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RESUMEN

La finalidad de este estudio es buscar alternativas para la elaboracién de futuros
fungicidas naturales mediante la bioprospeccion de especies vegetales. El proyecto se
enfocd en evaluar el potencial antifingico de siete especies, siendo estas, Origanum
vulgare (orégano) y Plectranthus amboinicus (orégano), Thymus vulgaris (tomillo),
Ocimum basilicum (albahaca), Allium sativum (ajo), Theobroma cacao (cascaras de
cacao) y Vernonanthura Patens (laritaco), contra los hongos Fusarium verticillioides,
Fusarium globosum y Moniliophthora roreri. La propuesta se desarroll6 a partir de una
revision bibliografica para la seleccion de especies, luego, estas fueron recolectadas y
secadas. Posteriormente, se obtuvieron los aceites esenciales de orégano y tomillo,
empleando la destilacion y los extractos de las especies restantes, por maceracion. Para
la identificacion y cuantificacion de los compuestos activos se realizé un andlisis por CG-
EM, mientras que, para la determinacion cuantitativa de los compuestos fendlicos, se
empled una modificacion del ensayo de Folin-Ciaocalteu. El analisis cromatografico
mostré que los componentes mayoritarios en el aceite de tomillo fueron timol (31.8%) y
p-cimeno (27.6%), para el aceite de orégano (O. vulgare), y-terpineno (26.9%), mientras
gue para el aceite de orégano (P. amboinicus), carvacrol-timol (47.1%). En cuanto a la
cuantificacion de compuestos fendlicos, las especies con mayor concentracion fueron las
cascaras de cacao y la albahaca con 8477 ppm y 5069 ppm, respectivamente.
Finalmente, se realizd una evaluacion in vitro de los aceites y extractos con los
patogenos, siendo el ajo la especie que presentd mayor inhibicidon contra F. verticillioides

a partir de 6000 ppm.

Palabras claves: Bioprospeccion, aceite esencial, extracto, patdégenos, potencial

antifangico.



ABSTRACT

In this study, the purpose is to search for alternatives to develop future natural fungicides
through the bioprospecting of plant species. This project was focused on evaluating the
antifungal potential of seven species, such as Origanum vulgare (oregano) and
Plectranthus amboinicus (oregano), Thymus vulgaris (thyme), Ocimum basilicum (basil),
Allium sativum (garlic), Theobroma cacao (cocoa pods) and Vernonanthura Patens
(laritaco), against Fusarium verticillioides, Fusarium globosum and Moniliophthora roreri.
In order to select the species, a bibliographic review was done. Plants were recollected
and dried. Then, the essential oils of oregano and thyme were obtained by distillation
while the extracts of the other species were prepared by maceration. For the identification
and quantification of the active compounds, a GC-MS analysis was performed and for the
guantitative determination of the phenolic compounds, a modification of the Folin-
Ciaocalteu assay was used. Chromatographic analysis showed the major components in
thyme oil were thymol (31.8%) and p-cymene (27.6%), for oregano oil (O. vulgare), y-
terpinene (26.9%), while for oregano oil (P. amboinicus), carvacrol-thymol (47.1%). For
the quantification of phenolic compounds, the species with the highest concentration were
cocoa pods and basil with 8477 ppm and 5069 ppm, respectively. Finally, an in vitro
evaluation of the oils and extracts with the pathogens was carried out, results showed

garlic was the most inhibitor against F. verticillioides above 6000 ppm.

Keywords: Bioprospecting, essential oil, extract, pathogens, antifungal potential.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCCION

1.1 Descripcién del problema

Ecuador forma parte de una de las regiones mas ricas en produccion agropecuaria por
presentar la mas diversa y compleja gama de sistemas agropecuarios del mundo debido
a su clima tropical y tierras fértiles. En este sentido, la agricultura juega un importante
papel en su economia, ya que la produccion se enfoca en el consumo nacional y en su

exportacion (Fiallo Iturralde, 2017).

El banano corresponde a uno de los principales productos de exportacion, representa
méas del 30% de la oferta mundial (Ledn-Serrano, Matailo-Pinta, Romero-Ramoén, &
Portalanza-Chavarria, 2020). En cuanto al cacao, Ecuador es el primer exportador de
sus granos en Ameérica y al mismo tiempo se posiciona en el 4to puesto en el mundo

(Ministerio de Agricultura y Ganaderia del Ecuador, 2021).

En este contexto, los altos niveles de exportacion se deben a los altos estandares de
calidad de estos productos, asi como de sus caracteristicas. Sin embargo, existen
hongos que atacan de forma agresiva a estos cultivos como los del género Fusarium y
Moniliophthora, causando enfermedades que representan hasta un 80% pérdida en el

rendimiento de los cultivos (Bailey, Evans, Phillips-Mora, Ali, & Meinhardt, 2018).

En el caso del banano, los hongos del género Fusarium causa enfermedades
relacionadas con la marchitez de las plantas, destruyendo totalmente la planta al atacar
directamente su sistema vascular. Una vez que su sistema vascular es atacado, esta no
recibe los nutrientes, ni agua, haciendo que se marchite. Este hongo se propaga
facilmente, puesto que sus esporas pueden sobrevivir en los suelos y pueden

impregnarse en herramientas agricolas (ONU, 2019).

Por otra parte, existe una enfermedad denominada Molinialisis, que resulta
extremadamente peligrosa para los cultivos de cacao, causada por hongos del género
Moniliophthora, que se presenta como manchas blancas en el exterior del fruto y produce

su putrefaccion interna y externa. Algunos frutos presentan un aspecto saludable, pero



en su interior, los granos y la pulpa forman una masa compacta rodeada de una sustancia

acuosa, que es resultante de la putrefaccion (Pérez-Vicente, 2018).

Ambas enfermedades son irreversibles, por este motivo se busca eliminar parcial o
completamente estos hongos. En la actualidad, el método de control mas utilizado es el
empleo de plaguicidas sintéticos, sin embargo, a pesar de ser casi efectivos, el uso de
estos plaguicidas puede traer consigo problemas que afectan al medio ambiente, asi

como a la salud del ser humano (Moutassem, Belabid, Bellik, Ziouche, & Baali, 2019).

Los residuos téxicos encontrados en la cadena alimenticia, la resistencia y resurgimiento
por parte de las plagas y la destruccion de la fauna benéfica encargada de su control,
son algunas consecuencias dafiinas, por lo que existe la necesidad de reducir el uso de
qguimicos en la agricultura, optando por la aplicacion de aceites esenciales y extractos

vegetales, para lo cual es necesaria la bioprospeccion.

Estudios demuestran que gran parte de las especies vegetales como plantas medicinales
y aroméaticas poseen compuestos activos con propiedades antibacterianas y antifingicas
como flavonoides y compuestos fendlicos. A partir de esto, se realizan pruebas in vitro
para determinar el grado de inhibicion de estas especies con los patégenos a estudiar
(Moutassem, Belabid, Bellik, Ziouche, & Baali, 2019).

Para la seleccién de especies vegetales a evaluar en los diferentes hongos existen
requerimientos y restricciones que deben tomarse en cuenta. Los factores involucran la
ubicacion de colecta y cual parte de la planta sera utilizada, debido a que de esto
depende la cantidad de metabolitos que actuaran para inhibir al patégeno. Asi mismo,
las especies recolectadas no deben contener residuos toxicos provenientes de
pesticidas, puesto que esto puede arrojar falsos positivos al momento de evaluar la

actividad microbiana de dichas especies.

Las restricciones legales involucradas corresponden al Permiso de acceso a recursos
genéticos requerido por el Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién Ecolégica (MAAE),
asi como la respectiva identificacion de las especies por medio de la herborizacion de

las mismas.



1.2 Justificacion del problema

El cacao y el banano son unos de los cultivos mas importantes en el Ecuador, de tal
manera que son parte de los productos primarios de exportacion junto con el petroleo.
Sin embargo, existen patégenos como los hongos del género Moniliophthora y Fusarium
que afectan drasticamente a estos cultivos en sus diferentes estados, provocando
altibajos en la produccion y pérdidas en el rendimiento del cultivo (Leandro Mufioz, et al.,
2017).

Existen algunos tratamientos para el control de estos patdgenos, entre ellos se encuentra
el manejo integrado del cultivo con el control de malezas, remocion y eliminacién
semanal de frutos enfermos. Otras opciones son el control genético mediante el uso de
genotipos tolerantes a la enfermedad y el control quimico con el uso de fungicidas que
involucra un alto riesgo ambiental (Gomez-Lépez, et al., 2020). Cabe recalcar que
ninguno de estos tratamientos logra erradicar por completo a dichos patdgenos y no se

obtienen resultados efectivos.

Con respecto al control quimico con fungicidas, estos han desempefiado un papel clave
en la proteccién de cultivos, pero con el paso del tiempo dichos hongos han adquirido
resistencia a estos plaguicidas sintéticos, o que ocasiona su resurgimiento (Lucas,
Hawkins, & Fraaije, 2015). Por ello, es importante el estudio de nuevas alternativas de
control efectivas con un menor impacto ambiental, puesto que el uso de los plaguicidas

sintéticos genera residuos toxicos que alteran la calidad del cultivo y el ambiente.

Se realiza una bioprospeccion de un grupo de especies vegetales, con antecedentes
reportadas en la literatura de actividad antimicrobiana por la presencia de compuestos
volatiles, que ayudan a la inhibicién contra patdgenos presentes en cultivos de cacao y
banano. Algunas de las especies vegetales que se mencionan son: Thymus vulgaris
(tomillo), Origanum vulgare y Plectranthus amboinicus (orégano), Ocimum basilicum
(albahaca), Allium sativum (ajo) y Vernonanthura Patens (Laritaco), las mismas que han
sido evaluadas de forma in vitro con altos porcentajes de inhibicion (Gomez-Lopez, et.
al, 2020; Singh J. K., Kumar, Kumar, Kumar, & Mehta, 2017).



Finalmente, también es de gran interés el empleo de residuos, por ello se incluyen las

cascaras de cacao (Theobroma cacao), puesto que han sido estudiadas con fines

antimicrobianos contra el hongo Fusarium oxysporum, obteniendo resultados

favorecedores en la inhibicion del patégeno (Rachmawaty, et al., 2018).

1.3

Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana de especies vegetales in vitro contra
patégenos de cultivos de cacao y banano y su potencial uso como fungicida

natural.
1.3.2 Objetivos Especificos

Evaluar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales y extractos obtenidos a
partir de las especies Origanum vulgare, Plectranthus amboinicus, Thymus
vulgaris, Ocimum basilicum, Allium sativum, Theobroma cacao y Vernonanthura

Patens contra los hongos pertenecientes al género Fusarium y Moniliophthora.

. Analizar la cantidad de polifenoles de los aceites esenciales y extractos obtenidos

para el estudio de su relacién con el potencial inhibitorio de cada especie.

Elaborar un Flyer informativo de especies vegetales con una efectiva actividad

antimicrobiana para la inhibicién contra los patégenos estudiados.



1.4 Marco Tedrico
1.4.1 Bioprospeccién

La biodiversidad corresponde a la variedad de organismos vivos de cualquier
ecosistema, siendo resultado de los procesos naturales y culturales de un pais. Muchos
recursos que ofrece la naturaleza son destinados a la actividad productiva. Actualmente,
la industria es lo que mueve al mundo, y el excesivo uso de quimicos suele traer
consecuencias tanto para el ser humano como para el medio ambiente, por lo que la
elaboracién de productos naturales ha sido considerada como una gran alternativa
(Velasquez, 2019).

La Bioprospeccion permite evaluar propiedades de las especies vegetales ya que estas,
poseen compuestos activos antimicrobianos, antifingicos y antioxidantes que resultan
de gran interés para la elaboracion de medicinas, aceites, fibras, bebidas naturales,

fungicidas, entre otros productos (Dwivedy, et al., 2019).

1.4.2 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana engloba a todos los principios 0 agentes activos que se
encargan de inhibir el crecimiento de bacterias, prevenir la formacién de colonias
microbianas y destruir microorganismos. Cabe recalcar que, la actividad puede hacer
referencia al campo antibacteriano, bactericida, bacteriostatico, fungicida, fungistatico,

biocida y biostatico (ElImogahzy, 2020).

1.4.3 Metabolitos primarios

Los metabolitos primarios estan involucrados en el crecimiento, desarrollo y reproduccion
del organismo. Los metabolitos primarios normalmente se forman durante la fase de
crecimiento como resultado del metabolismo energético y se consideran esenciales para
un crecimiento adecuado. Estos metabolitos primarios son relativamente uniformes en
Su estructura y entre estos, se incluye a los carbohidratos, aminoacidos, lipidos, entre
otros. En las plantas, son los genes los que controlan la materia prima para su produccion
y dan las instrucciones para la formacion de catalizadores (enzimas) que intervienen en

su sintesis y descomposicion (Rosales Torres, 2019).



