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RESUMEN

En este estudio se evaluo el poder antifingico del aceite esencial y su hidrolato
obtenido por arrastre de vapor de las especies Origanum vulgare y Thymus
vulgaris contra el Lasiodiplodia theobromae, en base a estudios previos realizados
por Muzzio y Segovia en el 2021 en otras cepas de hongos. En el ensayo de
inhibicién de crecimiento micelial in vitro, los AE e hidrolato fueron diluidos en el
medio de cultivo siguiendo la técnica de Avalos et al. Implementada en el 2019, y
se compard el potencial antifungico de ambos productos de la destilacién
mediante la herramienta estadistica del analisis de la varianza de un factor
(ANOVA), donde se observo que el aceite esencial (2000 ppm) e hidrolato (50000
ppm) de tomillo inhibid el 100% del crecimiento del patégeno, mientras que para
el orégano se obtuvo en una capacidad de inhibicion del 51,12%, 1,28% y 21,05%
en los tres dias de ensayo con el hidrolato; y, un 89,03%, 74,1%, y 27,28% para
el aceite esencial en los mismos dias de ensayo respectivamente. Luego de
evaluar el indice de inhibicion de crecimiento micelial del Lasiodiplodia
theobromae se concluye, con un nivel de significancia del 5%, que el factor de la
concentracion del aceite esencial tiene un efecto significativo en el area micelial

del hongo logrando inhibir el crecimiento del patégeno.

Palabras Clave: Aceite esencial, hidrolato, inhibicién del crecimiento micelial,

Lasiodiplodia theobromae, in vitro.



ABSTRACT

In this study, the antifungal potential of the essential oil and its hydrolate obtained by
steam distillation of the species Origanum vulgare and Thymus vulgaris against
Lasiodiplodia theobromae was evaluated, based on previous studies carried out by
Muzzio and Segovia in 2021 in other strains of fungi. In the in vitro mycelial growth
inhibition assay, the EO and hydrolate were diluted in the culture medium following the
technique of Avalos et al. implemented in 2019, and the antifungal potential of both
distillation products was compared using the one-factor analysis of variance (ANOVA)
statistical tool, where it was observed that essential oil (2000 ppm) and hydrolate (50000
ppm) of thyme inhibited 100% of the growth of the pathogen, while for oregano an
inhibition capacity of 51.12%, 1.28% and 21.05% was

obtained in the three days of testing with the hydrolate; and, 89.03%, 74.1%, and 27.28%
for the essential oil on the same test days, respectively. After evaluating the mycelial
growth inhibition index of Lasiodiplodia theobromae, it is concluded, with a significance
level of 5%, that the concentration factor of the essential oil has a significant effect on the

mycelial area of the fungus, managing to inhibit the growth of the pathogen.

Keywords: Essential oil, hydrolate, mycelial growth inhibition, Lasiodiplodia theobromae,

in vitro.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

A nivel internacional, las exportaciones del Ecuador representan un 23.4% en
el mercado norteamericano y un 17.5% en la Union Europea. Estos porcentajes se
deben en gran medida a la venta de productos agropecuarios, tales como el
camardn, banano, enlatados, cacao y pescados. El sector agricola, para el primer
semestre del 2020, habia aportado con ingresos que superaban los 3 MM de
dolares con 2.5y 0.5 MM en exportacion de banano y cacao respectivamente (BCE,
2020).

Las enfermedades de las plantaciones son una limitante en la produccién de
cualquier cultivo, por lo que su control es un factor importante a considerar. Los
hongos y bacterias son los patdgenos mas importantes que causan elevadas
pérdidas. Estos causan el deterioro de las partes de la planta e incluso puede
terminar en la muerte. Los hongos mas estudiados y reportados en la literatura son
Colletotrichum, Fusarium, Diplodia, Phomopsis y Rhizopus, los cuales generan
pérdidas de 5-25% en paises de primer mundo y 20-50% en paises en via de

desarrollo (Quiroga et al., 2007).

Incluyendo a la especie Lasiodiplodia theobromae, hongo responsable de la
muerte descendente y pudricion de los frutos (Sandoval et al., 2012). EI mecanismo
de contaminacién de este patdgeno no se ha descrito totalmente, sin embargo, se
presume que ocurre durante el abonado y riego del cultivo con insumos
contaminados. Para establecer control de plagas es fundamental establecer
métodos de identificacion de este patdgeno, puesto que, segun reportes del MAG
existen patdgenos que han desarrollado resistencia a los controles que se les
aplican (MAG, 2013).

En la actualidad, el control contra patdgenos mas empleado es la aplicacion
de plaguicidas de origen inorganico. Varios estudios se han llevado a cabo para
controlar a L. theobromae una vez detectado en el cultivo Li et al. (1995), como la
carbendazima y el metil-tiofanato inhibieron el crecimiento micelial, la germinacion

de conidios y controlaron el desarrollo del patdogeno (Picos et al., 2015). Sin



embargo, el uso continuo de estos plaguicidas causa afecciones en la salud de las
personas y afectan al medio ambiente, de ahi surge la necesidad de encontrar
alternativas sustentables, como el ejemplo de especies vegetales (Moutassem et
al., 2019).

En este contexto, Vazquez et al. (2013), evaluaron el potencial antifangico de
varias especies vegetales obteniendo que la aplicacion de aceites esenciales refleja
viabilidad antifungica, ambiental y productiva, logrando replicar el efecto de
fungicidas téxicos sin los efectos secundarios sobre la salud de las plantas y el ser
humano; ademas, la materia prima de los aceites son recursos renovables,

contribuyendo asi a la sostenibilidad ambiental (Vazquez et al., 2013).

