mezclod con la goma arabiga y la maltodextrina
actuando como agentes microencapsulantes. Por otro lado, la fase oleosa proveniente de
los aceites esenciales de romero y menta negra fueron agitados y homogenizados a 20

000 min™' apropiadamente por 5 minutos (Gongalves., et al, 2021).

Secado por aspersién con “Spray drying”

La microencapsulacion de los A.E de romero y menta negra se llevo a cabo en los
laboratorios de la Unidad Operativas de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) presentes
en la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad

Técnica de Ambato.

Una vez obtenida la emulsion fue llevada al equipo BUCHI MINI SPRAY DRYER y fue
alimentada a un secador por aspersion con condiciones especificas de presion a -50 atm,
temperatura de entrada de 160 °C y temperatura de salida de 80 °C (Reyes, 2021).
Después del proceso de microencapsulado se configur6 a una temperatura a 70 °C y una
vez llegada a esa temperatura se recolecto el A.E.M de la camara y se dispensé en bolsas
de aluminio con cierre hermético para proteger en producto final de la humedad, la luz y

el oxigeno (Pajaro et al., 2018).

Evaluacion de la eficiencia de la microencapsulacion utilizando espectroscopia

infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Para la evaluacion de la eficiencia de la microencapsulacion de los A.E se realizaron a

través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) y se ejecuto
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con un dispositivo de reflexion total atenuada de un espectroscopio infrarrojo Perkin —

Elmer spectum two, en el cual se compararon los espectros de los A.E y los A.E.M para

detectar la eficiencia cualitativa.

2.2.3. Comprobacién de la actividad antifingica del microencapsulado de los aceites

esenciales de Salvia rosmarinus y Mentha piperita de forma in vitro sobre C. fulvum

Cooke.

2.2.3.1. Método de difusion en agar

2.2.3.1.1.

2.2.3.1.2.

2.2.3.1.3.

Material biolégico fitopatogeno

Se obtuvo los aislados monosporicos del patdégeno C. fulvum Cooke, en condiciones
de laboratorio presentes en la Unidad Operativa de Investigacion en Ciencias
Agropecuarias (UODIDE — ICAP) bajo la direccién del docente investigador el Dr.
Michel Leiva.

Preparacion y siembra del inéculo

Se prepard el medio PDA en matraces de Erlenmeyer de 140 mL de volumen y se
afiadieron los A.E.M independientemente a diferentes concentraciones (10 — 20 — 30)
% los cuales fueron esterilizados en autoclave y vertidos en las placas Petri, asimismo
fueron comparados con un grupo de controles, iniciando con el medio PDA sin los
A.E, medio PDA con el microencapsulado sin los A.E, medio PDA y los A.E de
romero y menta negra puros y por ultimo el fungicida comercial llamado
“PREDOSTAR?” el cual esta compuesto por Metalaxil y Propamocarb en su formula,
encargados de evitar el crecimiento micelial y la produccion de esporas, por lo que
es capaz de funcionar como un aceptable fungicida comercial afectando a la

membrana celular del hongo y acabando con su desarrollo.

Se esperd la solidificacion de los medios de cultivo y se colocod un disco de micelio
de 1 mm de diametro en el centro y se tomd del cultivo puro de C. fulvum con la
ayuda del instrumento “sacabocados” el cual permiti6 obtener muestras fungicas de
algunas superficies especificas, siendo este el método de siembra que se basa en el
raspado de los conidios evitando variaciones en la inhibicion del crecimiento

(Jacome, 2022).

Tratamientos de estudio

Tabla 4. Determinacion de factores y asignacion de tratamientos

Tratamiento Aceite esencial [Microencapsulado]

Cl 10%
C2 20%

T1 Al Menta




C3 30%

Cl 10%
T2 A2 Romero C2 20%
C3 30%

Tabla 5. Caracteristicas de los controles de estudio

Control Medio de cultivo
Control 1 PDAsin A.E

Control 2 PDA + microencapsulado sin A.E
Control 3 PDA + Fungicida comercial
Control 4 PDA + A.E de menta
Control 5 PDA + A.E de romero

2.2.3.14.

2.2.3.1.5.

Medicion de las colonias de los aislados monospéricos de C. fulvum Cooke en
medio de cultivo PDA

Se registraron y almacenaron las medidas del radio de los tratamientos y controles en
el séptimo dia tomando como punto de referencia el primer dia. Finalmente, se obtuvo
los promedios y se calculd en porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial

(ICM) por medio de la siguiente formula:

Rc—R
ICM (%)=%-100
C

Donde:

% ICM = Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial
Rc = Radio del crecimiento micelial del control (0%)

RT = Radio del crecimiento micelial por cada tratamiento

Descripcion de las caracteristicas de las colonias

Se considero los caracteres morfologicos cualitativos y cuantitativos para llevar a
cabo la caracterizacion cultural. Se examiné el color del verso, el anverso y el reverso
de la colonia, asi como su forma, textura, borde, elevacion y si tiene o no
pigmentacion. Asimismo, considerar si hay liquido de transpiracion y si la colonia

tiene pliegues o grietas (Jacome, 2022).
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2.2.3.1.6. Disefio Experimental
A través de esta investigacion se buscéd evaluar la actividad antifingica mediante la
determinacion de la diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial (ICM) determinado por la medicion del crecimiento de C.
fulvum Cooke para los diferentes tratamientos descritos en funcion de la
concentracion del aceite esencial microencapsulado, comparado ademas con diversos
controles para obtener mayor espectro de resultados. Los datos obtenidos fueron
analizados a través del modelo bifactorial con un andlisis de varianza (ANOVA) y
evaluando su significancia a través de comparaciones con pruebas post-hoc como

Tukey (p<0,05) en el modelo estadistico Infostat.

- Variables
Variable Dependiente: Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial (ICM)
Variable Independiente: Tipo de A.E y Concentracion de A.E
microencapsulado en el medio de cultivo.