1.4.4 Metabolitos secundarios

En las plantas, los metabolitos secundarios son varios compuestos quimicos producidos
por la célula vegetal a través de vias metabdlicas derivadas de las vias metabdlicas
primarias ( Vijayakumar & Raja, 2018), entre las que citamos: terpernos, alcaloides,
fenoles simples, acidos fendlicos, taninos, cumarinas, lignanos, quinonas y flavonoides
(Rosales Torres, 2019). Los cuales han demostrado in vitro que poseen varios efectos
bioloégicos como antibidticos, antifungicos y antivirales, que protegen a las plantas de los
patégenos. Por otro lado, para la sintesis de metabolitos secundarios es importante
considerar la variacién de las condiciones ambientales y de las interacciones bibticas
(Hussein & El-Anssary, 2019).

1.4.4.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios comunes en el reino vegetal.
Estos compuestos se caracterizan por llevar uno o méas grupos hidroxilo. Los mas
comunes en la naturaleza con una amplia gama de actividades biolégicas son las

chalconas, las xantonas y los flavonoides (Valencia-Avilés, et. al, 2017).

Una forma de cuantificar los compuestos fendlicos es por medio del método de la
reaccion Folin-Ciocalteu (F-C), este es un ensayo antioxidante basado en la
transferencia de electrones, que mide la capacidad reductora de un antioxidante. Se ha
aplicado ampliamente en la determinacion del contenido total de polifenoles de muestras
biologicas y de alimentos de origen vegetal. Este método del reactivo F — C esta
disponible comercialmente para utilizarlo en la cuantificacion de compuestos fendlicos
en extractos derivados de plantas, asi como en alimentos y bebidas (Lamuela-Raventés,
2017).

1.4.5 Hongos

1.4.5.1 Hongo género Fusarium

El género Fusarium se caracteriza por ser resistente por su capacidad de sobrevivir en
ausencia de un huésped y su rapida proliferacion debido a sus tres tipos de esporas:
microconidios, macroconidios y clamidosporas durante su ciclo de vida (Bonelo Chavarro
& Sanchez Leal, 2018).



Las enfermedades causadas por este género estan relacionadas con el marchitamiento
de las plantas. Una vez que las raices de las plantas se infecten, el hongo crece en
direccion al rizoma y al pseudotallo, empezando a destruir su sistema vascular, ahi es
cuando se empiezan a tornar de color rojizo (Garcia-Velasco, Portal-Gonzélez, Santos-

Bermudez, Rodriguez-Garcia, & Companioni-Gonzélez, 2021).

Figura 1.1 Sintomas externos e internos de la enfermedad de la
Marchitez por Fusarium causado por Fusarium spp. (A)
Sintomas externos (B-C) Sintomas internos. (Secretaria

General de la Comunidad Andina, 2020)

Estos hongos son filamentosos y suelen crecer a 37°C y liberan toxinas que pueden ser
peligrosas para el hombre y los animales (Tapia & Amaro, 2014). A continuacion, se

muestran las especies del género Fusarium con el huésped tipico y la distribucion

geogréafica.



Tabla 1.1 Especies de Fusarium, huésped y distribuciéon geografica (SENASICA, 2015)

Especies de Fusarium

Plantas hospederas

Distribucion geogréfica

F. acuminatum

Legumbres

Regiones templadas

F. andiyazi

Sorgo

Africa, Australia, EE. UU.

F. anthophilum

Muchas especies de

Regiones templadas

plantas

F. avenaceum Regiones templadas Regiones templadas
F. aywerte Pastos Australia
F. babinda Suelo Australia
F. begoniae Begonia Alemania
F. brevicatenulatum Striga asiatica Africa

) Especies de plantas de
F. bulbicola Europa

bulbo

F. camptoceras

Platano, cacao

Regiones tropicales y

subtropicales

Chile, Japén, México,

F. circinatum Coniferas .
Sudafrica, EE. UU.

F. concéntrico Especies de Musa Centroamérica
F. crookwellense Papa, cereales Regiones templadas
F. culmorum Cereales Regiones templadas
F. decemcellulare Arboles Regiones templadas

) Brasil, Cuba, Indonesia,
F. denticulatum Camote

Estados Unidos, Zambia

F. foetens Especies de Begonia Alemania, Holanda

F. fujikuroi Arroz Zonas de cultivo de arroz

F. globosum Maiz, trigo Africa, Japon

F. graminearum Cebada, Maiz, Trigo En todo el mundo

F. guttiforme Pifia Cuba, Sudamérica

F. heterosporum Mijo, otras hierbas Africa

F. hostae Especies de Hosta Sudafrica, EE. UU.

F. konzum Pastos EE. UU.

F. lactis Higo EE. UU.

F. lateritium Plantas lefiosas En todo el mundo

F. mangiferae Mango Africa, Asia, EE. UU.

F. musarum Platano Panama

F. napiforme Mijo, sorgo Africa, f’-\rgentina,
Australia

F. nelsonii Alfalfa, sorgo Sudafrica




F. nisikadoi Bambu, trigo Japon

F. nygamai Sorgo Regiones éaridas
Diversas especies de

F. oxysporum En todo el mundo
plantas

) Especies Dracaenay 3

F. phyllophilum o Europa, Japon
Sansevieria

F. poae Cereal En todo el mundo

F. polyphialidicum

Grano de sorgo

Australia, Italia, Sudafrica

. proliferatum

Esparragos, maiz, mango,

sorgo

En todo el mundo

. pseudoanthophilum

Maiz

Africa del Sur

Zonas mas secas en todo

F. pseudograminearum Cebada, trigo

el mundo
F. pseudonygamai Mijo Africa, EE. UU.
F. ramigenum Ficus carica EE. UU.
F. redolens Diversos anfitriones Regiones templadas
F. sacchari Maiz, cafia de azucar México, filipinas
F. semitectum Platano Regiones subtropicales

] Diversas especies de
F. solani En todo el mundo
plantas
F. sterilihyphosum Mango Sudafrica
. i Zonas frias de cultivo de

F. subglutinans Maiz i

maiz
F. succisae Succisa pratensis Europa

) Todas las zonas de

F. thapsinum Sorgo )

cultivo de sorgo.
F. torulosum Varias especies de plantas | Regiones templadas

_ Asia meridional, Africa

F. udum Arveja

subsahariana

F. venenatum

Varias especies de plantas

Europa

F. verticillioides

Maiz

En todo el mundo

1.4.5.2 Hongo género Moniliophthora

9

Para el género Moniliophthora, las especies son Monoliophtora roreri y Monoliophtora
perniciosa. Estos hongos se ubican en la clase Agaricomycetes y pertenecen a la familia
Marasmiaceae, son similares estilos de vida pero que presentan dos fases de

colonizacion distintas. La fase biotrofica caracterizada por la colonizacion del espacio




intercelular, y la fase necrotofa, en la cual se provoca la necrosis interna y externa de los

tejidos infectados (Barbosa, et. al, 2018).

La presencia de este tipo de hongos se ha reportado en paises como Ecuador, Colombia,
Venezuela, Costa Rica, Honduras y Guatemala. La Monoliophtora roreri causa la
moniliasis en el cacao por lo cual se considera como una enfermedad de alta importancia

econémica (Tirado-Gallego, Lopera-Alvarez, & Rios-Osorio, 2016).

Figura 1.2 Sintomas de moniliasis (A) primeros sintomas acuosos (hidrélisis);
(B) Tumefaccion; (C) mancha parda; (D) fruto con esporulacién (Pérez-Vicente,
2018)

1.4.6 Tratamientos de control para género Fusarium

1.4.6.1 Control cultural

El control cultural se enfoca en las practicas agronémicas y condiciones ambientales
adecuadas para el desarrollo de la especie vegetal. Entre estas practicas, se encuentra
la eliminaciéon de un anillo simple o doble alrededor de las plantas enfermas. Sin
embargo, esta esta técnica necesita complementarse con otras estrategias debido a que
no se garantiza el control efectivo por la resistencia del patdogeno (LOpez-Zapata &
Castano-Zapato, 2019).

1.4.6.2 Control bioldgico

En el control biolégico, se incluyen a inductores de produccion de enzimas involucradas
en la defensa de las plantas de banano con Serratia marcescens, se conoce que esta
estrategia disminuye la incidencia de la enfermedad. Por otro lado, se tiene a
Streptomyces griseus que inhibe la formacién de esporas y degradando la pared celular

del hongo. Se conoce gue estos microrganismos vivos son benéficos sobre cepas
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patogénicas, sin embargo, se requiere su produccion masiva y afios de investigacion

para garantizar su efectividad (Lopez-Zapata & Castafio-Zapato, 2019).

1.4.6.3 Control quimico

El control quimico involucra el uso de fungicidas como carbendazim al 2%, este es
inyectado en los rizomas de banano y presenta resultados eficientes. Por otro lado, se
aplican fungicidas como Bromuro de metil, Cloropicrina, Tiofanato—metil y Prodione. A
pesar de que esta estrategia es rapida y facil, los fungicidas causan efectos negativos
sobre la salud humana, la vida silvestre y el ambiente, ademas se conoce de mutaciones
y que el hongo ha adquirido resistencia a estos productos (LOpez-Zapata & Castafio-
Zapato, 2019).

1.4.7 Tratamientos de control para género Moniliophthora

1.4.7.1 Practicas agronémicas

Dentro de las practicas agronomicas se encuentran las adecuaciones al drenaje del
suelo; control de malezas; remocion y eliminaciéon semanal de frutos enfermos, y la poda
de ramas cada seis meses 0 después de la cosecha principal (Gémez-Lopez, et al.,
2020).

1.4.7.2 Control genético
Se emplean genotipos tolerantes a la enfermedad, como los clones ICS-95, UF-273, los

clones Regalo de Dios, entre otros (Gémez-Lopez, et al., 2020).

1.4.7.3 Control quimico
Entre los fungicidas mas utilizados estan los derivados de cobre y los fungicidas

sistémicos de los grupos estrobirulinas, y triazoles (Gomez-Lbpez, et al., 2020).

1.4.8 Aceites esenciales y extractos vegetales

Los aceites esenciales son sustancias quimicas en forma de fracciones liquidas volatiles
sintetizadas por las plantas, brindando asi, caracteristicas aromaticas y propiedades a

las distintas especies vegetales.
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Estos compuestos se encuentran en la epidermis de las plantas, especificamente en los
tricomas glandulares, los cuales son finos pelos que suelen recubrir hojas y pétalos

(Acero-Godoy, Guzman-Hernandez, & Muiioz-Ruiz, 2019).

La forma mas habitual de extraer los aceites esenciales es empleando la destilacién por
arrastre de vapor, la cual consiste en colocar materia vegetal y agua en un recipiente.
Posteriormente, la mezcla se somete a ebullicion, para que el vapor de agua arrastre los
componentes volatiles y finalmente sean condensados. La composicion de estos aceites
involucra una variedad de compuestos organicos como aldehidos, hidrocarburos

terpénicos, compuestos fendlicos, entre otros (Aziz, et. al, 2018).

Por otra parte, los extractos vegetales se obtienen por maceracién, método que implica
gue la materia vegetal entre en contacto con un solvente durante un determinado tiempo,
por lo general se utiliza agua o alguna otra sustancia de caracter organico como
alcoholes o cetonas. Los componentes extraidos son Unicamente aquellos que
presentan afinidad quimica con el solvente (Duarte Trujillo, Jiménez Forero, Pineda

Insuasti, Gonzélez Trujillo, & Garcia Juarez, 2020).

Los aceites esenciales y extractos naturales han sido de gran interés para la industria
debido a que las moléculas extraidas pueden llegar a presentar actividad antiviral,
antimicrobiana, antifungica, antioxidante e insecticida. Sin embargo, los compuestos a
obtener dependen de varios factores como la parte empleada de la planta, la forma en
la que fue cultivada, y el tipo de extracciébn que se realice (Acero-Godoy, Guzman-
Hernandez, & Mufioz-Ruiz, 2019).

Existen otros factores que influyen en los procesos metabdlicos al redirigir las rutas
biosintéticas de las plantas haciendo que el contenido de componentes activos varie en
distintos ejemplares de la misma especie como el clima, ubicacion geografica, época de
recoleccion, temperatura, cantidad de agua recibida y radiacion (Acero-Godoy, Guzman-
Hernandez, & Mufioz-Ruiz, 2019).
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1.4.9 Secado

La operaciéon de secado elimina el exceso de agua de la superficie tratada, los métodos
tipicos de secado son: natural, con aire comprimido, al vacio, con aire caliente, entre
otros (Rudawska, 2019).La seleccion de secado depende del material, por lo general el
material vegetal contiene un gran porcentaje de humedad y para mantener su calidad y
sus componentes volatiles se recomienda el secado natural. En el caso de emplear un
secado mecanico, se debe controlar la temperatura para no afectar a las propiedades

fisicoquimicas del material vegetal.