Investigaciones sobre el uso de aceites de orégano (Origanum vulgare) y
tomillo (Thymus vulgaris) para el control de patdégenos en cultivos in vitro es
extensa, en estos documentos se detalla la metodologia que se aplica para
encontrar la concentracion minima inhibitoria existe evidencia cientifica de la
actividad antifungica de estos aceites contra diversos patdégenos de las familias
Fusarium y Moniliophthora (Yan et al., 2020). Pero la informacién que aun no se
refleja en bibliografias es la aplicacion de fungicidas a base de estos aceites para
el control de L. theobromae, debido a esto se propuso llevar a cabo la presente

investigacion (Acosta & Molina, 2019).

1.2 Justificacién del problema

Las exportaciones de banano y cacao constituyen una de las principales
fuentes de ingresos en el Ecuador. Ante esto es un deber primordial, de los
agricultores y gobierno de turno, mantener saludable los cultivos hasta su cosecha
y posterior venta al extranjero. Pese a todos los métodos que se ejecutan para
cuidar el cultivo, existen patégenos como los hongos del género Moniliophthora,
Diplodia y Fusarium que afectan drasticamente a estos cultivos, generando que la

produccion y rendimiento del cultivo sea inestable (Moreira-Morrillo et al., 2021).

Dentro de los métodos para el cuidado de estos cultivos encontramos el
manejo integrado del cultivo con el control de malezas, remocion y eliminacién
semanal de frutos enfermos; 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 a la salud y el ambiente (Gomez et al., 2020). Estos
controles quimicos son piezas clave en la proteccion de cualquier cultivo, pero a
medida que pasa del tiempo los patdégenos adquieren resistencia a estos
plaguicidas, que en su mayoria son inorganicos, provocando un rebrote con un

patdgeno mas resistente y pérdida de la fertilidad del suelo (Lucas et al., 2015).

Los aceites esenciales forman parte de una alternativa sustentable al uso de
los fungicidas sintéticos para controlar la proliferacion de patégenos en cultivos
(Baser et al.,, 2007). Las especies vegetales usadas para este trabajo de
investigaciéon se escogieron dado que contienen, en sus aceites esenciales,
compuestos fendlicos que combaten varios fitopatdgenos en cultivos de banano y
cacao (Lizcano, 2007). Las pruebas in vitro son parte de los ensayos previos a
realizar un procedimiento a una gran escala (Del Puerto et al., 2014). Para el
método de discos en cultivo envenenado, se puede observar de manera directa el
desarrollo del hongo ante diluciones de fungicidas, por ende, se puede concluir si
el uso de ese fungicida es o no el ideal para el control de ese patogeno (Quintana
et al., 2017).

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad antifungica in vitro de dos aceites esenciales contra
Lasiodiplodia theobromae mediante el indice de inhibicion de crecimiento micelial

para el control fungico en los cultivos de cacao y banano post cosecha
1.3.2 Objetivo Especifico

1. Obtener aceites esenciales de orégano y tomillo aplicando destilacion por
arrastre de vapor a mediana escala

2. Realizar pruebas antifungicas in vitro de los aceites esenciales de tomillo y
orégano para la inhibicién del crecimiento de L. theobromae

3. Comparar el potencial antifingico de aceites esenciales y el hidrolato mediante
la inhibicién del crecimiento del patégeno



14 Marco tedrico
1.4.1 Fitopatdégenos

Se conoce como fitopatdbgeno a cualquier organismo que causa
enfermedades a especies vegetales por medio de alteraciones en su metabolismo
o partes de su estructura. Pueden ser bacterias, protozoarios, hongos, moluscos,
nematodos o virus; por lo general, son identificados durante su desarrollo en las
hojas o frutos de la planta hospedera y, causando perdida de firmeza de la planta
e incluso la pudricién de la parte afectada (Quiroga et al., 2007).

14.1.1 Lasiodiplodia theobromae

L. theobromae es una especie del género Lasiodiplodia, descrito por
primera vez alrededor de 1890 en cultivos de cacao afectados en Ecuador (Crous
& Palm, 1999). Este hongo puede hospedarse en muchas especies de plantas,
las enfermedades que se le atribuyen son el cancer, gomosis, muerte
descendente y pudricién de raiz (Shahbaz et al., 2009). A nivel mundial existen
registros de L. theobromae afectando cultivos frutales de platano, mango,
aguacate, papaya, uva, duraznos y entre otros, generando pérdidas econdmicas

en las distintas etapas de la produccion (Martinez, 2012).

Figura 1.1 Medio PDA con Lasiodiplodia theobromae



Tabla 1.1 Clasificacion taxonémica de L. theobromae
(Griffon & Maubl, 1909)

Reino Fungi

Division Ascomycota

Clase Dothideomycetes

Orden Botryosphaeriales
Familia Botryosphaeriaceae
Genero Lasiodiplodia

Especie Lasiodiplodia theobromae

1.4.2 Tratamientos contra fitopatégenos

De acuerdo a lo expresado en sitio web del Centro Nacional de Informacién
sobre Plagas, NPIC por sus siglas en inglés, un control de plagas eficaz requiere
de tres etapas. La primera de estas consiste en identificar correctamente el
patdégeno, luego se debe conocer su desarrollo. Finalmente se evalla las
estrategias de control mas apropiadas la plaga del cultivo (National Pesticide
Information Center, 2021).

14.2.1 Control bioldgico

Consiste en mitigar los efectos nocivos de los pesticidas, las pérdidas
econdmicas e integrar las estrategias compatibles para optimizar la efectividad
del manejo integrado de plagas. Estas acciones seran el resultado del uso de
organismos vivos que ayuden a contrarrestar a los organismos dafinos
hospedados en los cultivos (Viera et al., 2020).
1.4.2.2 Control cultural

Hace referencia al uso de diferentes técnicas agronomicas y fitosanitarias

para modificar el cultivo de tal forma que este sea menos propicio para el



desarrollo de plagas. Como establecer una optima fecha de siembra, rotacion de

cultivos, uso de semillas sanas y poda de 6rganos afectados (Centeno, 2016).