- Hipétesis
Ho: No existe diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial (ICM) y el tipo de aceite esencial con diferentes
concentraciones de A.E microencapsulado.
Ha: Existe diferencia significativa entre los porcentajes de inhibicion de
crecimiento micelial (ICM) y el tipo de aceite esencial con diferentes

concentraciones de A.E microencapsulado.

2.2.3.2. Microdiluciones

Se prepard una solucion madre de 1100 pL en cada tubo de ensayo con el medio PDB
(Potato Dextrose Broth) més agua destilada y se lo llevo a autoclavar. Una vez realizada

la esterilizacion, se afiadio los tratamientos y controles correspondientes.

Para la preparacion del indculo se colocd 5 mL de agua destilada estéril en cada tubo de
ensayo, se coloco dos discos de micelio de la siembra del hongo se llevo al vortex por 5
minutos. Luego se hizo el conteo de esporas en la camara Neubauer con el fin de verificar
si se encuentra en el rango de 10° conidios/mL las esporas. Seguidamente, se dispenso en
cada pocillo de la microplaca 180 pL de la solucion y de esto se realizd una primera

incubacidn de 36 horas.

Una vez transcurrido ese tiempo, se procedid con la adicion 20 pl de reactivo Alamar

Blue en cada pocillo y se someti6 a una segunda incubacion de 4 horas.

De tal manera que la distribucion de la microplaca quedo asi:
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 | 12
PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB
+ + + + + + + +
Hongo Alamar Blue T1 (10%) T1 (20%) T1 (30%) Ac.1 Puro Fungicida Micr. Sin aceite
PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB
+ + + + + + + +
Hongo Alamar Blue T1 (10%) T1 (20%) T1 (30%) Ac.1 puro Fungicida Micr. Sin aceite
PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB
+ + + + + + + +
Hongo Alamar Blue T1 (10%) T1 (20%) T1 (30%) Ac.1 puro Fungicida Micr. Sin aceite
PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB
+ + + + + + + +
Hongo Alamar Blue T1 (10%) T1 (20%) T1 (30%) Ac.1 puro Fungicida Micr. Sin aceite
PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB PDB
+ + + + + + + +
Hongo Alamar Blue T1 (10%) T1 (20%) T1 (30%) Ac.1 puro Fungicida Micr. Sin aceite

Figura 1. Representacion de la distribucion de los tratamientos y controles en la microplaca

Después, se llevo al lector de placas para ser medida la absorbancia en un rango de 590

nm y 540 nm utilizando el espectrofotdmetro.

Finalmente se dio una observacion cualitativa a través del cambio de color de azul a rosa

o incoloro y una medicion espectrofotométrica midiendo las absorbancias de 590 nm a

540 nm en el rango y se calculo el porcentaje de inhibicion aplicando la siguiente formula:

Porcentaje de inhibicion = <

Absorbancia del control positivo — Absorbancia del tratamiento

Absorbancia del control positivo

12
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CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION
3. Analisis y discusion de resultados

3.1. Microencapsulacion de aceites esenciales de romero y menta negra

1) Resultado de la microencapsulacion del aceite esencial de romero

b) Fotografia de 1la
a) Fotografia del A.E de ] ¢) Fotografiadel A.E.M de
emulsion del A.E de
romero romero
romero

2) Resultado de la microencapsulacion del aceite esencial de menta negra

b) Fotografia de Ila
a) Fotografia del A.E de ¢) Fotografia del A.E.M de
emulsion del A.E de
menta negra menta negra
menta negra

Figura 2. Resultado de la microencapsulacion de A.E de romero y menta negra

En primera instancia para obtener emulsiones estables de los aceites esenciales de romero
y menta (Figura 2.1b y 2.2b) se lo realizo a partir de mezclar y obtener una solucion con
los polimeros de cubierta (goma arabiga y maltodextrina), teniendo en cuenta que la
utilizacion de estos polimeros en conjunto se debe a que se complementan en paridad,
debido a que por parte de la maltodextrina al tener alta solubilidad en agua proporciona
muchas ventajas en la estabilidad del microencapsulado, sin embargo su capacidad
emulsificante es muy pobre, la cual es compensada al ser mezclada con goma arabiga la
cual tiene mejores propiedades emulsificantes, segin lo mencionado por Akram et al.,
(2021). Asi también, la proporcion utilizada fue de 80% para el material de cubierta y

20% para cada aceite con agua debido a que segiin (Fernandes et al., 2014) existe un
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mejor porcentaje de retencion de aceite en el nucleo de la microcapsula al utilizar una
concentracion superior al 75% (p/p) para goma ardbiga y maltodextrina, obteniendo asi
la emulsidn en total mezclada y homogenizada con ayuda de un agitador mecénico ya que
el mismo permite que en determinado tiempo la solucidn se estabilice al girar las paletas
en una velocidad considerablemente alta y sin considerar la exposicion a una temperatura
elevada que pueda intervenir en el cambio de las propiedades de los aceites, entre otros

aspectos ajenos que se evitan (Dalmazzone, 2005).

Por otro lado, una vez que se obtiene la emulsion y al ser llevada al equipo BUCHI mini
Spray Dryer se incorpora hacia la cdmara de secado del mismo, a una temperatura de
entrada de 160 °C y 80 °C de salida obteniendo después del proceso un polvo de color
blanco (Figura 2.1c y 2.2¢), ya que segun (Bringas et al., 2011) a estas condiciones la
temperatura del aire en la camara de secado tiene una fuerte influencia en la tasa de
evaporacion, retencion de aceite esencial una vez que se forman las microcapsulas y una
mayor eficiencia de microencapsulacion, teniendo en cuenta ademds que la temperatura
de entrada es mucho mayor que la de salida debido a que la temperatura de salida tiene
una influencia negativa en la evaporacion de agua de la emulsion, y mientras mejor sea

la tasa de evaporacion el rendimiento aumenta.