1.4.10 Orégano

El orégano tiene varias especies entre ellas Origanum vulgare y Plectranthus
amboinicus. esta especie vegetal pertenece a las Lamiaceae y es originaria de la regién
mediterranea y Eurasia occidental. Por lo general, Origanum vulgare es muy utilizada
como especia y planta medicinal con propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,

antioxidantes y antimicrobianas (Pezzani, Vitalini, & Iriti, 2017).

Figura 1.3 Tipos de orégano. (A) Origanum vulgare (Herbarium, 2020); (B)
Plectranthus amboinicus (Iplantz, 2019)

Se conoce que Plectranthus amboinicus tiene varias propiedades terapéuticas contra
enfermedades como asma bronquial. Esta especie es también conocida como el orégano
francés y también es usada como un condimento tipico (Nufiez Figueredo, Tillan Capo,
Carrillo Dominguez, Menéndez Castillo, & Ledn , 2006).
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Esta especie herbacea aromatica alcanza aproximadamente un metro de altura y se
caracteriza por sus hojas verdes grisaceas con flores que pueden ser blancas o purpuras.
En cuanto al clima, puede desarrollarse en climas templados y calidos con una baja
humedad relativa, asi como también puede cultivarse adecuadamente en una amplia
variedad de suelos, considerando su sensibilidad a la asfixia radicular (Vendramini
Marini, 2019).

H,C H,C
OH
OH
Carvacrol Timol
CHs, CHj
i
T
HsC”~ ~CH; H4C CH3
p-cimeno y-terpineno

Figura 1.4 Estructura quimica de los principales componentes en
éregano
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De forma in vitro, el aceite de orégano obtenido de hojas secas ha sido evaluado en
hongos como Colletotrichum gloeosporioides a 2000 ppm obteniendo una inhibicion del
100% (Sanit, 2020).

1.4.11 Tomillo

El tomillo con nombre cientifico Thymus vulgaris es una especie de planta perteneciente
ala familia de la menta Lamiaceae. Su apariencia es en forma de arbusto de base lefiosa,
con hojas muy arométicas de color verde grisaceo y racimos de flores purpuras o
rosadas. Esta especie se desarrolla en un clima templado a calido, seco y soleado en
condiciones de suelos asperos por lo que no resiste el encharcamiento ni exceso de

humedad ambiente (Hosseinzadeh, Jafarikukhdan, Hosseini, & Armand, 2015).

Figura 1.5 Tomillo (Thymus vulgaris)
(Plantnet, 2020)

Se conoce que el tomillo tiene propiedades antiespasmaddicas, antiinflamatorias,
antisépticas, antioxidantes, entre otras. Con respecto a la obtencion de su aceite
esencial, su rendimiento oscila entre el 1-3% y esta constituido principalmente por
fenoles monoterpénicos como timol, carvacrol y p-cimeno. El componente activo
predominante es el timol, sin embargo, la composicién varia con respecto a la época,

lugar de la cosecha y por el quimiotipo (Fl6rez Chacon & Mojica Flérez, 2019).
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El aceite esencial de tomillo ha sido evaluado por su actividad antimicrobiana en
patogenos como Moniliophthora roreri y Colletotrichum gloeosporioides, presentando un
porcentaje de inhibicion del 100% a partir de una concentracién de 5 pL/L y 500 pLI/L,
respectivamente. Cabe recalcar, que el aceite evaluado ha sido extraido de las hojas
secas del tomillo principal (Gomez-Lopez, et al., 2020; Perumal, Sellamuthu, Nambiar, &
Sadiku, 2017).

1.4.12 Albahaca

La especie mas comun de albahaca es Ocimum basilicum, es una planta herbacea
perteneciente a la familia Lamiceae, su distribucion geogréafica corresponde a climas
subtropicales y tropicales, ya que se desarrolla en temperaturas calidas. Gracias a sus
metabolitos secundarios, esta planta posee propiedades antiinflamatorias, analgésicas,
antisépticas, analgésicas y antioxidantes, por lo cual es de gran interés en las industrias
dedicadas a la elaboracion de cosméticos, fragancias, alimentos y medicina (Asociacion

Cubana de Técnicos Agricolas y Fores, 2017).

Figura 1.6 Albahaca (Ocimum basilicum)
(elicriso, 2020)

Esta especie vegetal suele contener entre 0.5% y 1.5% de aceite esencial cuya
composicién varia de acuerdo con las condiciones de cultivo de distintos ejemplares,
también contiene aproximadamente 5% de taninos. Se ha demostrado que puede llegar
a inhibir bacterias dafiinas para los humanos como E.coli y P. aeruginosa, mientras que
el extracto acuoso aplicado in vitro ha sido utilizado para inhibir el crecimiento de hongos
(Cosio & Rodriguez, 2017).
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1.4.13 Ajo

El ajo es una especie vegetal perteneciente a la familia Amaryllidaceae, se caracteriza
por tener escasas flores verdes o blancas y la cabeza de ajo tiene forma de bulbo con
envoltura blanca. Por lo general, alcanza una altura de 1,5 m de altura y su desarrollo
ocurre en cualquier tipo de clima por la ventaja de ser una especie rustica y el tipo de

suelo es tierra suelta sin encharcamientos por la poca tolerancia a la humedad excesiva

(Ramirez Concepcion, Castro Velasco, & Martinez Santiago, 2016).
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Figura 1.7 Ajo (Allium sativum)
(Mula, 2017)

La alicina (tiosulfinato de dialilo) es el principal tiosulfinato del ajo y es responsable de
los efectos antimicrobianos del ajo. Ademas, se demostré que las modificaciones o
cambios cito-morfolégicos, en particular la acumulacion de cuerpos lipidicos y el
engrosamiento de la pared celular, han sido inducidos por extractos de ajo (Singh J. ,
Kumar, Kumar, Kumar , & Mehta, 2017).

1.4.14 Cascaras de cacao

El cacao, cuyo nombre cientifico es Theobroma cacao, es un arbol cuyo fruto lleva el
mismo nombre utilizado como materia prima para la elaboracion del chocolate, al
fermentar sus semillas y triturarlas. También el cacao es utilizado para la elaboracion de
productos cosmeéticos e incluso otras partes del arbol son empleadas para fines
medicinales (Andrade Almeida, Rivera Garcia, Chire Fajardo, & Urefia Peralta, 2019).
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A nivel industrial, la produccién de chocolate genera un 60% de residuos, entre ellos las
cascaras, las cuales poseen gran variedad de compuestos organicos como taninas,
flavonoides, saponinas, triterpenoides y compuestos fendlicos, estos ultimos presentan
gran actividad antimicrobiana, que su vez dependen del solvente empleado en su
extraccion. La composicién de las cascaras presenta 12.98% de agua, 33.9% de fibra,
32.52% de nitrégeno total, 9.65% de proteinas, 0.15% de grasas y 10.8% de cenizas. Se
han realizado estudios que muestran que el extracto de compuestos fenodlicos de las
cascaras de cacao utilizando una solucién de acetona al 70% puede inhibir el hongo
Fusarium Oxysporum a concentraciones 0.02%, 0.2% y 2% (m/v) (Rachmawaty, et. al,
2018).

Figura 1.8 Cascaras de cacao (Theobroma cacao)
(Chavez, 2021)

1.4.15 Laritaco

Laritaco con nombre cientifico de Vernonanthura patens es una especie salvaje de
América y puede encontrarse en paises como Panama, Brasil, Venezuela, Bolivia,
Ecuador, México entre otros. Esta especie pertenece a la familia Asteracae. Sus flores,
hojas y ramas son utilizadas como medicina tradicional, particularmente las hojas tienen
gran potencial para tratar dolores de estomago, diarreas, dolores pre y post parto,
paludismo. También, se ha registrado actividades analgésicas y cicatrizantes (Manzano
et al., 2012).

Se conoce que la especie contiene multiples compuestos como aceites esenciales,
alcaloides, fenoles, taninas y compuestos reductores. Por otra parte, al realizar extractos
es posible obtener sesquiterpenos, que son compuestos que poseen actividad

antimicrobiana, antioxidante y antitumoral.
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Figura 1.9 Laritaco (Vernonanthura patens)
(Manzano Santana, Silva Osorio, Sterner, & Peralta
Garcia, 2012)

Estudios realizados muestran que aquellos extractos acuosos y alcohdlicos que
Unicamente utilizan las hojas presentan porcentajes de inhibicion alrededor del 80% para
los hongos Fusarium oxysporum y Penicillum nonatum. A partir de los extractos, se
aislaron 3 componentes activos: Lupeol, Acetil lupeol y Epi Lupeol (Manzano, Silva,
Sterner, & Peralta, 2012).

Los compuestos en los que se observé mayor actividad antifingica fueron Lupeol y Epi
Lupeol. EI compuesto Lupeol presentd una tasa de inhibicion del 50 y el 90% a
concentraciones de 100 y 200 pg/mL, respectivamente, contra el patdégeno Penicillium
notatum. Mientras que, el compuesto Epi Lupeol inhibié en un 80 % y 100% a 100 y 200
pMg/mL, respectivamente. Con respecto al compuesto Acetil lupeol, este no presentd
actividad antifungica frente a ninguno de los patdégenos evaluados (Manzano, et. al,
2013).
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Figura 1.10 Compuestos activos con actividad antifunguica en V. patens
(Manzano, et. al, 2013)
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1.4.16 Restricciones legales

1.4.16.1 Permiso de acceso arecursos genéticos

El Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica (MAAE) requiere de un contrato
de marco de acceso al recurso genético para investigaciones cientificas, en el caso de
realizar proyectos o estudios que involucren el componente genético de la biodiversidad

del Ecuador.

Este permiso se establece acorde a lo estipulado en:

e NORMA PARA SUSCRIPCION DE CONTRATOS DE ACCESO A RECURSOS
GENETICOS - Art(s). Articulo 1 al Articulo 21.

e REGIMEN COMUN SOBRE ACCESO A LOS RECURSOS GENETICOS - Art(s).
Articulo 1 - Articulo 51

e REGLAMENTO AL REGIMEN COMUN SOBRE ACCESO A LOS RECURSOS
GENETICOS - art(s). Articulo 1- Articulo 47.

Con el fin de permitir el uso sostenible de los recursos bioldgicos y genéticos dentro del

pais (Ministerio de Telecomunicaciones y de la Sociedad de la Informacién, 2021).

1.4.16.2 Herbario certificacion

Para la identificacion de especies se requiere de su registro en un herbario, este consiste
en una coleccion de especies vegetales, la cual se encuentra en una secuencia de
clasificacion aceptada, involucrando un muestrario representativo con caracteristicas
morfologica, historia filogenética y distribucién geografica, es necesario al realizar
estudios ecologicos, floristicos y fitogeograficos para el aseguramiento de la

identificacion de especies.

21


https://www.gob.ec/regulaciones/norma-suscripcion-contratos-acceso-recursos-geneticos
https://www.gob.ec/regulaciones/norma-suscripcion-contratos-acceso-recursos-geneticos
https://www.gob.ec/regulaciones/regimen-comun-acceso-recursos-geneticos
https://www.gob.ec/regulaciones/regimen-comun-acceso-recursos-geneticos
https://www.gob.ec/regulaciones/reglamento-al-regimen-comun-acceso-recursos-geneticos
https://www.gob.ec/regulaciones/reglamento-al-regimen-comun-acceso-recursos-geneticos

CAPITULO 2

2 METODOLOGIA

2.1 Diseflo experimental

El principal objetivo del presente trabajo investigativo es evaluar la actividad
antimicrobiana de especies vegetales in vitro contra hongos del género
Fusarium y Moniliophthora, patégenos que atacan de forma severa a los cultivos de

banano y cacao.

A partir de una revision bibliografica se procedio a seleccionar las especies vegetales
qgue presentan gran actividad antifingica contra los patogenos de estudio.
Posteriormente, estas fueron recolectadas, secadas e identificadas antes de realizar la
etapa experimental, la cual consisti6 en 3 partes: obtencién de aceites esenciales y
extractos, cuantificacion de compuestos fendlicos y evaluacidbn en patégenos.

Finalmente, se elabor6 un flyer informativo a partir de los resultados obtenidos.

2.2 Revision bibliogréfica

Se realiz6 una revision bibliografica aproximadamente de 80 articulos cientificos acerca
de la actividad antimicrobiana de distintas especies y residuos vegetales que inhiban
parcial o totalmente el crecimiento de los antes mencionados. La investigacion inicié con
especies comunes que pueden ser encontradas en Ecuador como orégano, canela,

eucalipto, tomillo, laurel, entre otros.

Se tomé en consideracion la identificacion de la especie y condiciones de cultivo como
temperatura, clima, época de afio y lugar de colecta. En el caso de la produccién de
metabolitos secundarios, se tomé en cuenta la parte utilizada de la planta (hojas, flores,
tallos, etc.) y qué compuestos activos poseen. Se revisaron las técnicas de extraccion
empleadas y relaciones entre la materia vegetal y solventes a utilizar en cada caso segun

el producto deseado, siendo este, un aceite esencial o extracto.