1.4.2.3 Control quimico

Es un tratamiento, que segun estudios de Arango et al. (2016), se realiza
con el uso de productos quimicos sintéticos llamados plaguicidas, muchos de los
cuales generan el deterioro del ambiente, salud humana, evolucion de
poblaciones plaga mas agresivas, la pérdida de polinizadores y predadores
naturales (Arango et al., 2016; Viera et al., 2020).

Esto genera grandes impactos ambientales; ademas, la aplicacion
permanente de estos fungicidas provoca el aumento de su resistencia a estos
controles, reduciendo continuamente la eficacia de los fungicidas y hasta puede

provocar que la enfermedad sea incontrolable (Arango et al., 2016).
1.4.3 Aceites esenciales

Son una mezcla compleja de liquidos volatiles que contienen compuestos
alifaticos, terpenos y fenilpropanos (Martinez, 2001). Estos forman parte de los
principios activos de las diversas especies vegetales aromaticas, su abundancia
varia dependiendo de su localizacién en la planta, pero mayoritariamente se
localizan en los tricomas glandulares de las hojas, tallos o flores de la especie
(Camina et al., 2018).

Los métodos mas comunes para la obtencion de aceites esenciales es la
hidrodestilacion y la destilacion por arrastre de vapor. Cada una de ellas presentan
ventajas y desventajas de una con respecto a la otra, pues todo depende de las
condiciones termodindmicas, materia prima a usar, equipos, etc (Patifio et al.,
2014). Actualmente, en los procesos industriales, se emplea mas la destilacion
por arrastre de vapor, por su facil aplicacion, buenos resultados en cuanto a

calidad, cantidad y pureza de los aceites destilados (Casado, 2018).

1.4.3.1 Terpenos

Son compuestos organicos presentes en mayor abundancia en los aceites
esenciales; encargados de dar propiedades organolépticas como el sabor y olor
caracteristico de cada planta (Lopez et al., 2012). Se ha encontrado en la
literatura que, los terpenos carvacrol, p-Cimeno, timol y y-Terpineno, son dos de
los compuestos que podrian tener capacidades antioxidantes, antifingicos y

antibacteriales (Yan et al., 2020), por esta razon varios estudios proponen el uso



de aceites de origen vegetal ante el peligro del uso de fungicidas potencialmente

toxicos.
OH  CH, CH,
HO
CH, CH,
H-C H-C
a) Timol b) Carvacrol
CH4 CH5
CH, H<C
H4C CH,
c) p-Cimeno d) y-Terpineno

Figura 1.2 Moléculas de terpenos: a) Timol, b) Carvacrol, c) p-Cimeno y d) y-

Terpineno

1.4.4 Especies vegetales

De los estudios realizados por Muzzio y Segovia (2021) sobre diferentes
especies vegetales con un poder antifingico ante ciertos patdgenos, se ha elegido
a dos especies las cuales son el tomillo (Thymus vulgaris) y el orégano (Origanum

vulgare), las cuales se describiran a continuacion.

1441 Tomillo

Su nombre cientifico es Thymus vulgaris, pertenece a la familia de las
Lamiaceae. Se encuentra en climas secos, templados y soleados bajo
ecosistemas con suelos asperos. Su tallo tiene un aspecto lefioso en forma de
arbusto, con hojas de una tonalidad verde que poseen el olor aromatico
caracteristico de esta planta, ademas, cuenta con flores pequefias de una
tonalidad rosada (Coy & Acosta, 2013).



Tabla 1.2 Taxonomia de la especie “Tomillo”
(Coy & Acosta, 2013)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Thymus
Especie Thymus vulgaris

Diversos estudios comprueban que el tomillo cuenta con propiedades
antifingicas, antiinflamatorias y antioxidantes pues cuenta con terpenos donde
el compuesto predominante es el timol. Luego del proceso de destilacion de su
aceite esencial se estima que el rendimiento es de aproximadamente un 3% v/v
(Flérez & Mojica, 2019); por lo tanto, en cada destilacion que se realice se
esperan resultados similares, mas no iguales, puesto que el rendimiento
depende de la época de destilacién, lugar y estacién de la cosecha, etc (Montero
et al., 2018).




1.4.4.2 Orégano
Es una planta de la familia Lamiaceae, introducida a Ecuador desde

Europa. Utilizada como condimento, calmante, desinflamatorio, y la falta de
apetito (Arcila et al., 2004). Es perene, puede llegar a crecer hasta 80 cm de alto
y se caracteriza por tener hojas ovaladas, flores coloridas, y una fragancia

caracteristica (Kumar et al., 2016).

Figura 1.4 Atado de Origanum Vulgare

Tabla 1.3 Taxonomia de la especie “Orégano”
(Spreng, 1825)

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Origanum
Especie Origanum Vulgare




El mayor componente presente en el Origanum vulgare es el carvacrol. Se
considera que la propiedad antifungica de dicho compuesto es debido a su
estructura fendlica, la cual la comparte con varios aceites esenciales (Velaquez
et al., 2014).

Tabla 1.4 Componentes principales del Origanum vulgare
(Khan et al., 2018)

Componente Porcentaje
Carvacrol 70,2 £1,37%
y-terpinene 5,6 £+0,11%
p-cymene 4,5 £0,42%
trans-sabinene hydrate 3,8 +£0,07%
Thymol 2,2+0,12%

1.45 Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es un tipo de destilacion en la que
dependiendo del sistema se usa uno o dos compartimientos. Si el sistema es de
un solo compartimiento es necesario el uso de un soporte dentro de este para que
el lecho no esté en contacto con el agua, de lo contrario si se usa dos
compartimientos en uno de ellos debe de estar solamente el agua y en el otro el
lecho (Bandoni, 2003).