3.2. Evaluacion de la eficiencia de microencapsulacion

En la Figura 3 se observan los resultados de los espectros del analisis infrarrojo, para
medir la eficiencia de microencapsulacion de A.E de romero a través de espectroscopia
por la transformada de Fourier (FTIR), todo esto a través de la visualizaciéon comparativa
de los picos representativos en los espectros tanto de la membrana, el nticleo por separado

y en conjunto.
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3.2.1. [Evaluacion cualitativa de la microencapsulacion de A.E de Salvia rosmarinus (Romero) mediante FT-IR
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A) Polimero de cubierta (maltodextrina + goma arabiga)

B) Espectro de resonancia para el A.E de romero
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Figura 3. 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 A.E de romero; C) Espectro de resonancia de A.E.M de romero; D) Espectros de resonancia
comparativos de mezcla de polimeros (goma arabiga + maltodextrina), A.E de romero y A.E.M de romero.

16



Como se observa en la Figura 3 en la que se muestran los espectros infrarrojos de los
movimientos vibratorios por la transformada de Fourier caracteristicos para la muestra
del A.E.M de romero, detallando la diferencia entre cada parte de este, descritos tanto de
la membrana en la Figura 3A (mezcla polimérica), el nucleo en la Figura 3B (aceite
esencial de romero) y en conjunto por las Figura 3C y Figura 3D para determinar de

manera cualitativa el correcto proceso de microencapsulacion.

Tabla 6. Resultado de los valores del espectro infrarrojo para la muestra de A.E de romero

Valores de
espectro
infrarrojo de la Valores de espectro Valores de espectro
mezcla de %T  infrarrojodel AAE  %T infrarrojo de %T
polimeros (goma de romero A.E.M de romero
arabiga +
maltodextrina)
3328,44 cm’! 83,06 2922,43 cm’! 87,17 < 3318,86 82,58
2925,57 cm’! 88,60 1745,73 cm! 92,40 2923,53 87,49
1605,89 cm’! 93,27 1594,64 cm’! 96,81  1595,32 93,48
1360,63 cm’! 88,86  1447,08 cm! 92,85  1364,28 88,88
993,77 cm’! 67,75 890,34 cm! 88,07 = 1146,93 82,56

En la Tabla 6 presenta los resultados de los valores del espectro infrarrojo para la muestra
de A.E de romero, polimeros de cubierta y del microencapsulado a través del analisis

infrarrojo FTIR.

Al ser comparadas las imagenes de los espectros infrarrojos en la Figura 3 con los valores
obtenidos y extraidos en la Tabla 6, se tiene que en primer lugar los picos correspondientes
para la cubierta polimérica presentes en las Figuras 3A y 4A, donde se visualizan los
valores mas destacables en los picos con valores de 3328,74 cm™ a 83,06 %T y 2925,57
cm’ a 88,60 %T son correspondientes a las vibraciones de estiramiento de carbono e
hidroégeno (CH), principalmente de CH3 y CH, segin (Mot et al., 2022), sin embargo
cabe mencionar que no existieron estiramientos de banda superior a los 3400 c¢cm
correspondiente a estiramientos hidroxilo (OH), que pueden ser perceptibles
individualmente tanto en goma arabiga y maltodextrina, ya que la mezcla de los mismos
implica su participacion en reacciones quimicas durante el proceso de
microencapsulacion como la esterificacion de los mismos (Kang et al., 2019). Por otro

lado, los valores de los picos de estiramiento descritos en los valores entre 1605,89 cm!
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a 93,27 %T son vibraciones de estiramiento de grupos carbonilo y alquilo (C=0, C=C) y
1360,63 cm™ a 88,86 %T son vibracion de flexion simétrica de CH y asimétrica de grupos
CH? y CH?, lo cual es importante tener en cuenta ya que la flexion de los picos
proporciona la informacién simétrica de la estructura de las moléculas, infiriendo en la
presencia de hidrocarburos, cicloalcanos y compuestos orgdnicos de cadenas alquilicas
(Karaaslan et al., 2021), y finalmente el valor de espectro de 993,77 cm™ a 67,75 %T
muestra la vibracion fuera del plano de CH y CH?, es decir que puede incidir en la
presencia de anillos aromaticos, y en el caso de la cubierta, la presencia del anillo piranosa

(Khan et al., 2018).

Por su parte, los valores del espectro de resonancia del A.E de romero visto en la Figura
3By sus valores descritos en la Tabla 6, destaca en primer lugar el pico a 2922,43 cm™ a
87,17 %T correspondiente a vibraciones de banda de los grupos CH, el cual es el mas
comun su presencia en la mayoria de los aceites esenciales, ya que describe la presencia
de compuestos organicos como terpenos, fenilpropanoides y ésteres (Luo et al., 2019),
por otro lado el valor de pico de 1745,73 cm™ a 92,40 %T que describe la presencia de
grupos carbonilo el cudl dicta la presencia de a-tuyona y alcanfor descrito para la mayoria
de especies del género Salvia, mientras que los valores de 1594,64 cm™ a 96,81 %T y
1447,08 cm™ a 92,85 %T seglin (Hameed et al., 2024) estin asociados a grupos con
enlaces alquenos (C=C) los cuales infieren en la presencia de compuestos aromaticos
como pineno, canfeno y limoneno. Por ultimo, el valor de 890,34 cm™ a 88,07 %T
representa las vibraciones fuera del plano de CH correspondiente a los isoprenoides,
siendo el carvacrol el componente principal de este grupo y del A.E de romero (Topala

& Tataru, 2016).