2.3 Seleccidén de especies

La seleccion de especies se baso en el mayor porcentaje de inhibicion contra los hongos

de interés, la disponibilidad de recoleccion y rendimientos.

Tabla 2.1 Especies seleccionadas

Nombre o Parte por
i Nombre Cientifico . Producto
Comun utilizar
Origanum vulgare Hojas Aceite esencial e
Orégano

Plectranthus amboinicus | Hojas y tallos hidrolato

Aceite esencial e

Tomillo Thymus vulgaris Hojas y tallos _
hidrolato
Albahaca Ocimum basilicum Hojas Extracto
Ajo Allium sativum Bulbos Extracto
Cacao Theobroma cacao Céscara Extracto
Laritaco Vernonanthura Patens Hojas Extracto

2.4 Recoleccion de especies

Las especies se recolectaron en distintas regiones del Ecuador, registrando fechas de
recoleccion y ubicaciones con sus respectivas coordenadas. El Orégano (Plectranthus
amboinicus) fue recolectado en la parroquia Chongén en la ciudad de Guayaquil mientras
que las especies, Orégano (Origanum vulgare), Albahaca, Tomillo y Ajo, provienen del
Mercado Mayorista de Ambato, sin embargo, se obtuvo informacién de la ubicacién de
los cultivos por parte de proveedores. Finalmente, las cascaras de cacao se recolectaron

en el cantén “El triunfo” y el Laritaco en Marcabeli, EIl Oro.

La cantidad recolectada por cada especie fue aproximadamente de 15 Ib y a continuacién

se detalla informacién de colecta:



Tabla 2.2 Informacidn de recoleccién de especies

) Fechade » L
Especie Region Ubicacién Coordenadas
Colecta

Patate,

Orégano S* ] Tungurahua,
10/11/2021 | Sierra -1.30914789, -78.504304
Ecuador.

Chongén,

i Guayaquil,
Orégano C* 11/11/2021 | Costa -2.2770532, -80.062952
Ecuador

Pasa,

. ) Tungurahua,
Tomillo 10/11/2021 Sierra -1.26688784, -78.741139
Ecuador.

Patate,

) Tungurahua,
Albahaca 10/11/2021 | Sierra -1.309102258, -78.505280
Ecuador.

Pilahuin,
Tungurahua, -1.3768625, 78.817156

Ajo 10/11/2021 Sierra
Ecuador.

El triunfo,
Guayas, -2.3483678, -79.306548
Ecuador

Cacao 14/11/2021 Costa

Marcabeli, El

-3.791130, -79.91822
Laritaco 14/12/2021 Costa Oro, Ecuador

Nota: Existen 2 especies diferentes con el mismo nombre comun, por lo que se usaran las siguientes
etiquetas:

Orégano S* para Origanum vulgare

Orégano C*: para Plectranthus amboinicus

2.5 Secado de especies

Se empleo el secado natural a temperaturas entre 24°C y 28°C antes de iniciar el proceso
de extraccion (Gomez-Lopez, et al., 2020). El secado también es fundamental para la
identificacion de especies mediante un herbario para verificar que los ejemplares
recolectados coincidan con los mencionados en la literatura y asi referenciar resultados

obtenidos.



2.5.1 Orégano, albahacay laritaco

Debido a que las ramas y tallos de estas plantas son de gran tamafio, se procedi6 a
realizar atados para colgarlos bajo techo con la finalidad de que no reciban luz solar y
evitar la pérdida de propiedades caracteristicas de las especies. El secado durd
aproximadamente 10 dias. En el caso de las muestras de Laritaco, estas fueron

proporcionadas secas.
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Orégano C*

Figura 2.1 Secado de orégano y albahaca al ambiente

2.5.2 Tomillo

Una particularidad de la especie Thymus vulgaris es su pequefio tamafio y la facilidad
con la que se desprenden sus hojas, por lo cual, se opté por colocar el material vegetal
sobre una malla con marco para evitar pérdidas de material vegetal y al mismo tiempo
para que el aire circule por los orificios permitiendo que el secado ocurra de forma
uniforme (Ganoza Lépez, 2018). De forma similar a las especies anteriores, este proceso
durd6 10 dias.



Figura 2.2 Secado de tomillo al ambiente

2.5.3 Cascaras de cacao

Las céascaras de cacao, al ser recolectadas del suelo de una finca, fueron limpiadas con
un pafio hiumedo para eliminar restos de tierra 0 insectos presentes, para luego ser
extendidas en el suelo sobre una funda. El proceso de secado se dio en una terraza bajo

techo durante 25 dias (Rachmawaty, et. al, 2018).

Figura 2.3 Secado de cascaras de cacao al ambiente



2.5.4 Ajo

Debido a que se realizd un extracto por maceracion, este requirié el uso de dientes
frescos, por lo tanto, no se realiz6 ningun procedimiento de secado y estos fueron
conservados junto a sus cascaras hasta su uso. (Singh J. K., Kumar, Kumar, Kumar, &
Mehta, 2017).

2.6 Identificacion de especies

Una vez recolectadas y secadas las especies, estas fueron prensadas entre hojas A4,
con la finalidad de que conserven su forma original para la identificacién. Se verificé la
identificacion de las especies Origanum vulgare, Thymus vulgaris y Ocimum basilicum
en el “Herbario Azuay” de la Universidad del Azuay, en Cuenca, mientras que para la
especie Plectranthus amboinicus se verificd su identificacién en el Herbario de la
Universidad de Guayaquil. Finalmente, para Vernonanthura Patens, la muestra fue
identificada en el Herbario Nacional del Ecuador QCNE, Quito. Debido a que para las
especies Allium sativum y Theobroma cacao se utilizaron los dientes de ajo y las
cascaras de cacao respectivamente, se realizo0 una identificacion no oficial con los

registros internos.
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Figura 2.4 Muestras secadas y prensadas para herbario



2.7 Obtencion de aceites esenciales y extractos
2.7.1 Aceites esenciales

Para la obtencion de aceites esenciales se empleé la técnica de destilacion por arrastre
de vapor utilizando un destilador de acero inoxidable de capacidad de 55 L, al cual se le
adapt6é un embudo de decantacion o trampa de clevenger segun el caso, con el fin de
separar el hidrolato y el aceite (Moghaddam & Mehdizadeh, Chemical Composition and
Antifungical Activity of Essential Oil of Thymus vulgaris Grown in Iran against Some Plant
Pathogenic Fungi, 2020).

Figura 2.5 Montaje del sistema de destilacion

La cantidad de masa empleada por cada ciclo de destilacion varié de acuerdo con la
especie debido a sus caracteristicas morfoldgicas, principalmente por el tamafio y grosor
de tallos y hojas, ya que al colocar una excesiva de cantidad de materia vegetal, esta
puede llegar a obstruir el paso del vapor, lo cual haria que el rendimiento final disminuya
de forma considerable. Cabe resaltar, que un ciclo involucra el encendido del sistema, el
tiempo que tarda en aparecer la primera gota del destilado y el transcurso de una hora

hasta el apagado del equipo.

2.7.2 Aceite esencial de Orégano S*

La destilacion se realizé en un solo ciclo, en el cual se emplearon 408 g de hojas secas

de orégano y aproximadamente 2.5 L de agua. Al equipo se le afiadid un embudo de



decantacién en la manguera de salida para separar el aceite esencial del hidrolato. La

destilacion dur6 una hora e inicié 28 minutos después del arranque del sistema.

2.7.3 Aceite esencial de Orégano C*

Para esta destilacion se utilizaron 6364.06 g de hojas y los tallos secos, es decir, 14 |b.
Por otra parte, al equipo se le afiadioé una trampa de clevenger para separar facilmente
el aceite esencial del hidrolato. Considerando el gran tamafio y peso de los tallos, el
proceso se realizd en 5 ciclos, empleando 2.5 L de agua en cada uno. La destilacion
empez6 aproximadamente entre 37 y 48 minutos después de encender el equipo en cada

ciclo. De forma similar a extraccién anterior, estos duraron 1 hora.

2.7.4 Aceite esencial de tomillo

Para la obtencion de este aceite, se emplearon 1667.88 g de hojas y tallos de tomillo
seco, lo cual equivale a 3.68 Ib. Al igual que en la extraccién de la especie anterior, se le
afiadié una trampa de clevenger para la separacion del aceite. Debido a que esta planta,
a pesar de ser una especie liviana, ocupa un gran volumen, la destilacion se realiz6 en
7 ciclos junto a 2.5 L de agua en cada uno de ellos. La destilacion empez6 22 minutos
aproximadamente, después de encender el sistema en cada ciclo. Tal como las
extracciones anteriores, cada ciclo duré 1 hora. La cantidad empleada de orégano y

tomillo en cada ciclo para la extraccion de aceites esenciales se muestran en la tabla 2.3:

Tabla 2.3 Cantidad empleada de orégano y tomillo por ciclo

Ciclo Materia seca (g)
Orégano S* Orégano C* Tomillo
1 408 1040.51 275.31
2 n/a 1285.68 219.62
3 n/a 1557.16 199.45
4 nla 1146.48 222.70
5 n/a 1334.23 242.15
6 n/a n/a 258.68
7 n/a n/a 249.97
Total 408 6364.06 1667.88




2.7.5 Extractos naturales

Los extractos naturales se obtuvieron por maceracion (Duarte-Trujillo, Jiménez-Forero,
Pineda-Insuasti, Gonzalez-Truijillo, & Garcia-Juarez, 2020). Se emplearon metodologias
distintas para cada especie tomando en consideracion el tipo y proporcion del solvente
para la extraccion de los compuestos de interés antifingico reportados en la literatura

contra los patégenos de estudio.

2.7.6 Extracto de albahaca

Se colocaron las hojas secas de albahaca en un molino y con el fin de obtener particulas
de menor tamafio, este polvo se paso6 por un tamiz de 65. Se colocaron 200 g del polvo
fino en 1000 mL de agua destilada fria en 5 recipientes de vidrio, cada uno con 40 g de
material seco y 200 mL de solvente para conservar la proporcion original. La maceracion
se realiz6 durante 48 horas, posterior a esto, se realizo el filtrado empleando papel filtro

en un embudo de vidrio. El extracto se almaceno a 4 °C (Isaac & Abu-Tahon, 2014).

2.7.7 Extracto de ajo

Se trituraron 100 g de dientes de ajo, previamente lavados junto a 100 mL de agua
destilada, posteriormente, se dejé macerar durante 24 horas (Singh J. K., Kumar, Kumar,
Kumar, & Mehta, 2017). El macerado fue filtrado al vacio empleando un matraz Kitasato
y un embudo buchner con papel filtro. Luego, el producto obtenido fue centrifugado a
4500 rpm por 20 minutos y nuevamente filtrado. Finalmente, el extracto se congel6 a -

20°C durante 24 horas antes de su uso.
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Figura 2.7 Elaboracion del extracto acuoso de ajo

2.7.8 Extracto de cascaras de cacao

Las cascaras secas se trituraron en un molino para granos para formar un polvo fino y
pasaron por un tamiz de 80. Se colocaron 20 g de la muestra sélida en 200 mL de
disolvente, el cual fue una mezcla de acetona y agua en proporcién de 7:3, verificando
gue la proporcion entre la muestra y el solvente sea de 1:10 (Rachmawaty, et. al, 2018).
Se realizé la maceracion durante 24 horas a temperatura ambiente en un lugar cerrado
y protegido de la luz para luego realizar el filtrado, este se realiz6 Gnicamente utilizando
papel filtro en un embudo de vidrio. Luego, el extracto fue concentrado mediante el uso
de un evaporador rotatorio a una temperatura de 45°C hasta obtener una consistencia

espesa.

Maceracion
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Figura 2.8 Elaboracidn del extracto de cascaras de cacao



2.7.9 Extracto de laritaco

Para la especie Vernonanthura Patens, se empled la técnica de extraccion Soxhlet
empleando un calentador multiple con dos equipos de extracciéon durante 3 horas. Se
utilizaron 50 g de hojas secas pulverizadas y 450 mL de etanol al 99.95% para todo el
sistema, ya que por equipo se coloco 25 g de muestra con 225 mL de solvente (Manzano,
et. al, 2013).