Dentro de esta operacion se involucran transferencias de masa y energia,
la energia se transfiere en forma de calor en el proceso de ebullicién del agua del
sistema, asi como también en la condensacion del flujo del condensado, en ambos
casos se necesitan de fuentes que den o cedan energia. Para la ebullicién se
necesita de un foco caliente que puede ser una llama o una resistencia eléctrica
mientras que para la condensacién se necesita de un foco frio que puede ser
cualquier tipo de refrigerante, pero, el mas usado es el agua de enfriamiento
(Bandoni, 2003).
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La transferencia de masas en el sistema se da desde el lecho de materia
prima hacia el vapor que asciende dentro del sistema. Algunos de los compuestos
presentes en la superficie de las plantas se volatilizan y se ascienden con el flujo
de vapor que circula, haciendo que el vapor se enriquezca con estos compuestos

gue luego seran separados por diferencia de densidades (Chirife, 1968).
1.4.6 Métodos de control de patégenos in vitro

Previo a la aplicacion de algun fungicida en cultivos se deben de llevar a
cabo pruebas en laboratorios. A este tipo de ensayos se les conoce como pruebas
in vitro, ya que se llevan a cabo estudios a menor escala en ambientes controlados
con los que poder concluir algo para posteriormente escalar la idea (Larios et al.,
2020).

El método de control de patdégenos in vitro mas usado es el método de
dilucion en agar o medio envenenado. En este tipo de método se prueba el
crecimiento micelial de algun patdgeno en medios de cultivos que contengan
algin componente que le impida desarrollarse por completo. Segun sea el caso
se pueden realizar ensayos por duplicado, triplicado o quintuplicado; todo
depende de la exactitud que se requiera del ensayo (Alburqueque, 2018).

Las mediciones que se toman del ensayo pasando un cierto periodo de
tiempo son representadas en graficas y tablas, estas ayudan al investigador a
concentrar y representar correctamente los datos para poder concluir con un
margen de error pequefio si ocurre o no la inhibicion del crecimiento del hongo

con ese fungicida (Larios et al., 2020).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

2.1

2.2

Revisién bibliogréfica

La revision bibliografica realizada recopilé aproximadamente 56 documentos
en los que se encuentran libros, publicaciones, articulos cientificos, revistas
digitales entre otras fuentes con credibilidad académica. Las palabras claves

7 “

empleadas fueron: “actividad antifungica”, “Lasiodiplodia theobromae”, “aceites

esenciales”, “destilacion por arrastre de vapor’, “métodos para pruebas in vitro”,

“terpenos”, y “especies vegetales con terpenos”.

Se encontrd informacion puntual sobre los tipos de destilacién, las partes de
la especie para obtener mejor rendimiento, relacion materia prima-solvente, otros
factores que afectan al rendimiento de la destilaciébn, métodos de ensayo para las
pruebas in vitro y tratamiento estadistico de las mediciones tomadas. Ademas, se
encontraron articulos que detallan la actividad antifingica de aceites esenciales de
aceites contra L. Theobromae y actividad antifangica de aceite de Thymus vulgaris

y Origanum vulgare contra varios patdgenos.
Técnicas para la ejecucion del proyecto

El trabajo de investigacion tiene como objetivo primordial evaluar la actividad
antifangica del aceite de tomillo (Thymus vulgaris) y orégano (Origanum vulgare) in
vitro contra Lasiodiplodia theobromae, patdégeno que afecta a la produccién y
exportacion de cultivos de cacao y banano post cosecha.

Luego de la revision bibliogréafica se selecciond las dos especies vegetales por
su gran potencial antifingico. Posteriormente el proyecto fue dividido en cuatro
partes. La primera y segunda parte fue la obtencion y caracterizacion del aceite
esencial, incluyendo la cosecha, el secado, la destilacion y la purificacién vy
almacenamiento siguiendo los lineamientos de (Blinda et al, 2010; Silva et al, 2013;
Dominguez, 2018) con leves modificaciones; la cuarta parte fueron las pruebas

antifingicas tomado de (Avalos et. al 2019) con ligeras modificaciones. Asimismo,
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esta parte cuenta de dos etapas: pruebas in vitro y tratamiento estadistico de las

mediciones.
[ 3
; Recipiente bajo
Cosecha —> Cortes a 5 cm del suelo ———— Almacenamiento — Hidrolato — S
| -
l Aceite Bagazo Almacenamiento

@l (Dominguez, 2018)

Atados envueltos en
Preparacion de la Transporte  — papel Kraft, 7 horas de i \
materia prima viaje Frasco ambar a Lugar fresco y seco
(Binda et al., 2010) l 40 ol
Bajo sombraa T
A 5 ambiente, de 3 a 7 dias
.
- 3
Ingreso de aguay el deaceie Solucién madre 1 (S1)
materia prima seca hidrolato y bagazo
J i
( Destilacion por arrastre de vapor S ;
s Relacion MP:Agua de 1:10 e eactivacion ae cepa ae
Bestiacion - — T del sistema: 100°C 2 CEE hongo Pruebas in virtro
Agua de enfriamiento a 18-20°C | ! ! (Avalos et al,2019)
Obtencion del l e ” " i
aceite esencial Diferencia de densidades Diluciones Qe S2y creacion Perforacion de qiscos de
(Silva et al., 2013) Separacion —— Embudo de decantacion y Trampa de medio de cultivo hongo reactivado
Clevenger |
v
Biificacn Retiro de hidrolato exedente con Toma de mediciones
Na2804 )

Figura 2.1 Esquema de la metodologia usada en la ejecucién del proyecto

2.3 Seleccion de especies

Las especies vegetales seleccionadas para este estudio se encuentran en la
tabla 2.1, estas fueron escogidas a partir del trabajo de investigacion realizado por
Muzzio & Segovia en el 2021, ya que cuentan con un porcentaje ideal de
compuestos como carvacrol y timol que inhiben el crecimiento de hongos
fitopatogenos, ademas tienen un rendimiento alto en la destilacion y fueron faciles

de consequir.
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Tabla 2.1 Especies utilizadas