Finalmente, los picos mas destacables del A.E de romero microencapsulado que se
observan en la Figura 3C al ser comparado con los valores de la Figura 3A de la mezcla
de polimeros de cubierta y vistos de mejor manera con valores resaltados en la Tabla 6 se
evidencido su similitud significativa en los valores de espectro asi como el %T,
demostrando que la cubierta del microencapsulado es la unica que muestra valores en el
espectro infrarrojo impidiendo el paso de la luz infrarroja en el nucleo del mismo, es decir
el A.E de romero estuvo perfectamente cubierto. Lo mencionado anteriormente es ain
mas claro en la Figura 3D que compara en una imagen los espectros de la mezcla de
polimeros, el A.E de romero y el A.E.M de romero, donde las intensidades de los picos
del A.E de romero, principalmente a 2922,43 cm™ a 87,17 %Ty 1745,73 cm™ a 92,40 %T
que representan la presencia de grupos alcanos y carbonilos son opacadas por los picos
del microencapsulado obtenido, lo cual también demuestra la exitosa microencapsulacion

de manera visual y cualitativa.

18



3.2.2.

Evaluacion cualitativa de la microencapsulacion de A.E de Mentha piperita
(menta negra) mediante FTIR

En la Figura 4 se observan los resultados de los espectros del analisis infrarrojo, para
medir la eficiencia de microencapsulacion de A.E de menta negra a través de
espectroscopia por la transformada de Fourier (FTIR), todo esto a través de la
visualizacion comparativa de los picos representativos en los espectros tanto de la

membrana, el nicleo por separado y en conjunto.

19



% T

» 1605 80 7T
» 1358083m-1; 38 36T

8l \
3328 ddem-1; 83,08%T

" »gea,r?cm-w;e?,?m

67 .

400 3500 2500 2000 1500 1000

cm-1

3000

600

%T

o » 2966 5 6 08T

861

2870,086m-1; B0T5%T

» wus,lscm.

4

~—_
86 2924,120m-1; 87 37%T

566,76em-1; %6,73%T
1377 42em-1; 82.09%T

1020,56cm-1; 93.63%T

530,Rom-1; 92,79%T
B14,96cm-1; 94.95%T

047 02cm-1: 94, 74%
1455 81cm-1; 91,06%
1 87 81%T 1242,85|:m-1:9024%T 335,98(“11‘11 LTI

30 200

cm-1

Bﬁ T
4000 3500

20

1500 1000 50

A) Polimero de cubierta (maltodextrina + goma arabiga)

B) A.E de menta negra

20



%T

91

904

»weﬁ Ofem-; 0 26%4T

1074
1051

8 2923,10cm-1; 86,36%T —
1367 42em-1; 87 43%T =
80 \
» 3318 44om-1; B076%T 147,130 81 33%T
157
1076,02cm-1; 75,17%T
T
» 905 1, 65,2647 5 . . , ‘ . )
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
] cm-1
64 T T T T T T 1 —————— Mezcla polimérica Sample 027 By Administrator Date jueves, noviembre 18 2021
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 —  AMMenta Muestra 1370 Por Administrator Fecha miércoles, octubre 16 2024
Cm'1 AEMenta Muestra 1375 Por Administrator Fecha miércoles, octubre 16 2024

C) A.E.M de menta negra

D) Comparacion de los movimientos vibratorios de cada muestra

Figura 4. 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 A.E de menta negra; C) Espectro de resonancia de A.E.M de menta negra; D) Espectros de
resonancia comparativos de mezcla de polimeros (goma arabiga + maltodextrina), A.E de menta negra y A.E.M de menta negra.

21



Con respecto a lo que se observa en la Figura 4 en la que se muestran los espectros infrarrojos de
los movimientos vibratorios por la transformada de Fourier caracteristicos para la muestra del
A.E.M de menta negra, detallando la diferencia entre cada parte del mismo, descritos tanto de la
membrana en la Figura 4A (mezcla polimérica), el nicleo en la Figura 4B (aceite esencial de
romero) y en conjunto por las Figura 4C y Figura 4D para determinar de manera cualitativa el

correcto proceso de microencapsulacion.

Tabla 7. Resultado de los valores del espectro infrarrojo para la muestra de aceite esencial de

menta
Valores de
espectro
Valores de espectro
infrarrojo de la Valores de espectro
infrarrojo de
mezcla de %T  infrarrojodel AE  %T %T
A.E.M de menta
polimeros (goma de menta negra
negra
arabiga +
maltodextrina)
3328,44 cm’! 83,06 2956,49 cm’! 86,00 3318,44 cm’! 80,76
2925,57 cm’! 88,60 2924,12 cm’! 87,37  2923,10 cm’! 86,38
1605,89 cm™! 93,27 1708,85 cm™ 87,81 1606,01 cm 92,26
1360,63 cm™! 88,86 1455,81 cm’ 91,06 1367,42 cm™ 87,43
993,77 cm’ 67,75 885,98 cm’! 94,41 995,99 cm’! 65,26

En la Tabla 7 presenta los resultados de los valores del espectro infrarrojo para la muestra de A.E
de menta negra, polimeros de cubierta y del microencapsulado a través del analisis infrarrojo

FTIR.

En primer lugar, los valores de espectro infrarrojo de la mezcla de polimeros que se pueden
observar en la Figura 4A y la Tabla 7 fue descrita y profundizado de mejor manera anteriormente
ya que la microencapsulacion del A.E de menta negra fue realizada con la misma cubierta de
polimeros, obteniendo resultados similares con una correcta microencapsulacion tanto para
romero como para menta. Por consiguiente, con relacion a los valores del espectro de la Figura
4B se puede enfatizar los picos a 2956,49 cm™ a 86,00 %T y 2924,12 cm™ a 87,37 %T que
representan las vibraciones simétricas y asimétricas de CH, CH, y CH3, la banda con el valor de
1708,85 cm™ a 87,81 %T muestras las vibraciones del grupo carbonilo C=0, la otra banda a
1455,81 cm™  a 91,06 %T origina varios de los compuestos organicos con mayor presencia en
el A.E de la menta negra, describiendo ademas que se puede encontrar mentol y mentona en el

rango de espectro de 2894 a 2954 cm™! (Yilmaztekin et al., 2019).
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Para finalizar se puede focalizar la diferencia existente y evidente entre los espectros del A.E de
menta negra con el de la mezcla polimérica y en su conjunto con el del microencapsulado, visto
de mejor manera en la Figura 4D, donde se puede comparar que los picos superpuestos del aceite
esencial son superpuestos con el de la mezcla polimérica y el microencapsulado, esto demuestra
que los picos representativos del A.E de menta negra no deben incidir al final del proceso de
microencapsulacion debido a que la membrana creada en este proceso por la mezcla polimérica

impide la liberacion del mismo al estar en su nticleo (Pajaro et al., 2018).