Figura 2.9 Elaboracion del extracto etanélico de Laritaco

2.8 CG-EM

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas se realiz6 para los
aceites esenciales e hidrolatos con el equipo 7890A GC System - 5975C inert MSD With
Triple Axis-Detector, con dimensiones HP — 1 (19091Z-115) (50 m length x 0,320 mm
Diam x 0,52 um Film), el gas utilizado fue Helio gas carrier con un flujo constante de 1,5
mL/min y a 12,847 psi de presion. Con respecto a la muestra, se emple6 1(uL) modo
Split 1:150 para los aceites, mientras que los hidrolatos se usé split e inyector por fibra
spme. La configuracion de escaneo fue de 35-550 uma de Biblioteca Digital de Espectros
de Masas Wiley 9th Edition con 790 mil espectros + Biblioteca NIST 2011 con 243 mil
espectros con nombres y estructuras quimicas. La temperatura de inyeccion fue de
260°C, mientras que las temperaturas iniciales y finales de la columna se describen en
la tabla 2.4:



Tabla 2.4 Temperaturas iniciales y finales de la columna

) Temperatura inicial Temperatura final Tiempo
Especie . . )
(°C) (°C) (min)
Oregano C* 4 80 2
Oregano S* 4 220 0
Tomillo 10 245 2
Tiempo de corrida (min) 45

Orégano S* para Origanum vulgare
Orégano C*: para Plectranthus amboinicus

2.9 Cuantificacion de compuestos fendlicos

Se realiz6 mediante una modificacién del método de Folin-Ciocalteu (Ortiz, Marin-Arroyo,
Noriega-Dominguez, Navarro, & Arozarena, 2013). Para la elaboracion de la curva de
calibracion se emplearon soluciones de acido galico a concentraciones de 100, 200, 300,
500 y 1000 ppm y sus respectivas absorbancias. Todas las muestras se prepararon en
conjunto con el reactivo de Folin-Ciocalteu y se analizaron por triplicado. Para los aceites

esenciales se realizaron diluciones de 1:1000.

A partir de la ecuacion de la curva de calibracion y de los valores de absorbancia que
registraron los aceites esenciales y extractos, se procedié a determinar sus respectivas
concentraciones de polifenoles. Los resultados se expresaron como equivalentes de

acido galico.

2.10 Evaluacion en patégenos
2.10.1 Cepas

Se utilizaron tres cepas patdgenas aisladas de la corona de banano: Fusarium globosum,
Fusarium verticillioides y Curvularia alcornii, que se encontraban conservadas en la

coleccion de microorganismos del CIBE-ESPOL.

Nota: La evaluacion con Curvularia alcornii es un analisis adicional como parte de los
patdgenos que afectan al banano y el analisis con patdgenos del género Moniliophthora

se lo realiz6 mediante lo establecido en la bibliografia.



2.10.2 Ensayos de inhibicién de aceites esenciales

Se evaluaron los aceites de orégano de la costa, orégano de la sierra y tomillo a las
siguientes concentraciones: 100, 250, 500, 1000 y 2000 ppm y se disolvieron en dimetil-
sulféxido (DMSO). Los ensayos se realizaron en medio APD, se coloc6 un disco de agar
de 5 mm del cultivo del patdgeno en el centro de cada caja Petri y se incubaron a 28 °C
por 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé el ensayo de inhibicién
usando el método de difusién de disco (Dianez, et. al, 2018). Se utiliz6 como control
positivo el fungicida comercial Tern y como control negativo DMSO. Se incubaron las
cajas Petri a 28 °C y se evaluaron a las 72 horas. Cada tratamiento se realiz6 por

duplicado.

2.10.3 Ensayos de inhibicion de extractos vegetales

Los extractos vegetales de ajo, cascara de cacao, albahaca y V. patens se utilizaron en
los ensayos de inhibicion a diferentes concentraciones (2000, 4000, 6000, 8000 y 10000

ppm). Se emplearon las mismas cepas y metodologia descrita anteriormente.

2.11 Elaboracién del flyer Informativo

El flyer informativo se elabor6 con la finalidad de resumir la bioprospeccién realizada y
dar a conocer su potencial antifingico contra los patégenos de estudio. El flyer muestra
imagenes representativas de cada especia, asi como su identificacion (nombre cientifico
y taxonomia). También se colocaron aquellos compuestos que suelen encontrarse de
forma mayoritaria en la composiciéon de los aceites esenciales y extractos y que
presentan actividad antimicrobiana. Finalmente, se adjuntaron los porcentajes de
inhibicion revisados en la literatura para las especies: Fusarium verticillioides,

Moniliophtora roreri y Fusarium oxysporum.

Nota: Los analisis de cuantificacion de polifenoles, cromatografia de gases y evaluacién
de patégenos fueron realizados por el personal de CIBE cumpliendo con los protocoles

internos.



CAPITULO 3

3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Obtencién de Aceites esenciales e hidrolatos

Se realizo la obtencién de los aceites esenciales de 3 especies empleando la técnica de
destilacion por arrastre de vapor. En la tabla 3.1 se evidencia que el rendimiento y el
tiempo de extraccién vario de acuerdo con la especie, parte empleada de la planta 'y su
lugar de cultivo. Cabe resaltar que el rendimiento se calculd a partir de la relacion entre

la cantidad producida de aceite y la materia vegetal utilizada.

Tabla 3.1 Rendimiento de la obtencién de aceite

Materia vegetal Cantidad de Tiempo empleado

Especie utilizada aceite Rendimiento | en la destilacion
(9) producida (mlL) % (h)
Orégano S* 408 3 0.76 1.2
Orégano C* 6364.06 3.2 0.05 9.3
Tomillo 1667.88 4.5 0.27 10.1

Se puede observar que ambos aceites esenciales de orégano, a pesar de pertenecer a
la misma familia y ser extraidos bajo la misma metodologia, presentan una diferencia
significativa sus rendimientos. El aceite del orégano S* obtuvo un rendimiento del 0.76%
y el tiempo de extracciéon fue aproximadamente de 1 hora, mientras que para el aceite
del orégano C* el rendimiento fue de 0.05% y el tiempo, de 9 horas. Una posible causa
seria la parte de la planta utilizada, ya que para el orégano S* se emplearon Unicamente
las hojas y para el orégano C* se afadieron los tallos, tomando en cuenta la mayor
cantidad de metabolitos secundarios se encuentran en las hojas. Sin embargo, a escala
industrial, el deshojado es una actividad de extensa duracion para la poca cantidad de
materia vegetal que se obtuvo y dependiendo de la mano de obra deberia incluirse en

un analisis de produccion.

Por otra parte, estudios muestran que la altitud incide en la actividad bioldgica,
composicién quimica y en el rendimiento de los aceites esenciales debido al tipo y
cantidad de nutrientes absorbidos por las especies vegetales (Turkmen, Kara, Maral, &

Soylu, 2021). Esto puede ser corroborado debido a que ambos oréganos fueron



recolectados en diferentes regiones del pais. En este caso, el orégano S* fue recolectado
en la region Sierra del Ecuador, especificamente en la provincia de Tungurahua a 2237
msnm., mientras que el orégano C* fue recolectado en la parroquia Chongon, de la

ciudad de Guayaquil (Region Costa) a 23 msnm.
En cuanto al aceite esencial de tomillo, este tuvo el segundo mayor rendimiento al
emplear tallos y hojas en un tiempo similar al del orégano C*. A continuacion, se

describen las caracteristicas organolépticas de los aceites obtenidos en la tabla 3.2:

Tabla 3.2 Propiedades organolépticas de los aceites esenciales

Especie Caracteristicas

Consistencia ligeramente viscosa, de
Orégano S* coloracion amarilla y olor caracteristico

herbaceo y picante.

Consistencia viscosa, de coloracién naranja

Orégano C* y olor caracteristico herbaceo.

Consistencia ligeramente viscosa, de
Tomillo coloracion amarilla parda y olor

caracteristico herbaceo.

En cada extraccién de aceite esencial, se generé una gran cantidad de hidrolato, (residuo
del proceso de extraccion), que, pese a que fueron especies diferentes, presentaron
caracteristicas similares: fuerte olor no herbaceo y tonalidad blanquecina.



Tabla 3.3 Propiedades organolépticas de los hidrolatos obtenidos

Especie Caracteristicas

Consistencia liquida, de tonalidad

Oré - blanquecina con un una ligera coloracion
régano ) i
amarillenta y olor fuerte no herbaceo.

Consistencia liquida de caracter
transparente con ligera tonalidad
Orégano C* blanquecina y olor fuerte no herbaceo.
Present6 gotas de aceite esencial.

Consistencia liquida r transparente con

) ligera tonalidad blanquecina y olor fuerte no
Tomillo ]
herbaceo.

3.2 Obtencion de extractos

Se obtuvieron los extractos de 4 especies empleando distintas metodologias
referenciadas en la literatura con la finalidad de poder referenciar resultados obtenidos.
Latabla 3.4 muestra los rendimientos de cada extracto, asi como el tiempo de extraccion.
Los rendimientos mas altos se obtuvieron en los extractos de albahaca y de ajo debido
a que el solvente empleado fue agua y sélo se realiz6 filtrado y centrifugado, de tal
manera que las pérdidas de solvente fueron minimas. Por otra parte, para el extracto de
cascaras de cacao, el solvente utilizado contenia una gran parte de acetona, y fue
sometido a rotoevaporacion, por lo que presentaria el rendimiento mas bajo, mientras
que, para el de Laritaco se empled etanol, el cual se volatiliza facilmente, pero no generé

pérdidas considerables en comparacion al extracto anterior.

En cuanto a los tiempos de extraccion, aquellos extractos obtenidos por maceracion
registran los mayores, a diferencia del Laritaco, que fue el tnico en el cual se utiliz6 la
extraccion soxhlet. Las propiedades organolépticas de los extractos se muestran a
continuacion en la tabla 3.5.



Tabla 3.4 Rendimientos de los extractos obtenidos

Materia | Cantidad Cantidad de Tiempo

Especie vegetal de extracto Rendimiento | empleado en

utilizada | solvente producido (mlL) % la extraccion
9) (mL) (h)
Albahaca 200 1000 751 75.1 48
Ajo 100 100 72 76 24
Cacao 20 200 98 49 24
Laritaco 50 450 316 70.2 3

Tabla 3.5 Propiedades organolépticas de los extractos obtenidos

Especies Caracteristicas

Consistencia liquida de color
Albahaca verde oscuro y olor

caracteristico de la especie.

Consistencia ligeramente
Ajo espesa de ligera tonalidad
verdosa y olor caracteristico de

la especie.

Consistencia espesa de color
Cacao café y olor similar al de la
corteza de arbol

Consistencia liquida de color

Laritaco verde oscuro y olor herbaceo.

3.3 Cuantificacién de compuestos fendlicos

Se determiné la cantidad de compuestos fendlicos empleando una modificacion del
ensayo de Folin ciocalteu. En la tabla 3.6 se observa que el extracto de cascaras de
cacao obtuvo la mayor concentracion de compuestos fendlicos expresados en

equivalentes de &cido galico.



Ordenados de forma decreciente, los aceites y extractos que presentaron las mayores
concentraciones fueron: E. cacao, E. albahaca, AE. orégano C*, AE. tomillo, E. ajo, AE.

orégano S*y E. laritaco.

Tabla 3.6 Concentracion de compuestos fenélicos de aceites esenciales y extractos

Muestra Concentracion Promedio (ppm)
AE. Orégano S* 678
AE. Orégano C* 2713
AE. Tomillo 2641
E. Albahaca 5069
E. Ajo 1183
E. Céscaras de cacao 8477
E. Laritaco 641

AE:Aceite Esencial, E: Extracto, H: Hidrolato.

Con esto, se han analizado los resultados obtenidos para aceites esenciales y extractos
de forma general. A continuacion, se procede a realizar un analisis para cada especie,
el cual involucra el analisis de cromatogramas, composiciones, contenido de polifenoles
y su evaluacion en patdgenos para aceites esenciales. En el caso de los extractos, sélo

se realizara el analisis con respecto a los dos ultimos criterios.