Nombre Nombre Partes utilizadas en Productos
comun cientifico destilacion
Aceite esencial,
Tomillo Thymus vulgaris Hojas y tallos hidrolato y bagazo
Aceite esencial,
Orégano Origanum vulgare Hojas y tallos hidrolato y bagazo

2.4 Recoleccién de las especies

Las especies provienen de la region interandina, de comunidades cercanas a

la ciudad de Ambato. Esta investigacion se realizé en el marco del contrato entre la
ESPOL y el MAATE registrado con el codigo MAATE-DBI-CM-2022-0241. El

orégano fue cosechado con cortes a 10 cm sobre el suelo; el tomillo se extrajo con

raices que luego fueron removidas. La informacion de las condiciones se detalla a

continuacion en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Informacién de la cosecha

Fechade Fechade Ubicacion de Peso
. ) Temperatura Coordenadas | fresco
Especie cosecha | transporte cultivo
San Antonio
Thymus | 30/05/22 | 301052022 de Pasa, Lovc FAIDTE, 5,5
. 06:30 | 13:00-20:00 | 'ungurahua, (Kg)
vulgaris e -78,741699
Patate, 1,307191
Or|ganum 30/05/22 30/05/2022 Tungurahua, 15°C 5,5
Vulgare 07:45 13:00-20:00 Ecuador '78,503035 (Kg)
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2.5 Secado de especies

Para facilitar el proceso de destilacion se llevd a cabo una etapa de secado.
Este proceso se ejecutd bajo sombra a temperatura ambiente (25-28°C) y 1
atmosfera de presion. A cada especie se las agrup6 en pequefios atados y luego
se secaron en una superficie plana sobre papel Kraft, priorizando que la ventilacion
sea suficiente y que el espaciado entre atado sea de 10 cm como minimo. Estas
acciones se realizaron con el fin de que no se deteriore la materia prima y que exista
un secado uniforme de esta. Los datos del secado de las especies se detallan en
la tabla 2.3.

Tabla 2.3 Informacion del proceso de secado

Peso Tiempo de Peso
Especie fresco secado seco
Thymus 5,5 (Kg) 3 dias 15 (Kg)
vulgaris
Origanum 5,5 (KQ) 5 dias 15 (Ko
vulgare

2.6 Obtencion de aceites esenciales

2.6.1 Equipo de destilacion

El tipo de destilacion usada fue arrastre de vapor debido a las ventajas

gue esta presentaba frente a otros tipos de destilacion.

El sistema consta de una olla de destilacion de aproximadamente de 5 L
con un plato interno perforado que separa la materia prima del agua del
sistema. Para el sistema de condensacion se utilizé una bomba sumergible y
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*agua en un rango de 18-20°C. La fuente térmica era una cocina de gas
doméstico. El condensado fue recogido en un embudo de separacion. La

figura 2.2 detalla cada equipo usado en la destilacion.

,’

CONDENSADOR

.l
I

I

EQUIPO DE
OLLA DE QU
DESTILACION | SEPARACION

Figura 2.2 Equipo de destilacién utilizado

2.6.2 Aceite esencial de Origanum vulgare

La obtencion del aceite esencial de Origanum vulgare requirié una serie
de destilaciones realizadas en ciclos de 60 min en 3 dias, debido a la cantidad
de materia prima (12 Ib peso humedo). Por cada ciclo de destilacion se utilizé
250 gr aproximadamente de materia seca con 2.50 L de agua. Una vez
obtenido el aceite se utilizé el embudo de decantacién para separar las dos
fases y evitar pérdidas. Tal como se describe en la Tabla 2.3.

2.6.3 Aceite esencial de Thymus vulgaris
La destilacion para esta especie se realizd en 6 ciclos de 80 min cada
uno durante tres dias. La masa de materia vegetal usada en cada ciclo fue de

250 g aproximadamente, asimismo se afiadio 2,5 L de agua para cumplir la

relacion de materia prima-agua de 1:10 (p/v). Para separar los bioproductos
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de destilacion se utilizd una trampa Clevenger de 12 mL ya que este aceite

resulté ser menos miscible con el hidrolato permitiendo su pronta separacion.

Tabla 2.4 Cantidad usada de materia prima por ciclo de destilacion.

Materia prima seca (g)
Ciclo
Tomillo Orégano
1 257,34 149,48
2 256,64 150,43
3 256,99 260,11
4 248,47 249,56
5 252,29 249,65
6 153,40 291,51
Total 1425,13 1350,74

2.6.4 Caracterizacion de las muestras de aceite e hidrolato

Previo a la caracterizacion del aceite se uso sulfato de sodio anhidro para

separar el hidrolato restante que se encontraba en las muestras de aceite.
2.6.4.1 Propiedades organolépticas

Luego de extraer los aceites e hidrolatos de las dos especies vegetales,
se establecieron las propiedades organolépticas de estos productos, de
manera visual, reportando cambios de olor, color y textura durante dos

sémanas.

Ademas; se realizd, como control de calidad para los productos de
destilacion, pruebas fisico-quimicas para determinar dos propiedades fisicas

con las que demostrar la pureza del aceite.
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2.6.4.2 Propiedades fisicas
Una primera prueba fue realizada para medir la densidad de los
aceites. Para esto se us0 la relacibn masa-volumen, cuantificando 0,2
mL de aceite, el cual fue pesado en una balanza analitica OHAUS con
tres décimas de precision, finalmente se dividié dividir la masa obtenida
para el volumen cuantificado. Esta operacion se realiz6 tres veces para

obtener una media estadistica para esta propiedad.