3.3. Efecto antifiingico de los microencapsulados de A.E de romero y menta negra sobre el

crecimiento micelial de C. fulvum Cooke.

3.3.1. Efecto inhibitorio por el método de difusion en agar

En la siguiente seccion se muestra los resultados del crecimiento micelial C. fulvum Cooke
con respecto a los diferentes tratamientos y controles aplicados, todo esto observado a través
del porcentaje de Inhibicién del Crecimiento Micelial (ICM) mostrado en la Tabla 8§ a

continuacion:

Tabla 8. Resultado del crecimiento micelial de C. fulvum Cooke sobre los diferentes tratamientos.

Tratamientos Promedio del diametro ICM (%)

de crecimiento (mm)

AlCI1 2,6 51,7
T1 AlIC2 2,3 57,9
AIC3 1,8 66,8
A2Cl1 3,5 34,9
T2 A2C2 3,2 41,3
A2C3 2,8 49,1

Control 1 5,4 0
Control 2 3.9 28,8
Control 3 0,6 88,9
Control 4 0,6 88,9
Control 5 0,6 88,9

A1=A.E de menta negra, A2 = A.E de romero, C1=10% de A.E.M en PDA, C2=20% de A.E.M en PDA,
C3=30% de A.E.M en PDA, Control 1= Control negativo, Control 2= PDA + microencapsulado sin A.E,
Control 3= Control positivo, Control 4= PDA + A.E de menta negra, Control 5= PDA + A.E de romero.

Tal como se puede observar en la Tabla 8 demuestra a partir del porcentaje de inhibicion ICM
que el A.E.M de menta negra y romero (Tratamientos 1 y 2) a diferentes concentraciones de
microencapsulado en el medio de cultivo al ser comparado con el control negativo (Control 1),

demuestra que existe disminucion en el crecimiento micelial de medio PDA, teniendo en cuenta
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que cuanto mayor sea la concentracion utilizada de A.E.M, tiene mayor incidencia en inhibir el
crecimiento de C. fulvum Cooke. Segiin lo mencionado anteriormente para el caso de los dos
tratamientos utilizados hubo mejor porcentaje de inhibicién a 30% de A.E.M (C3) con un
porcentaje de inhibicién ICM del 66,8% para el A.E.M de menta negra y un porcentaje de
inhibicion ICM del 49,1% para el A.E.M de romero, seguido de las concentraciones mas bajas de
20% y 10% de A.E.M (C1 y C2) las cuales tuvieron un porcentaje de inhibicion ICM maés bajo,
esto se debe a que como menciona Bustamante et al., (2023) con una mayor concentracion de
A.E.M permite que actuen una mayor cantidad de compuestos antifingicos activos, es decir una
mayor actividad en la interaccion en la membrana celular de C. fulvum Cooke, ademas de

intervenir en sus procesos metabolicos.

Como se muestra en las Figuras 5 y 6 a través del diagrama de barras, se puede observar el
promedio del porcentaje de inhibicion ICM en torno a las diferentes concentraciones de A.E de

romero y menta negra, como se muestra a continuacion:

ICM (%) de las concentraciones del ICM (%) de las concentraciones del
A.E.M de romero A.E.M de menta negra
100 100
90 90
80 80
66,8
_ 70 _ 70 570
S 60 49’1 g 60 51,7
= 50 41,3 = 50
p ' 3
30 30
20 20
10 10
0 0
10% 20% 30% C10% C20% C30%
Concentraciones Concentraciones

Figura 5. Diagrama de barras del ICM (%) de  Figura 6. Diagrama de barras del ICM (%) de las

las concentraciones del A.E.M de romero concentraciones del A.E.M de menta negra

En las Figuras 5 y 6 se puede observar que el mejor porcentaje de inhibicion se dio con la
concentracion mas alta de A.E.M, tanto para romero como para menta, con una diferencia del
casi 10% entre las tres concentraciones, sin embargo, el porcentaje de inhibicion del A.E.M de
menta negra en los tres casos fueron superiores al valor mas alto registrado por el A.E.M de

romero.

Ademas de manera grafica se puede observar en la Figura 7 por medio de un grafico de barras
los valores de media obtenido para los diferentes tratamientos y controles, obteniendo un espectro

mas amplio del resultado que se obtuvo.
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Diagrama de barras del porcentaje de inhibicién ICM con
respecto a los diferentes tratamientos
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Tratamientos y Controles

Figura 7. Diagrama de barras representando el valor de medias del porcentaje de inhibicion del

crecimiento micelial (ICM) total para los tratamiento y controles.

En la Figura 7 se puede observar gracias al diagrama de barras que los tanto el A.E.M de menta
negra como romero mantienen un rango considerable de porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial (ICM), siendo bastantes significativos considerando el control negativo y cabe destacar
que los Controles 3,4 y 5 mantuvieron una media de igual valor considerando asi que no hubo

diferencia significativa entre los A.E puros utilizados con el fungicida de origen quimico.