Los cromatogramas y compuestos quimicos identificados por CGEM de los aceites
esenciales e hidrolatos se presentan en las figuras 3.1, 3.2y 3.3y en las tablas 3.7, 3.8,
3.9,3.10, 3.11, 3.12.
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Figura 3.1 Cromatograma analitico gaseoso del aceite esencial e hidrolato de Orégano S*
AEOQOS*: Aceite Esencial de Orégano S*, HOS*: Hidrolato de Orégano S*
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Figura 3.2 Cromatograma analitico gaseoso del aceite esencial e hidrolato de Orégano C*

AEOC*: Aceite Esencial de Orégano C*, HOC*: Hidrolato de Orégano C*
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Figura 3.3 Cromatograma analitico gaseoso del aceite esencial e hidrolato de Tomillo
AET: Aceite Esencial de Tomillo, HT: Hidrolato de To




Tabla 3.7 Composicién del AEOS*

Tabla 3.8 Composicién del HOS*

Aceite Esencial: Origanum vulgare

Hidrolato: Origanum vulgare

Fecha de obtencidn: 19/11/2021 Fecha de obtencién: 19/11/2021
indice de Refraccion 1,4935 indice de Refraccion 1,4935
Componente T. retencion % Componente T. retencion %
a-tujeno 9,35 0,8 B-mirceno 10,17 2,2
a-pineno 9,62 0,4 a-terpineno 11,861 1,2
B-mirceno 10,94 2,0 Anisol 18,618 10,5
a-terpineno 11,91 1,8 Timol 20,309 25,9
p-cimeno 12,02 10,0 Acido crot6nico 22,308 2,0
B-ocimeno 12,34 14,1 Trans-cariofileno 25,453 9,3
y-terpineno 13,25 26,9 a-humuleno 26,45 1,9
Anisol 18,69 7,6 Germacreno D 27,204 2,4
Carvacrol 19,01 1,1 Germacreno B 27,661 1,6
Geranial 19,60 4,6 B-bisaboleno 27,792 1,2
Timol 20,36 6,1 Espatulenol 29,838 15,4
Acido croténico 22,60 2,7 Oxido de cariofileno 30,047 3,7
Trans-cariofileno 25,49 5,8 Total 77.4
a-humuleno 26,46 0,9
Germacreno D 26,95 1,5
Germacreno B 27,67 0,9
B-bisaboleno 27,80 0,8
Espatulenol 29,86 2,4
Oxido de cariofileno 30,06 1,1
Total 91,4




Tabla 3.9 Composicién del AEOC*

Tabla 3.10 Composicién del HOC*

Aceite Esencial: Plectranthus amboinicus

Hidrolato: Plectranthus amboinicus

Fecha de obtencion: ‘ 24/11/2021 Fecha de obtencién: 24/11/2021
- Especificaciones indice de Refraccion 1,50118 *
indice de Refraccion _1r,50118 * 1,4959 a 1,4978 Componente T retencién %
Componente retencion % Especificaciones Terpinen-4-ol 16,98 1,0
a-tujeno 9,33 0,7 Carvacrol + Timol ** 20,73 97,5
a-pineno 9,61 0,3 Trans-cariofileno 23,29 0,9
B-mirceno 10,92 15 Total 99,4
a-terpmeno 11,90 21 Observacionl: * indice de refraccion elevado para la especie.
p—cmeno 12,02 94 147a251 Observacion2: ** Compuestos coeluyen.
B-ocimeno 12,29 0,6
y-terpineno 13,22 13,8 16,8 a 22,7
Terpinen-4-ol 16,99 0,6
Carvacrol + Timol ** 20,94 47,1 (28,6 a 44,6)(< 3,0)
Trans-cariofileno 25,54 9,7
a-bergamoteno 25,82 59
a-humuleno 26,50 2,3
Oxido de cariofileno 30,05 1,0
Total 95,0

Observacionl: * indice de refraccion elevado para la especie.

Observacion2: ** Compuestos coeluyen.




Tabla 3.11 Composicion del AET

Tabla 3.12 Composicion del HT

Aceite Esencial: Thymus vulgaris

Hidrolato: Thymus vulgaris

Fecha de obtencién: 26/11/2021
indice de Refraccion 1,4949

Componente T. retencién %
Linalool 14,132 3,1
Timol 20,368 88,1
Carvacrol 20,635 4.4
B-cariofileno 23,282 0,7
Total 96,3

Fecha de obtencién: 26/11/2021
indice de Refraccién 1,4949

Componente T. retencioén %
a-tujeno 9,336 1,3
a-pineno 9,607 0,7
B-mirceno 10,925 1,6
p-cimeno 12,083 27,6
B-ocimeno 12,313 11
y-terpineno 13,258 21,2
4-tujanol 13,378 0,8
Linalool 14,23 2,0
Borneol 16,614 0,6
4-terpineol 16,986 0,4
Timol 20,531 31,8
Carvacrol 20,736 2,0
B-cariofileno 25,492 3,9
Total 95,1




3.4 Aceite esencial e hidrolato de Orégano S*

La caracterizacion del aceite esencial presentd 19 compuestos, entre ellos, al y-terpineno
(26.9%), B-ocimeno (14.1%) y p-cimeno (10.0%) como componentes mayoritarios (ver
tabla 3.7). Es conocido que los principales componentes del aceite esencial de orégano
son el carvacrol y el timol, sin embargo, estos registraron bajos porcentajes en su
composicién (1.1% y 6.1% respectivamente). Esto se evidencia con el cromatograma
mostrado en la figura 3.1, donde se muestran 3 picos relativamente altos

correspondientes a los componentes mayoritarios.

En cuanto a la caracterizacion de la parte organica del hidrolato, este presentdé 12
compuestos de los 19 encontrados en el aceite. En este caso, los componentes
mayoritarios fueron: timol (25.9%), espatulenol (15.4%) y anisol (10.5%) (ver tabla 3.8 y
figura 3.1).

Se observa que los hidrolatos poseen parte de los mismos compuestos encontrados en
los aceites esenciales debido a que este se conforma en su mayoria por el vapor
condensado de la destilacion, el cual suele arrastrar una pequefa cantidad de aceite. Es
posible que la ausencia de varios de sus componentes se deba a su degradacién en
presencia de luz ya que estos no se almacenaron en frascos &mbar en comparacion a

los aceites esenciales.

De los componentes encontrados, se han realizado estudios enfocados en la actividad
antimicrobiana del y-terpineno en el aceite esencial de Pistacho (Pistacia Khinjuk), cuya
composicion por lo general presenta un 80% de este compuesto y se ha corroborado su
actividad antifangica en Candida Albicans con una minima concentracién inhibitoria
(CMI) de 0.003 mg/mL (Tahvilian, et. al, 2016). En cuanto al S-Ocimeno, este es un
monoterpeno aciclico volatil que, debido a su fragancia de esencia floral, resulta atractivo
para especies polinizadoras y posee propiedades antifingicas, antioxidantes y
antiinflamatorias (Farré-Armengo, Filella, Llusia, & Pefiuelas, 2017).

Otro monoterpeno encontrado, es el p-cimeno, presente en mas de 100 especies
vegetales pertenecientes a las familias Lamiaceae, Mirtaceae, Burseraceae vy

Asteraceae, que siendo otro de los componentes principales de extractos naturales, es



de gran interés debido a su actividad antifungica, antibacterial y antiviral. (Marchese, y
otros, 2017). Por otra parte, el espatulenol encontrado mayoritariamente en el hidrolato,
a diferencia del aceite, es un sesquiterpeno ciclico sobre el cual se han realizado estudios
acerca evaluando el esencial de Baccharis dranculifolia, donde se ha registrado mayor
actividad antimicroibiana en bacterias a en comparacion a los hongos, principalmente en

S. aureus, B.cereus y P. aeruginosa (Cazella, et. al, 2019).

Con respecto a la cuantificacion de compuestos fendlicos, este obtuvo 678 ppm (ver tabla
3.6), el cual es un valor bajo en comparacion a los otros aceites esenciales. Este valor
coincide con la caracterizacion ya que los Unicos compuestos fenodlicos que se
encontraron fueron timol y carvacrol, presentando bajos porcentajes, 6.1% y 1.1%

respectivamente.

En cuanto a la evaluacién de patégenos, se realizo la evaluacidn del aceite esencial de
orégano S* en los tres hongos de interés: F. verticillioides, F. globosum y M. roreri (de
forma Bibliogréfica) a concentraciones de 100, 250, 500, 1000 y 2000 ppm. Como se
menciond anteriormente, de forma adicional, se evalué a C.alcornii, hongo que también
afecta a los cultivos de banano, con la finalidad de extender el analisis in vitro de las

especies evaluadas (ver tabla 3.13).

Tabla 3.13 Evaluacién en patdégenos con aceite esencial de Orégano S*

F. verticillioides




C. alcornii

Aparentemente, este aceite esencial no tuvo inhibicion significativa en ninguno de los
patégenos evaluados, sin embargo, se obtuvieron resultados ligeramente favorables
para las dos especies de Fusarium. Esto se pudo dar debido a las concentraciones
empleadas, ya que no se realiz6 la determinacion de la concentracién minima inhibitoria

(CMI) como en muchos estudios referenciados en la literatura.

Por ejemplo, se reportd la inhibicion de F. verticillioides desde 500 a 1500 wuL/L,
evaluando un aceite cuya composicion presentaba timol (21.2%) y terpineol (21.1%)
como componentes mayoritarios (Lopez, Theumer, Zygadlo, & Rubinstein, 2004),
mientras que el aceite evaluado en el presente estudio presentd so6lo un 6.1% de timol y

la ausencia de terpineol en su composicion (ver tabla 3.7).

De forma similar, se reportd que a partir de concentraciones a partir de 400 ug/mL F.
oxysporum es inhibido al evaluar un aceite con 67.67% de carvacrol (Goncalves, et. al,
2021), mientras que, en este caso, el aceite evaluado present6 1.1% de este compuesto
(ver tabla 3.7). Cabe resaltar que, debido a que los estudios para este patégeno son
escasos, se opto por referenciar estudios similares con F. oxysporum.Por otra parte, para
M. roreri, al realizar ensayos con concentraciones de a 100, 500, 1000 y 5000 uL/L, se

ha registrado inhibicion a partir de 500 uL/L (Gomez-Lbopez, et al., 2020).

Un factor determinante de la inhibicion es el contenido de compuestos activos, en este
caso, el aceite de Orégano S* presenta niveles muy bajos de carvacrol y timol, por lo que
el efecto antifiingico no resulté significativo.

3.5 Aceite esencial de Orégano C*

Este aceite registré 13 componentes organicos en su composicion, de los cuales resaltan

el carvacrol y el timol, siendo estos mayoritarios con un 47.1% entre ambos, seguido del



y-terpineno (13.8%), trans-cariofileno (9.7%) y p-cimeno (9.4%) (ver tabla 3.9). Esto se
evidencia en el cromatograma mostrado en la figura 3.2, donde se observan 4 picos
significativos correspondientes a los componentes mayoritarios, sin embargo, para el
carvacrol y timol sélo existe uno, siendo este el mas alto de todos debido a que ambos

compuestos coeluyen representando el 47% de la composicion.

En cuanto a la composicion del hidrolato, de los 13 compuestos que se presentaron en
el aceite, s6lo 4 conforman su parte organica: terpinen-4-ol, carvacrol, timol y trans
cariofileno, de los cuales el 97.5% es corresponde al carvacrol y timol. (ver tabla 3.10 y
figura 3.2).

El timol y carvacrol son monoterpenos fendlicos, principales componentes de aceites
esenciales provenientes de especies de la familia Lamiaceae (Kowalczyk, Przychodna,
Sopata, Bodalska, & Fecka, 2020). Son sintetizados de forma natural a partir de la
aromatizacion del y- terpineno a p-cimeno, seguido de su hidroxilacion (Tohidi,
Rahimmalek, Arzani, & Trindade, 2020). Estudios demuestran que los aceites que
poseen una elevada cantidad de monoterpenos fendlicos presentan una fuerte actividad

antimicrobiana (Perez, et. al, 2019).

Si comparamos los resultados obtenidos de ambos aceites de orégano, estos también
presentan una diferencia significativa en el contenido de carvacrol y timol. El aceite de
Orégano S* muestra un 7.2% de estos dos compuestos mientras que el de Orégano C*
presenta un 47% (ver tabla 3.7 y 3.9). Esto corrobora una vez mas que la estructura del
suelo, topografia, genotipo de la especie y condiciones ambientales y de cultivo inciden

en la produccion de metabolitos secundarios (Soltanbeigi & Sakartepe, 2020).

Con respecto a la concentracion de compuestos fendlicos obtenida, esta fue de 2713
ppm (ver tabla 3.6), esto indica que, de los aceites esenciales, es el que presenta la
mayor concentracion. Este resultado coincide con las caracterizaciones realizadas, ya
gue el contenido de los Unicos compuestos fendlicos encontrados (timol y carvacrol) es
el més alto en este aceite, siendo estos 47.1%, 33.8% y 7.2% para Orégano C*, Tomillo

y Orégano S* respectivamente (ver tabla 3.7, 3.9, 3.11).



Como se ha mencionado anteriormente, el aceite esencial de orégano posee dos
compuestos fenolicos mayoritarios: Carvacrol y timol, cuya actividad antibacteriana se
debe al grupo hidroxilo presente en ambas estructuras, este interactia con la bicapa
lipidica de la membrana citoplasmatica gracias a su naturaleza hidrofébica que le permite
alinearse entre las cadenas de acidos grasos aumentando asi, su fluidez y alterando su
permeabilidad para iones y protones hasta desestabilizarla. Esto se corroboré en
estudios realizados en Listeria monocytogenes, Salmonella enteriditis y escherichia coli
empleando aceites esenciales de orégano y tomillo (Siroli, Patrignani, Gardini, &
Lanciotti, 2015), asi mismo otros estudios verifican el efecto del carvacrol en las

membranas de Staphylococcus aureus (Wang, et. al, 2016).