Luego de esto, se realiz6 una segunda prueba, la cual consistié en
determinar el indice de refraccion del aceite. Para esto se usO un
refractdmetro digital Abbemat 300, en el cual fue cargado una gota de
cada aceite (0,2 mL aprox.) indicando inmediatamente el indice de

refraccion resultante.

2.7 Evaluacion en patdgenos

2.7.1 Cepas delL.theobromae

Se utilizé una cepa de L. theobromae preservada bajo congelacion en la

coleccién de microorganismos del CIBE-ESPOL.

La reactivacion de este patdgeno se realizé en cajas Petri con Agar Papa
Dextrosa (PDA), para esto se colocd un disco de este hongo (5 mm de
diametro aproximadamente) en el medio de cultivo, el cual se obtuvo

perforando la cepa en el medio. Este proceso durd 7 dias.

2.7.2 Soluciones madre

La solucion madre | fue una de las primeras soluciones que se preparo,
para esto se tom6 0,3 mL de aceite y 37,5 mL de hidrolato de cada aceite en
recipientes por separado. Luego se la diluyé en dimetilsulféxido (DMSO),
teniendo asi 2 mL de solucion madre | para el aceite, mientras que al hidrolato
no se le agrego este reactivo, quedando solo los 37,5 mL. El aceite paso de
tener una concentracion de 1000000 ppm (considerado como puro) a una
solucién de 165000 ppm mientras que el hidrolato tuvo una concentracion de
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1000000 ppm. La tabla 2.5 detalla la metodologia propuesta para realizar la

solucién madre I.

Tabla 2.5 Informacién sobre la solucién madre |

Solucién madre | (SM )

» » Volumen | Volumen
Concentracion Concentraci6é | Volumen
Producto o ) de DMSO total
inicial (ppm) n final (ppm) (mL)

(mL) (mL)
Aceite

) 1000000 165000 0,3 1,7 2,0
esencial

Luego de esta preparacion se volvio a diluir la solucion madre | con agua,

para llevar la solucién de 165000 a 2000 ppm para el aceite y de 1000000 a

500000 ppm para el hidrolato, con un volumen final de 75 mL de solucion.

Para esto se usa 74 mL de agua y 1 mL de la solucion madre | preparada para

el aceite y 37,5 mL de agua con 37,5 mL de hidrolato. La informacién resumida

se detalla a continuacion.

Tabla 2.6 Informacién sobre la solucién madre Il

Solucién madre Il (SM II)

_ _ Volumen | Volumen
Concentracion | Concentracion Volumen
Producto o . de SM | de agua
inicial (ppm) final (ppm) total (mL)
(mL) (mL)
Aceite
_ 165000 2000 1,0 74,00 75,0
esencial
Hidrolato 1000000 500000 37,5 37.5 75,0
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2.8

2.7.3 Ensayos de inhibicidon con diluciones de aceites

Luego de haber reactivado la cepa del hongo y de haber preparado la
solucién madre Il, se realizo los ensayos de inhibicion de crecimiento. Para
esto se perforaron discos de la cepa del hongo reactivado y se preparé el
medio de cultivo. Entonces, se us6 74 mL de agua para el medio del aceite
esencial mientras que para el medio del hidrolato se usé 37,5 mL de agua. A
cada volumen de agua se le agregd y mezclé 2,9 g de PDA y se autoclavo

para eliminar cualquier microorganismo del medio preparado.

Para finalizar con la preparacion del medio, se le agregé la cantidad de
aceite esencial e hidrolato siguiendo la informacién de la tabla 2.6. Con estos
75 mL de cada concentracion se realizaron los ensayos por quintuplicado, es
decir que se colocaron 15 mL de cada dilucién en 5 cajas Petri, para luego
colocarle el disco con la cepa del hongo, como se detalla en la tabla 2.7.
Finalmente, se cerro la caja Petri y se incubo el hongo por 5 dias para tomar
la primera medicion. Se realizaron marcas radiales en estas cajas Petri donde
se midio la longitud, desde el centro de la caja hasta la marca, en cada ensayo

con ayuda del programa IMAGEJ® para calcular el area micelial del patégeno.
Disefio experimental de las muestras

El experimento consistié en evaluar la capacidad de inhibir el crecimiento
micelial del hongo L. theobromae con diluciones de aceites a diferentes
concentraciones. La variable de estudio a medir es el crecimiento radial del hongo
en mm y esto dependera de la variable concentracién del aceite (ppm). Las
entradas del experimento fueron los medios de cultivos con discos del hongo y las

salidas del experimento fueron los mismos medios con hongos ya desarrollados.

Como en el experimento se va a medir el efecto de una sola variable, se usé
un disefio completamente aleatorizado, en la que se aplico la herramienta
estadistica del analisis de la varianza de un factor (ANOVA) con un nivel de
significancia del 5%. Con dicha herramienta estadistica se verific la hipétesis de
la incidencia de la concentracion del AE e hidrolato en el crecimiento micelial del

patdgeno.
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3.

CAPITULO 3
RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Secado de las especies

El proceso de secado de las especies fue llevado a cabo como se describio

en la metodologia propuesta obteniendo los valores que se presentan en la tabla
3.1

Tabla 3.1 Resumen de proceso de secado de las especies

Humedad en el equilibrio
. Peso | Tiempo de
Especie Peso seco
fresco secado
Autores Reportado
12%
Thymu_s 5.5 3 dias 1,5 (Kg) 17% Da Rocha et al.
vulgaris (Kg) 2012
. 12%
Origanum |~ 5,5 5 dias 1,5 (Kg) 129 Castillo et al.
vulgare (Kg) 2019

Asimismo, se realizo las respectivas curvas de secado para ambas especies

vegetales las cuales se encuentran en la figura 3.1y 3.2.