Por lo mismo, comparativamente los controles que corresponde al 100% de A.E utilizado para
los dos tipos de tratamiento (Control 4 y 5) se tiene un porcentaje de inhibicion ICM del 88,9%
para los dos casos, contrastando con los porcentajes de inhibicion mas altos obtenidos
mencionados anteriormente al 30% de A.E.M como se observa en la Figura 7, que cabe recordar
que cada microcapsula contiene el 20% de A.E efectivo, por lo tanto los tratamientos realizados
al 30% de A.E.M en medio PDA contiene tan solo el 6% de A.E efectivo, asi que existid inhibicion
del crecimiento mucho mas alta a la esperada segin los resultados obtenidos y comparados. Estos
resultados pueden deberse a que, primero en el caso de la menta, asi como en la investigacion de
Moghaddam et al., (2013) al estudiar la composicion del A.E de menta negra y su efecto
antifungico, muestra como resultado que la inhibicion del crecimiento se debe principalmente a
sus componentes, principalmente la mentona, mentol y mentofurano entre otros compuestos
organicos descritos que actuan de manera conjunta para evitar el crecimiento de conidios y
expansion por esporas, ademas segiin Tancinova et al., (2023) muestra que en el caso de
Cladosporium después de 7 dias de cultivo presenta inhibicion a una concentraciéon minima de

250 pL/L de A.E de menta. Mientras que segiin Bozin et al., (2007) de modo similar para el A.E
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de romero al ser analizado su composicion muestra que la actividad antifiingica esta relacionado
a sus componentes primarios como terpenos y monoterpenos, teniendo en mayor composicion
alcanfor, tuyona y borneol especificamente estos compuestos aromaticos, penetran a través de la
membrana celular e intervienen en sitios activos de enzimas fungicas, desestabilizando su
metabolismo y afectando la estabilidad estructural de la misma y evitando su proliferacion
previniendo la germinacion de las esporas por medio de los compuestos volatiles, pero para el
A.E de romero la actividad inhibitoria no se relaciona con la gradiente creciente de concentracion
como se ve en la Tabla 8 donde la actividad tiene una diferencia minima entre las tres debido a
que la tuyona no incide en la actividad inhibitoria y segln la especie de plantas del género Salvia
interfiere en una mayor concentracion de alcanfor que si actia sobre el metabolismo de membrana
y la germinacion de esporas para la proliferacion de Cladosporium (Pinto et al., 2007). Y por
consiguiente también hay que destacar que los polimeros de cubierta del microencapsulado tienen
un efecto minimo visible en el crecimiento de C. fulvum Cooke como muestra el Control 2, ya
que la maltodextrina y goma ardbiga por si solos no inhiben directamente al crecimiento de
hongos fitopatégenos, como se observa en la Figura 7, pero en conjunto con el A.E lo protege y

mejora su dispersion en el medio (Sarabandi et al., 2019).

Por lo demas al descomponer los resultados de los tratamientos se tiene que para el caso del A.E
de menta presenta una mayor actividad antifingica en comparacion al A.E de romero como se
observan en las Figuras 5,6 y 7 , describiendo que: a 10% de A.E.M (C1) el porcentaje de
inhibicion ICM fue del 51,7% para menta negra y de 34,9% para romero; a 20% de A.E.M (C2)
el porcentaje de inhibicion ICM fue del 57,9% para menta negra y de 41,3% para romero; 30%
de A.E.M (C3) el porcentaje de inhibicion ICM fue del 66,8% para menta negra de 49,1% para
romero. Esta variacion que fue explicada anteriormente es complementada ya que la variacion de
los componentes quimicos hace que la menta tenga mayor poder inhibitorio debido a su contenido
de mentol, mentona, que son fuertemente influyentes en la descomposicion de la membrana
plasmatica en cambio el A.E de romero en sus componentes estd mas asociado a la inhibicion de
la germinacion, pero también en el caso de los tratamientos utilizando A.E.M en el proceso de
microencapsulacion gracias a los polimeros de membrana utilizados como cubierta de los
microencapsulados, ayudan e influyen en la mejora de la inhibicion de la actividad antifungica
(Al-Rejaboo & Jalaluldeen, 2019). Y finalmente comparado con el control positivo (C3) el cual
es un fungicida comercial llamado PREDOSTAR que estd denominado en su ficha técnica por
(INTEROC, 2017) siendo un fungicida sistémico que contiene Metalaxil y Propamocarb
actuando independientemente en la inhibicion de la sintesis de ARN y en la formacion y
estabilidad de la membrana celular, siendo asi unos de los fungicidas con mejor resultado en el
mercado, teniendo como resultado en el caso de C. fulvum Cooke un porcentaje de inhibicion

ICM de 88,9%, es decir, igual al obtenido por los Controles 4 y 5 que utilizan aceite esencial puro
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en dispersion en medio PDA, debido a que tiene similar modo de accidn contra hongos fungicidas,

por lo tanto los resultados esperados se correlacionan con los obtenidos.

Para complementar lo obtenido se realizo el andlisis estadistico de los resultados obtenidos por
medio del analisis de varianza (ANOVA) de cada uno de los factores como se muestra en la Tabla
9 que permite comparar las medias en base a la respuesta tanto del modelo, del A.E y de las

concentraciones como se muestra a continuacion:
Tabla 9. Analisis de varianza

Analisis de la varianza

Variable N R® R® Aj CW
Porcentaje de inhibicidén d.. 30 0,94 0,92 6,67

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 3%29,79%9 5 785,96 71,30 <0,0001
Aceites esenciales 2401,2% 1 2401,2% 217,84 <0,0001
Concentraciones 1517,20 2 758,60 68,82 <0,0001
Aceites esenciales*Concent.. 11,31 2 5,65 0,51 0,6051
Error 264,56 24 11,02
Total 4194,35 29

Fuente: Realizacion propia en Infostat.
A partir de lo observado en la Tabla 9 muestra que gracias al nivel de significancia (p-valor), se
interpreta en que existieron diferencias estadisticas significativas entre los aceites esenciales de
Menta negra y Romero en relacion al porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial que al ser
mayor al nivel de significancia preestablecido (0,05), asi también en el caso de las
concentraciones que al tener un p-valor <0.05 significa que es altamente significativo, mas sin
embargo, la interaccion entre los dos factores (A.E y concentracion) al tener un p-valor >0,05

indica que sin importar el tipo de A.E su funcion es similar a cualquier concentracion.