Del mismo modo, la actividad antifingica de estos compuestos involucra el deterioro de
la membrana plasmatica al interrumpir la biosintesis de ergosterol, compuesto similar al
colesterol en las células animales encargado de proporcionar la fluidez de la membrana
y permitir sus interacciones con el medio para regular las actividades celulares, estudios
realizados contra Cryptococcus neoformans lo corroboran (Nébrega, Teixeira, Oliveira,
Lima, & Lima, 2016).

Con respecto a la evaluacion realizada, el aceite esencial de Orégano C* no mostrd
inhibicidn significativa en ninguno de los patdégenos de estudio a las concentraciones

establecidas (ver tabla 3.14).

Sin embargo, estudios demuestran que el aceite esencial de Plectranthus amboinicus
logra inhibir el crecimiento de Fusarium sp. en un 93.19% empleando una concentracion
de 0.03% v/v evaluando un aceite con un gran contenido de carvacrol (66.12%) (Ly,
Ngoc, Van, & Trang, 2016). Para M. roreri, no se han realizado estudios de la evaluacién
de este aceite. No obstante, se ha evaluado esta especie como infusiébn y como extracto
acuoso obtenido por maceracion, presentando porcentajes de inhibicién del 79.70% y
55.33% respectivamente (Freire & Quintana, 2017).

Volviendo a los resultados de inhibicién, es necesario recordar que la composicion de

cada aceite es diferente, debido a que las condiciones geogréficas y de cultivo también



lo son. Otra posible causa, es la falta de realizacion de pruebas preliminares donde se

evalla una pequefia cantidad de aceite esencial puro y no haber determinado la CMI.

Tabla 3.14 Evaluacién en patdgenos con aceite esencial de Orégano C*

F. verticillioides

3.6 Aceite esencial de tomillo

De forma similar al aceite anterior, la caracterizacién registré6 13 componentes organicos
en su composicion. Los componentes mayoritarios fueron timol (31.8%), p-cimeno
(27.6%) y y-terpineno (21.1%) (ver tabla 3.11). La composicion registrada corrobora los
estudios de (Marchese, et. al, 2017), que establece que en los aceites esenciales de
tomillo el p-cimeno suele predominar y es de gran interés debido a sus propiedades
mencionadas anteriormente. Por otra parte, el cromatograma mostrado en la figura 3.3,
muestra 3 picos predominantes, los cuales corresponden a los componentes
mayoritarios.

Al igual que el hidrolato de Orégano C*, de los 13 compuestos encontrados en el aceite,
sblo se presentaron 4 en la parte organica, que en este caso fueron: linalool, timol,



carvacrol y B-cariofileno. EI componente mayoritario fue el timol con un 88.1% en su

composicion (ver tabla 3.12 y figura 3.3).

En cuanto a la concentracion de compuestos fendlicos, en el aceite esencial de tomillo
se obtuvo 2641 ppm, valor cercano al de Orégano C*, esto coincide con niveles de

carvacrol y timol registrados en el cromatograma (ver tabla 3.6).

Si bien es cierto, la actividad antimicrobiana de este aceite se debe principalmente a la
presencia de timol, compuesto con potencial antifungico muy similar al del carvacrol, no
obstante, el p-cimeno también presenta actividad antimibrobiana por lo que la bibliografia
registra estudios comparativos entre el carvacrol y el p-cimeno. Al ser evaluados en
Bacillus cereus, se evidencié para ambos casos la expansion de la membrana
citoplasmatica y la reduccion del potencial de membrana. Individualmente, el p-cimeno
no alterd el gradiente de pH mientras que el carvacrol registré reduccion en los niveles
de ATP, demostrando que el carvacrol resulta mas efectivo en comparacion al p-cimeno,
dando a entender que la actividad antimicrobiana se ve mas afectada por la presencia o
ausencia del grupo hidroxilo que por la posicion del anillo de benceno (Marchese, et. al,
2017).

La literatura menciona que se ha evaluado aceites esenciales de tomillo con timol,
carvacrol y p-cimeno como componentes mayoritarios, en F. verticillioides, donde la
inhibicién se dio a partir de 250 uL/L (Villaplana, Pérez-Revelo, & Valencia- Chamorro,
2018). En cuanto a M. roreri, evaluaron el aceite de esta especie presentando inhibicién
a partir de 500 uL/L (GOmez-Lopez, et al., 2020).También se ha evaluado el afecto
antifiingico en Fusarium oxysporum con un CMI de 400 uL/L empleando un aceite que
contenia 36.81% de timol y 30.90% de p-cimeno (Moghaddam & Mehdizadeh, Chemical
Composition and Antifungal Activity of Essential Oil of Thymus vulgaris Grown in Iran

against Some Plant Pathogenic Fungi, 2020).

Al evaluar el aceite esencial de tomillo en los tres hongos de interés no se presento
inhibicion a las concentraciones establecidas (ver tabla 3.15), tal como ocurrié con los
aceites esenciales de Orégano S* y Orégano C*. Lo cual, puede ser justificado al no
realizar pruebas preliminares de inhibicién o la determinacion del CMI.



Tabla 3.15 Evaluacién en patdégenos con aceite esencial de tomillo

F. verticillioides

3.7 Extracto de albahaca

El segundo extracto con mayor concentracion de polifenoles resulté ser el de albahaca
con 5069 ppm (ver tabla 3.6). Estudios muestran que los extractos acuosos de esta
especie contienen saponinas, taninos y glucosidos, siendo estos dos ultimos compuestos
fendlicos (Ahmed, Ikram, & Khair-ul-Bariyah, 2012).

En cuanto a la actividad antimicrobiana de esta especie referenciada en bibliografia, se
han evaluado extractos de albahaca comercial, con 86.72% de estragol en su
composicion, en Fusarium verticillioides inidicando, que a una concentracion de 1.50%
vlv, se puede inhibir completamente el crecimiento de este hongo y que entre 0.35% y
0.70% v/v se producen cambios a escala micro y macro en su morfologia (Kocic-
Tanackov, Dimi¢, Levi¢, Tanackov, & Tuco, 2011). Por otra parte, se ha evaluado el

extracto acuoso a concentraciones de 0.5, 1, 1.5y 2% (v/v) en Fusarium Oxysporum,



presentando porcentajes de inhibicion de 82.2%, 85.5%, 93.3% y 96.6%, donde se
menciona que el porcentaje de inhibicién puede llegar al 100% empleando solventes

organicos como n-butanol, etanol y acetona (Isaac & Abu-Tahon, 2014).

Al realizar la evaluacion de patdgenos, este extracto inhibié a C. alcornii en todas las
concentraciones empleadas, ya que al transcurrir las primeras 72 horas, el crecimiento
micelial se detuvo. Existen varias razones por las cuales no se pudo dar la inhibicion en
los otros hongos, como no realizar analisis preliminares de inhibicion, asi como la

determinacion del CMI (ver tabla 3.6).

Tabla 3.16 Evaluacién en patégenos con extracto de albahaca

F. verticillioides

3.8 Extracto de ajo

El extracto acuoso de ajo presentd una concentracion de compuestos fendlicos de 1183
ppm (ver tabla 3.6), el cual es bajo en comparacion a otras especies como el cacao y las
pertenecientes a la familia lamiaceae debido a que se conoce que el ajo presenta una

gran cantidad de compuestos sulfurados en su composicion, uno de ellos es la alicina



gue se considera, presente de forma mayoritaria con propiedades antifungicas (Singh J.
K., Kumar, Kumar, Kumar, & Mehta, 2017).

En cuanto a la actividad antifingica registrada en la bibliografia, se ha evaluado su
extracto acuoso en Fusarium verticillioides, y se demostr6 que la inhibicion del
crecimiento micelial aumenta con la concentracion del extracto, donde el mayor
porcentaje de inhibicion fue de 76.29% empleando una concentracion al 80% (v/v) (Ajayi,
2020). Por otra parte, No se han realizado estudios de la evaluacion de extractos acuosos
de Allium sativum en Moniliphthora roreri, pero si de extractos etandlicos. Los resultados
muestran que empleando concentraciones entre 2% y 3% (v/v) se puede inhibir su
crecimiento micelial debido a la actividad de los metabolitos secundarios de la especie,
ya que a concentraciones mayores el etanol empieza a incidir en los resultados (Mora
Correa, 2021). Finalmente, al evaluar este extracto acuoso en Fusarium oxysporum,
empleando concentraciones del 1, 2, 5y 10% (m/v), donde a partir del 5% se inhibe el

hongo completamente (Singh J. K., Kumar, Kumar, Kumar, & Mehta, 2017).

Al realizar la evaluacion en los patégenos de estudio se evidencié inhibicién para C.
alcornii a todas las concentraciones (2000-10000 ppm), ya que al transcurrir 72 horas el
crecimiento micelial se detuvo. En cambio, para F. verticillioides, la inhibicién inicio a
partir de 6000 ppm (ver tabla 3.17). De forma general, estos resultados corroboran la
actividad antifingica reportada.

Tabla 3.17 Evaluacién en patdégenos con extracto de ajo

F. verticillioides




C. alcornii

3.9 Extracto de cascaras de cacao

Este extracto obtuvo la mayor cantidad de compuestos fendlicos en comparacion a todas
las especies con una concentracién de 8477 ppm (ver tabla n), esto coincide en parte
con estudios realizados que han evaluado su actividad antifungica en Fusarium
oxysporum, los cuales corroboran que al emplear acetona al 70% como solvente se
obtiene una mayor concentracion de compuestos fendlicos (94.92 mg Eq Ac. Gélico/mg
extracto) en comparacion a otros extractos que utilizan otros solventes como etanol

(49.92 mg Eg Ac. Galico/mg extracto) (Rachmawaty, et. al, 2018).

En el mismo estudio, se ha evidenciado la inhibicion de Fusarium Oxysporum empleando
este extracto a concentraciones 0.02%, 0.2% y 2% (m/v) gracias al alto contenido de
polifenoles en su composicion. Cabe resaltar que los estudios relacionados a la

evaluacion antifungica de estos residuos son escasos.

Al evaluar el extracto obtenido, este presentd inhibicibn en C. alcornii, ya que al
transcurrir 72 horas el crecimiento micelial se detuvo (ver tabla 3.18). Se muestra que en
la mayoria de las concentraciones existe cierto grado de inhibicion, principalmente a

partir de 6000 ppm.

Tabla 3.18 Evaluacién en patdgenos con extracto de cascaras de cacao

F. verticillioides




F. globosum

3.10 Extracto de laritaco

El extracto etandlico present6 la concentracion mas baja de compuestos fendlicos con
641 ppm (ver tabla 3.6). El bajo contenido de estos compuestos pudo haber sido causado
por presencia mayoritaria de otros componentes como alcaloides, quinonas, saponinas,
terpenos y triterpenos en comparacion a los fenoles y taninos presentes, ya que estudios
gue han realizado el tamizaje fitoquimico de varios fraccionamientos de extractos de
Laritaco corroboran la presencia de estos compuestos (Manzano, Silva, Sterner, &
Peralta, 2012).

Existen pocos estudios relacionados a esta especie, no obstante, se ha demostrado que
a partir del fraccionamiento del extracto etandlinco de Laritaco, empleando hexano y
acetato de etilo, se pueden aislar 2 componentes activos con gran actividad antifugica:
Lupeol, y Epi Lupeol (Manzano, Silva, Sterner, & Peralta, 2012). Se ha evidenciado que
el Lupeol presenta una tasa de inhibicién del 50 y el 90% a concentraciones de 100 y
200 pg/mL, respectivamente, contra el patdégeno P. notatum. Mientras que, el compuesto
Epi Lupeol inhibe a F. oxysporum en un 80 y 100% a 100 y 200 pg/mL, respectivamente
(Manzano, et. al, 2013).

Debido a que el extracto evaluado es etandlico y no se realiz6 el fraccionamiento para
aislar los componentes activos, este no presentd inhibicidn significativa ante los

patogenos de estudio. Sin embargo, se puede notar una leve inhibicion en F.



verticillioides, pero no es uniforme, lo cual pudo haber sido causado por actividad propia

del solvente (ver tabla 3.19).

Tabla 3.19 Evaluacién en patdgenos con extracto de laritaco

F. verticillioides

3.11 Analisis econdmico de produccién
3.11.1 Produccién de aceite esencial

Considerando los factores de rendimiento, tiempo promedio de destilacion y composicion
se puede determinar la opcién mas factible entre las tres especies de las que se obtuvo

aceite esencial.

Haciendo referencia a los rendimientos descritos en la tabla 3.1, el Orégano S* presento
el porcentaje mas alto (0.76%). Sin embargo, su composicién presenta bajos niveles de
timol y carvacrol, con 1.1% y 6,1%, respectivamente, lo que no garantizaria un alto nivel
de inhibicion. Por otro lado, un tiempo de extraccién promedio de 1.2 horas involucra
aproximadamente 9 horas de deshojado. En el caso de Orégano C*, este posee niveles

favorecedores de compuestos activos, no obstante, su rendimiento es muy bajo (0.05%).