Curva de secado Tomillo
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Figura 3.1 Curva de secado de Thymus vulgaris

Curva de secado Orégano
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Figura 3.2 Curva de secado de Origanum vulgare

El resultado de este proceso de secado evidencia que la especie Origanum
vulgare tiene una humedad final del 12%; este valor concuerda con lo reportado en
la literatura referenciada. Por otro lado, la especie Thymus vulgaris presenté un
porcentaje de humedad final del 17%; este porcentaje difiere con el porcentaje de
la humedad final consultado en la bibliografia el cual era de 12%. Esto evidencia
gue el proceso de secado no fue del todo 6ptimo, pero esto no afectod el rendimiento

de la destilacion de esta especie tal como se demostrara en la seccion 3.4.

3.2 Aceites esenciales e hidrolatos

Los productos de la destilacion de materia prima seca por arrastre de vapor
fueron recolectados, separados y almacenados en diferentes contenedores. El
volumen de aceite obtenido se presenta en la tabla 3.2 y esta ligado a la cantidad
de materia prima que se coloque en el sistema. En esta tabla se evidencia que,
para la especie Thymus vulgaris se obtuvo un mayor volumen aceite mientras que

en la destilacion de la especie Origanum vulgare se obtuvo poco volumen de aceite.

El volumen del subproducto de la destilacién (Hidrolato) para ambas especies
fue considerable, ya que este producto esta ligado tanto a la cantidad de agua con

el que inicid el sistema para la destilaciéon como el tiempo que se empleé para la
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destilacion. Y en la tabla se observa que la especie Origanum vulgare tuvo un mayor

tiempo de destilacion, por consiguiente, un mayor volumen de hidrolato fue

recolectado.

Tabla 3.2 Resultados de la destilacién de las especies vegetales

Masa de Tiempo de Volumen Volumen de
Especie material prima destilacion de aceite Hidrolato
seca (Ib) (min) (mL) (mL)
Origanum 4 465 1,75 6615
vulgare
Thymus 4 408 4,7 5100
vulgaris

3.3 Propiedades organolépticas y fisicas de los aceites e hidrolatos

Las propiedades organolépticas de los aceites como el aroma, color y textura

fueron similares entre ambas especies. Estas se detallan en la tabla 3.3.

Tabla 3.3 Propiedades organolépticas de los aceites destilados

Especie Aroma Coloracion Textura
Origanum i _ Ligeramente
Herbaceo Amarillo ]
vulgare viscosa
Thymus i ) i
) Herbaceo Naranja Viscosa
vulgaris

Estas propiedades fueron comparadas con los resultados obtenidos por
Muzzio & Segovia en el 2021, encontrando que, las propiedades para la especie
Origanum vulgare concuerdan totalmente, pero, para la especie Thymus vulgaris
no concuerdan. Esta variacion puede deberse a que, segun la bibliografia
consultada, “estos aceites son propensos a oxidarse ya que estos aceites cuentan

en su estructura con acidos grasos insaturados que de no contar con un ambiente
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adecuado en la destilacion (temperatura, luz natural, oxigeno presente) pueden

tomar una coloracién mas oscura de lo normal” (Juarez, 2017).

I\
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Figura 3.3 Aceites esenciales destilados a) Thymus vulgaris b) Origanum vulgare

g

b)

Asimismo, las propiedades organolépticas de los hidrolatos de las especies

se detallan en la tabla 3.4.

Tabla 3.4 Propiedades organolépticas de los hidrolatos

Especie Aroma Coloracion Textura
Origanum i Transparente- o
Herbaceo ; Liquida
vulgare Blanquecina
Thymus } Blanquecina- o
) Herbaceo ) Liquida
vulgaris Naranja

Estas propiedades también fueron comparadas con trabajos previos
encontrando que estas propiedades difieren dependiendo del autor y la época en
la que se realiza la destilacion. (Caceres et al., 2021) Del resultado de este trabajo
se tiene que, el hidrolato de la destilacion de Origanum vulgare no presento
cambios en su coloracion a lo largo del tiempo, siempre mantuvo su tonalidad
transparente-blanquecina. Pero el hidrolato del Thymus vulgaris si fue afectado a
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lo largo de la destilacidon y posteriores pruebas antifingicas ya que este hidrolato a
medida que pasaba el tiempo se iba oxidando, tomando una coloraciéon naranja,
pese a que se mantuvo en refrigeracion y bajo sombra, tal como se observa en la

figura 3.4.

Figura 3.4 Hidrolatos recolectados a) Origanum vulgare, b) Thymus vulgaris

Las propiedades fisicas de la densidad e indice de refraccion fueron
comprobadas como control de calidad del aceite. La densidad fue medida a 20°C
por medio de la relacion masa-volumen teniendo que la densidad para el aceite de
Thymus vulgaris fue 0,907 g/mL mientras que para Origanum vulgare fue de 0,869
g/mL. Estos valores se encuentran muy cercanos a las densidades reportadas por
Céceres et al. (2021), 0,929 mg/mL y 0,943 mg/mL para el orégano y tomillo
respectivamente, comparando las densidades de la bibliografia y las obtenidas se
obtuvo un porcentaje de error menor al 10%, lo cual es aceptable ya que no se
conté ni con un volumen considerable de aceite para probar otros métodos de
comprobar la densidad ni con equipos de laboratorios con una precision mayor.

El indice de refraccion de ambos aceites fue medido con la ayuda de un
refractometro Abbemat 300 a una temperatura de 20°C. El resultado de esta prueba
fue que para el aceite de tomillo y orégano se obtuvieron indice de refraccion de
1,4966 nD y 1,5028 nD respectivamente. C4ceres et al. (2021), reporta que el indice
de refraccion se encuentra dentro del rango de [1,4900-1,5080] nD para ambas

especies. Entonces, el porcentaje de error comparando los valores de esta

25



propiedad para los aceites extraidos con los de la bibliografia son menores al 10%
por lo que los indices de refraccion medidos son un buen indicador de la pureza del

aceite extraido.