Por tltimo, en la Tabla 10 se muestra el resultado de realizar una prueba post hoc de comparacion
multiple a través de la prueba de Tukey para asi obtener las diferencias significativas de las

diferentes concentraciones de A.E.M utilizadas.

Tabla 10. Comparaciones multiples a través de la prueba de Tukey
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Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=6,459252

Error: 11,0232 gl: 24

Aceites egsenciales Medias n E.E.

Romero al 10% 32,84
Romero al 20% 38,38
Romero al 30% 51,28
menta al 10% 52,02
menta al 20% 56,64
menta al 30% 67,52

o ononoGn

5

1,48 A
1,48 A
1,48
1,48
1,48
1,48

B
B
B
C

Msdias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0,05)

Fuente: Realizacion propia en Infostat.

Obteniendo que, el A.E.M de menta negra al 30% fue quien mostré el mayor porcentaje de

inhibicion del crecimiento micelial de Cladosporium fulvum con el método de dilucion en agar

utilizando cajas de Petri, seguido por A.E.M de romero al 30%, A.E.M de menta negra al 10% y

A.EM de menta negra al 20%, quienes presentaron una menor inhibicion agrupada pero

significativa y finalmente A.E.M de romero al 10% y A.E.M de romero al 20% presentando un

porcentaje de inhibicion ain mas bajo.

3.3.2. Caracteristicas de las colonias de C. fulvum Cooke

En esta seccion en la Tabla 11 se puede observar a través de un registro fotografico las

caracteristicas de las colonias de C. fulvum Cooke para los diferentes tratamientos después

de 7 dias de incubacion.

Tabla 11. Resultado fotografico de las caracteristicas de las colonias de C. fulvum Cooke para los

diferentes tratamientos

Tratamiento C1

C2 C3

A.EM de

menta negra

A.EM de

romero
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Control 1

Control 2

Control 3

Control 4

Control 5

C1=10% de A.EM en PDA, C2= 20% de A.E.M en PDA, C3= 30% de A.E.M en PDA, Control 1=
Control negativo, Control 2= PDA + microencapsulado sin A.E, Control 3= Control positivo, Control 4=
PDA + A.E de menta negra, Control 5= PDA + A.E de romero.

En la Tabla 11 se puede observar las colonias de C. fulvum Cooke, mostrando que en condiciones
normales en medio PDA como se muestra en el Control 1 se identifica a través una colonia
uniforme con textura afelpada en todos los casos, con un color verde olivo grisaceo y bastante
oscurecido tanto en el anverso e inverso de las cajas Petri lo cual indica una buena caracteristica

morfoldgica de C. fulvum Cooke segtn (Leiva et al., 2023), destacando ademas que la ausencia
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de transpiracion y una correcta metodologia de cultivo permitio tener cultivos selectivos y evitar

la contaminacion ambiental que puede existir en este tipo de medio.

En este momento al analizar las caracteristicas morfoldgicas en conjunto, se tiene que al agregar
un factor externo en el medio de cultivo PDA afecta al crecimiento y proliferacion normal de C.
fulvum Cooke, ya que en este estudio se utilizaron dos tipos de aceite esencial (A.E de menta
negra y romero) que afectaron de manera evidente en el crecimiento normal, considerando su
utilizacion en forma microencapsulada a diferentes concentraciones en el total del medio de
cultivo, teniendo asi como se observa en la Tabla 11 que al ascender la concentracion de A.E.M
(C1, C2 y C3) en el medio de cultivo incide en la formacion de colonias abundantes y su
proliferacion en toda la caja Petri, obteniendo mejores resultados de inhibicion visibles a una
concentracion mas alta en los dos casos (C3) y comprobando ademés ausencia casi total de
crecimiento de C. fulvum Cooke en los controles utilizando solo A.E de menta negra y romero,
es decir mientras mayor sea la concentracion de A.E efectivo en el medio, mayor es la inhibicion,
que comparado con el control positivo el cual usa un control quimico, genera resultados
semejantes, asi como en el estudio de Girardi et al, (2017) utilizando A.E.M sobre
Cladosporium, describiendo que una correcta microencapsulacion y entre mayor sea su

concentracion en el medio permite inhibir y controlar su crecimiento.

3.3.3. Efecto de las microdiluciones en el ensayo de viabilidad con Alamar Blue frente a C.
fulvum Cooke)

A continuacion, en las Figuras 8 y 9 se presentan los resultados de cambio de color prueba con

Alamar Blue al 0,1% en C. fulvum Cooke con el A.E.M de romero y menta, con los respectivos

controles.

Figura 8. Resultado de la prueba con Alamar  Figura 9. Resultado de la prueba con Alamar
Blue al 0,1% en C. fulvum Cooke con el A.E.M Blue al 0,1% en C. fulvum Cooke con el
de romero. A.E.M de menta negra.
En el ensayo de Alamar Blue que se aplico para medir la viabilidad celular, se combino con los
tratamientos en estudio por su capacidad de detectar la actividad metabolica de las celulas. Es asi
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como en la Figura 8 se visualizdé los cambios de color de azul inicial a rosado oscuro (fila
B:columna 8) indicando actividad metabolica alta a una concentracion del 30%. Por otro lado, en
la Figura 9 los pozos correspondientes a la columna 2 y 4 que representan a los controles sin
hongo ni aplicacion de ningun tratamiento sostienen colores amarillos o anaranjados, revelando
una inexistente actividad metabolica significativa siendo controles de buen funcionamiento para
la comparacion. Al considerar la concentracion mas alta de 30% presento colores de rojo tenue

siendo este un efecto fuerte contra la viabilidad del hongo.