Por lo tanto, estas especies no serian las mejores candidatas para elaborar futuros
bioproductos. La opciébn mas factible con respecto a los criterios anteriormente
mencionados es el tomillo, puesto que presenta porcentajes altos de timol (31.8%), p-

cimeno (27.6%) y y-terpineno (21.2%).

Los costos de produccion para el aceite de tomillo se muestran en la tabla 3.20 y 3.21,
tomando en cuenta el costo de materia prima, equipos y materiales. Por lo tanto, para
producir el aceite de tomillo se necesitaria aproximadamente $180 como inversion inicial,
considerando la reutilizacidon de los equipos y materiales, por lo que solo se invertiria en

la compra de materia prima.

Tabla 3.20 Costos de equipos y materiales para aceite esencial de tomillo

Descripcién Precio

Olla de destilacion $57.00
Mangueras PVC (2m) $12.19

Bomba de pecera $20.00

Cocineta a gas (2 puestos) $26.00

Gas $2.6.00

Trampa Clevenger $12.00

Juego de Soporte (anillo, pinza, nueces) $34.89
Total $164.68

Tabla 3.21 Costos de materia prima para aceite esencial de tomillo

Costo de Produccion para 4,5 ml de Aceite Esencial

Materia Prima Precio
Especie vegetal (15 Ib) $12.00
Agua $0.48

Total $12.48

Costo de produccién para 5 mL | Precio de venta (Ganancia del 30%)

$13.87 $18.03

Precio Comercial (5 mL)
$21.06




Como se puede observar en la tabla 3.21, el costo de produccion de 4.5 mL de aceite de
tomillo seria $12.48 y para 5 mL, que es la cantidad que se comercializa, tendria un costo
de $13.7. Sin embargo, para obtener como minimo una ganancia del 30%, este aceite
deberia venderse a $18.03. En el mercado, el precio de la misma cantidad es $21.06
(Young Living, 2022), por lo que la produccién de este aceite bajo la metodologia
aplicada es rentable. Es importante mencionar que, si este producto es utilizado para
elaborar un fungicida natural, se necesitaria concentraciones efectivas contra los
patégenos, ademas de que su produccién involucra el hidrolato, que puede ser usado
como un solvente econdmico para este tipo de bioproductos.

3.11.2 Produccion de extractos

En cuanto a la produccion de extractos, de las 4 especies empleadas, las opciones mas
factibles corresponden al ajo y a la albahaca, debido a que utilizan el agua como
solvente, por otra parte, los rendimientos que presentan son altos, 76% y 75.1% ya que
se emplean métodos de separacion sdlido-liquido como la filtraciébn. En cuanto a los
tiempos de produccion, estos principalmente recaen en el tiempo de maceracion, 24
horas para el ajo y 48 horas para la albahaca. Considerando el potencial antifingico
como un factor determinante en la seleccion de la especie, el extracto acuoso de ajo
logro inhibir a C. alcornii desde 2000 ppm y a F. verticillioides a partir de 6000 ppm,

siendo esta la especie mas efectiva.

En la tabla 3.22, se muestran los costos de produccion de 72 mL de extracto de ajo con
un valor de $3.31, mientras que el costo para producir 30 mL (cantidad comercial) es de
$1.29 y para tener una ganancia minima del 30%, el costo seria de $1.68. En el mercado,
esta cantidad se vende a $10.99 (Herb Pharm, 2022), por lo que producir este extracto

bajo los métodos empleados en este estudio es factible.

En la tabla 3.23 se muestran los costos del extracto de albahaca, el costo para producir
30 mL con una ganancia del 30% es $0.29, mientras que esta cantidad se comercializa
a $17.90 (Ruth’s, 2021). Por lo que, esta especie también se considera como un buen

candidato para la elaboracion de fungicidas.



Tabla 3.22 Costos de produccion de extracto de ajo

Costo de Produccion para 72 mL de Extracto de Ajo

Materia Prima Precio
Especie vegetal (100 g) $0.60
Agua Destilada (gal) $2.50
Total $3.10

Precio de venta
Costo de produccién para 30 mL (Ganancia del

30%)
$1.29 $1.68

Precio Comercial (30 mL)
$10.99

Tabla 3.23 Costos de produccion de extracto de albahaca

Costo de Produccién para 751 mL de Extracto de
Albahaca
Materia Prima Precio
Especie vegetal (15 Ib) S3
Agua Destilada (gal) $2.5
Total $5.5
Precio de venta
Costo de produccién para 30 mL (Ganancia del

30%)

$0.22 $0.29

Precio Comercial (30 mL)
$17.95

Si comparamos la produccion de aceites esenciales y extractos, resulta mas factible
optar por la segunda opcion, debido a que los extractos representan costos de
produccion menores ya gque los materiales a emplear en la maceracion por lo general
son recipientes de vidrio, y para la filtracion se pueden utilizar embudos y papel filtro al
no contar con una bomba de vacio. A nivel industrial, es posible contar con equipos

industrializados como centrifugas que permiten obtener mejor calidad de extracto.



CAPITULO 4

4 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Con la finalidad de proponer diferentes alternativas para la elaboracion de futuros
fungicidas naturales, se realiz6 una bioprospeccion para evaluar la actividad
antimicrobiana in vitro de varias especies vegetales como Origanum vulgare (orégano),
Plectranthus amboinicus (orégano), Thymus vulgaris (tomillo), Ocimum basilicum
(albahaca), Allium sativum (ajo), Theobroma cacao (cacao) y Vernonanthura Patens
(laritaco) contra patdégenos que afectan a los cultivos de banano y cacao, como los
hongos Fusarium verticillioides, Fusarium globosum y Moniliphthora roreri.
Adicionalmente, se evalud en el hongo Curvularia alcornii para extender el estudio,
concluyendo que:
e Los extractos presentaron mayor actividad antifGngica en comparacién a los
aceites esenciales, siendo los extractos de cascaras de cacao, albahaca y ajo los
gue inhibieron el crecimiento micelial de C.alcornii después de las primeras 72
horas a partir de 2000 ppm. Ademas, el ajo presentd la mejor inhibicién contra
F.verticillioides desde 6000 ppm. Estos resultados difieren de los estudios
mencionados en la bibliografia debido a que la evaluacion antimicrobiana
depende de varios factores como las concentraciones empleadas y la
composicién de los aceites esenciales y extractos. Cabe recalcar que, la
composicion varia con respecto a las interacciones bidticas, condiciones

ambientales, topografia, genotipo de la especie y condiciones de cultivo.

e Los extractos de céascaras de cacao y albahaca presentaron las mayores
concentraciones de polifenoles con 8477 y 5069 ppm, respectivamente. Sin
embargo, la actividad antimicrobiana no depende Unicamente de la concentracion
de estos compuestos, sino del tipo de metabolito secundario que posea la especie
vegetal. Un ejemplo que evidencia esto es el ajo, puesto que posee compuestos
sulfurados con fuertes propiedades antimicrobianas que potenciaron la inhibicion
contra C.alcornii y F.verticillioides, a pesar de tener una baja concentracion de
polifenoles (1183 ppm) en comparacion a los extractos de cascaras de cacao y
albahaca que solo inhibieron a C.alcornii.



A partir de los resultados obtenidos se realiz6 un analisis econdémico,
determinando que los extractos acuosos de ajo y albahaca son potenciales
candidatos para la elaboracién de fungicidas naturales, debido a sus bajos costos
de produccién y efectiva actividad antifingica. Ademas, se elaboré un flyer

informativo mostrando las 7 especies vegetales con potencial antifingico.

4.2 Recomendaciones

Debido a que sdélo se realizG la caracterizacion para aceites esenciales por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), se
recomienda realizar un tamizaje fitoquimico para los extractos con la finalidad de
caracterizarlos de forma cualitativa para indicar la presencia de varios grupos

guimicos como alcaloides, flavonoides, saponinas, triterpinenos, entre otros.

En cuanto a la evaluacion en patdégenos, se recomienda realizar el analisis de CMI
con los aceites esenciales y extractos naturales para detectar la concentracion
minima a la que se presenta inhibicion. De esta manera, se pueden descartar
aguellas especies vegetales que no muestren inhibicion contra los patogenos

estudiados.

Por otro lado, se recomienda aislar los componentes activos con propiedades
antimicrobianas de las especies vegetales debido a que se puede aumentar el
porcentaje de inhibicidbn en comparacién a la evaluacion de los aceites y extractos
puros, ya que estos contienen varios compuestos con propiedades que no aportan

al potencial antimicrobiano.

Se recomienda realizar combinaciones entre los aceites y extractos obtenidos
para aumentar la concentracion de compuestos activos con el fin de potenciar la

actividad antifungica.
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APENDICE A

A.1 Ecuaciones pararendimiento de aceites esenciales

%R: Rendimiento porcentual

Cqep: Cantidad de aceite esencial producido
C ... Cantidad de material vegetal utilizada

Caep

%R = X 100%

mv
A.2 Ecuaciones pararendimiento de extractos naturales
%R: Rendimiento porcentual

Cqep- Cantidad de extracto producido

C ... Cantidad de solvente utilizado

C
%R = %x 100%

N



APENDICE B

Apéndice B. 1 Absorbancia a distintas concentraciones del reactivo estandar para la
curva de calibracion

C'Qﬂcentra,cu')n de, . Absorbancia
soluciénes de &cido galico

(ppm) Lectural Lectura 2 Lectura 3 Promedio
100 0,036 0,04 0,039 0,04
200 0,072 0,073 0,074 0,07
300 0,112 0,107 0,108 0,11
500 0,18 0,187 0,189 0,19
1000 0,359 0,377 0,371 0,37

Apéndice B. 2 Curva de calibracion

CURVA DE CALIBRACION
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Apéndice B. 3 Absorbancia de las muestras con el reactivo de Folin-Ciaocalteu

Muestra Absorbancial | Absorbancia 2 Absorbancia 3
Aceite esencial de Orégano S* 0,272 0,271 0,270
Aceite esencial de Orégano C* 1,088 1,088 1,079
Aceite esencial de Tomillo 1,061 1,049 1,059
Extracto de Albahaca 2,037 2,034 2,013
Extracto de ajo 0,476 0,469 0,476
Extracto de cascaras de cacao 3,379 3,399 3,395
Extracto de Laritaco 0,267 0,258 0,245

Apéndice B. 4 Concentraciones de compuestos fendlicos de las muestras expresadas en

equivalentes de acido gélico

Concentracion 1

Concentracion

Concentracion 3

Muestra

(ppm) 2 (ppm) (ppm)

Aceite esencial de Orégano S* 680 678 675
Aceite esencial de Orégano C* 2720 2720 2698
Aceite esencial de Tomillo 2653 2623 2648
Extracto de Albahaca 5092 5084 5032
Extracto de ajo 1189 1172 1189
Extracto de cascaras de cacao 8447 8497 8487
Extracto de Laritaco 667 644 612




APENDICE C

Apéndice C. 1 Certificado de identificacion de especies

®

™ Herbario
UNIVERSIDAD | &) Y3y
DEL AZUAY

Cuenca, 5 de enero de 2022

La suscrita, Raffaella Ansaloni, directora del Herbario Azuay de la Universidad del
Azuay, por peticion de las interesadas

CERTIFICA

Que, luego de la respectiva revision, las plantas empleadas para la Tesis de Grado de
las sefioritas Karen Maricela Segovia Loor y Marcela Denisse Muzzio Villafuerte,
titulada "Bioprospeccién de especies con actividad antimicrobiana In vitro contra
patégenos de cacao y banano” se han identificado de la siguiente manera.

Nombre comun: Albahaca
Ocimum basilicum L. de la familia botanica Lamiaceae

Nombre comun: Tomillo
Thymus vulgaris L. de la familia botanica Lamiaceae

Nombre comun: Orégano
Origanum vulgare L. de la familia botéanica Lamiaceae

(Eka"diﬂpm fal o

Raffaella Ansaloni, PhD.
Directora del Herbario Azuay
Universidad del Azuay

Email: ransaloni@uazuay.edu.ec
https://herbario.uazuay.edu.ec/



Apéndice C. 2 Flyer informativo de especies con potencial actividad antifungica

enpol

Bioprospeccion de especies con
actividad antimicrobiana In vitro
contra patégenos de cacao y banano

Karen Segovia Loor Marcela Muzzio Villafuerte
ksegovia@espol.edu.ec mmuzzio@espol.edu.ec

Se conoce que las especies vegetales son ricas en metabolitos secundarios, donde las condiciones

ambientales e interacciones bidticas influyen en su produccién. Estudios realizados demuestran

que estos compuestos, como: fenoles, terpenos, alcaloides, entre otros, poseen actividad
antimicriobiana, antiviral, antioxidante y antiinflamatorias a determinadas concentraciones.

A continuacion, se muestran 7 especies vegetales con gran potencial antifingico, convirtiéndose
en candidatas para la elaboracion de bioproductos.
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