Visualmente la comparacion de las placas de la Figura 8 y 9 explico que al considerar
concentraciones altas (30%) la Figura 9 correspondiente al A.E.M de menta manifiesta un efecto

inhibitorio comparable al del A.E.M de romero con colores mas claros en la placa.

3.3.3.1. Porcentaje de inhibicion
El porcentaje de inhibicion fue una herramienta util en el desarrollo experimental, ya que
permitio tener informacion valiosa de la efectividad de los A.E.M de menta negra y romero
junto al ensayo de Alamar Blue que se realizé previamente ya que es un indicador redox que

evidencid cambio de color en respuesta a la actividad metabdlica de las células.

Tabla 12. Resultado del porcentaje de inhibicion de los diferentes tratamientos en el ensayo de

Alamar Blue.

Concentraciones del A.E.M de menta negra

10% 20% 30%

Porcentaje de

inhibicién (%)

24,61 51,19 62,11

Concentraciones del A.E.M de romero

10% 20% 30%

Porcentaje de

inhibicion (%)

22,09 32,70 46,82

En la Tabla 12 se evidencio al A.E.M de menta negra que mientras mas concentracion se
ocupa mas aumenta el porcentaje de inhibicion en el ensayo con Alamar Blue, en donde al
20 % y 30 % de concentracion se da un incremento notable de 10,92% reflejando una
efectividad del A.E.M de menta negra mas estable a una concentraciéon mucho mas alta. Por
otro lado, con el A.E.M de romero la diferencia del 20% y 30% fue de 14,12% siendo efectivo
de igual manera, aunque menos significativo comparado con el A.E.M de menta negra. Los
dos A.E.M de romero y menta negra mostraron una tendencia positiva en cuanto a la
inhibicion al ir aumentando su concentracion (ver Figura 8 y 9). Sin embargo, el aceite

esencial de menta resulto ser mas relevante en este estudio y en términos de inhibicion,
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mediante la observacion cualitativa que mostraron las placas y el calculo del porcentaje de

inhibicion.

A través de la Figura 10 se puede observar a través de un diagrama de barras, el porcentaje
de inhibicion obtenido por el método de Microdiluciones en el ensayo de viabilidad con

Alamar Blue.

Diagrama de barras del porcentaje de inhibicién

70
62,11
60
51,19
50
2
[
= 40 m Aceite esencial de
2 romero
S 30 29 092461
' m Aceite esencial de
20 menta
10
0

10% 20% 30%

Concentraciones

Figura 10. Diagrama de barras representando el porcentaje de inhibicion de los aceites

esenciales de romero y menta y sus respectivas concentraciones.

Como muestra en la Figura 10, a pesar de utilizar otro método de comprobaciéon del
porcentaje de inhibicion se obtuvieron resultados similares a los obtenidos por difusion en
agar (Figura 5 y 6), teniendo que de igual forma a una mayor concentracion de A.E.M se
obtiene un mayor porcentaje de inhibicidon para menta y romero, con la diferencia de que el
A.E.M de menta negra en este caso también fue mas efectivo inhibiendo la cepa de C. fulvum

Cooke.

3.4. Verificacion de hipotesis

Ho < 0,05: Se rechaza la hipotesis nula.

Ha: Se acepta la hipdtesis alternativa, se concluye que existe diferencia significativa entre los
porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial (ICM) y el tipo de aceite esencial con diferentes

concentraciones de A.E microencapsulado.
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4. CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se llevo a cabo la microencapsulacion de los aceites esenciales de romero y menta negra
(Salvia rosmarinus y Mentha piperita respectivamente) por medio del método de secado
por aspersion, mezclando los polimeros microencapsulantes como la maltodextrina y
goma arabiga en condiciones Optimas a una temperatura de entrada de 160 °C y a una
temperatura de salida de 80 °C, con una proporcion de 20:80 del ingrediente activo y el
polimero.

Se analizd6 la eficiencia de los A.EM de romero y menta negra mediante
espectrofotometria infrarroja de transformada de Fourier (FTIR), identificando la
incorporacion efectiva de los aceites esenciales en la matriz de microencapsulacion, en
los espectros se evidencio los grupos funcionales de los aceites esenciales mas los
materiales encapsulantes demostrando una técnica exitosa.

Se determind la actividad antifungica in vitro de los A.E.M de romero y menta negra,
dando una diferencia significativa en la efectividad de estos tratamientos, ya que a la
concentracion del 30% el A.E.M de menta negra mostré un ICM de 66,8% lo cual supero
el valor del A.E.M de romero de 49,1%. Por otra parte, en el ensayo de viabilidad celular
con Alamar Blue, se destacd nuevamente el A.E.M de menta negra con un porcentaje de
inhibicion del 62,11%, por el contrario del A.E.M de romero que arrojo un 46,82% a la
misma concentracion. Lo cual indico, que el A.E.M de menta negra es el mas eficaz en

este estudio para la inhibicion de C. fulvum en condiciones evaluadas.

4.2 RECOMENDACIONES

Emplear normas de esterilidad al realizar la microencapsulacion evitando contaminaciones

cruzadas en el resultado final.

Utilizar otros tipos de aceites esenciales que ayuden a potencializar la alternativa ecologica

a los fungicidas comerciales.

Aumentar los valores de concentracion de los aceites esenciales microencapsulados en el

analisis in vitro del crecimiento de Cladosporium fulvum Cooke en una futura

experimentacion diferenciando el cambio en su inhibicion.
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Anexos

Usando el equipc; de seguridad en el

laboratorio para ejecucion de experimentos.

i

Ejemplo de la consistencia del

Filtracion de los microencapsulados.
microencapsulado para ser llevado a

esterilizar.

Anexo 1. Preparacion de la microencapsulacion.
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del medio PDA.
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Crecimiento del hongo.

Anexo 2. Método de difusion en agar.

40



& 7/ BN

Adicion del colorante.

con el colorante.

Lectura de la placa en espectrofotometro.

Anexo 3. Ensayo del Alamar Blue.
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