Con todas estas pruebas organolépticas y fisicas se tiene constancia de que
los aceites obtenidos de la destilacion cuentan con la calidad necesaria y pueden

ser usados en las pruebas posteriores.
3.4 Rendimiento de la destilacién

Para el rendimiento de la destilacion se tom6 en cuenta los volimenes de
hidrolato y aceite esencial. En el rendimiento del hidrolato se calculé en base al

volumen de agua usado en la destilacion con la siguiente ecuacion:

L. mlL de hidrolato
Y%rendiminetouidrolato = Tl de agua 100 (1)

En cuanto al rendimiento del aceite, este fue calculado en base a la masa

de materia prima seca usada en la destilacion con la siguiente ecuacion:

.. de Aceite
Y%rendiminetoaceie =% 100 (2)
g de MPseca

La tabla 3.5 muestra los rendimientos calculados para el hidrolato y aceite de

las dos especies usadas en la destilacion.

Tabla 3.5 Rendimiento de los productos de la destilacion

Hidrolato Aceite

Especie Autores Reportado Autores Reportado

0,76 %
Origanum vulgare 44,39% - 0,12%

(Muzzio & Segovia, 2021)

. 0,27%
Thymus vulgaris 36,69% - 0,38%

(Muzzio & Segovia, 2021)
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Como se observa el rendimiento del hidrolato es alto en comparacién con el
rendimiento del aceite. Este rendimiento del hidrolato puede incrementarse si la
destilacion se hace por un tiempo mas prolongado al que se usé en esta destilacion.
Pero, asi como se incrementa el rendimiento del hidrolato también puede ocurrir
que se evapore toda el agua del sistema y se comience a quemar la materia prima.
Ademas, no se podria llegar a un rendimiento del 100% ya que puede existir perdida
de vapor en alguna de las conexiones del sistema en general e incluso la materia

prima se hidrata en todo el proceso de destilacion.

El rendimiento del aceite para la especie Thymus vulgaris es mayor al
consultado en la bibliografia puesto que en la destilacion de esta especie se ha
alcanzado un 0,38%. (Muzzio Villafuerte & Segovia Loor, 2021) Este rendimiento
obtenido puede deberse a que, como se expuso antes, se uso la raiz de esta planta.
Por otro lado, el rendimiento de la destilacion de orégano fue menor al 0,2%, esto
evidencia que existio algun factor que afect6 en alguna etapa de la preparacion de
la materia prima, la época, lugar de cosecha, destilacién o la separacion. Segun
Mufioz en el 2019, expresé que la recoleccién y cosecha de orégano se debe de
realizar en los meses de junio-septiembre, ya que en esta época del afio es cuando
esta especie se encuentra en floracion y es precisamente en esta parte de la planta
donde se concentra un porcentaje considerable del aceite esencial que se quiere
extraer (Mufioz, 2019).

Otro factor que se tuvo en cuenta para analizar el rendimiento de la destilacién
fue el tiempo de secado de la materia prima. Este proceso se realizé para quitar la
humedad que esta tenia, ya que estas especies vegetales cuentan con un 80% de
humedad en su estructura. Para esto se realizaron gréficas que ayudaron a

constatar lo antes expuesto.
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Superficie de Respuesta: Orégano Superficie de Respuesta: Tomillo
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Figura 3.5 Superficies de respuesta con datos recolectados de la destilacién

La figura 3.5 es el resultado de graficar la variable masa de materia prima
seca, dias de secado y rendimiento de la destilacion para ambas especies
vegetales. Esta informacion se grafico ya que existen dias de separacion entre
destilacién, pero revisando dato a dato se puede observar que la significancia de la
cantidad de dias de secado en el rendimiento de la destilacion es minima y
estadisticamente inexistente por lo que se descarta que la etapa de secado haya

influido en los resultados de la destilacion.

3.5 Pruebas antifungicas

Tal como se expreso en el capitulo 1 el aceite esencial de ambas especies
obtenidas en la destilacion posee compuestos fendlicos con potencial actividad
antifungica debido al grupo hidroxilo en sus estructuras. Lizcano (2007) y Casacchia
(2018) probaron el efecto antifungico de algunos aceites esenciales de orégano y
tomillo contra Fusarium solani, Phytophthora capsici y Rhizoctonia solani,
encontrando que efectivamente estos aceites esenciales a diferentes
concentraciones inhiben el crecimiento de los patégenos a diferentes
concentraciones, para F. Solani fue a 250 ppm de AE de tomillo, para P. Capsici
fue a 200 ppm de AE de tomillo y para R. Solani fue a 100 ppm de este mismo
aceite; pero en estas investigaciones no se realizaron pruebas in vitro contra L.
theobromae.

En las pruebas antifingicas in vitro de los aceites esenciales se obtuvo que el

aceite esencial de la especie Origanum vulgare inhibe el crecimiento micelial del
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patdgeno parcialmente durante los tres dias que dur6 el ensayo, mientras que el
aceite esencial de la especie Thymus vulgaris presentd una inhibicion total del
crecimiento de este patdgeno desde el inicio hasta el final del ensayo. Las figuras
3.6 y 3.7 muestran los ensayos llevados a cabo, donde se observa el crecimiento

del patégeno en los distintos medios de cultivo (control, con hidrolato de la especie

y con aceite esencial de la especie)

a) Control c) Hidrolato

Figura 3.6 Resultados de los ensayos AE e hidrolato de O. Vulgare contra L. theobromae

a) Control b) AE c) Hidrolato

Figura 3.7 Resultados de los ensayos AE e hidrolato de T. Vulgaris contra L. theobromae

Asimismo, en la tabla 3.6 se observan los porcentajes de inhibicion durante
los dias en los que se realiz6 las pruebas, corroborando que el aceite esencial de
Thymus vulgaris tiene mayor potencial antifingico de las dos especies debido a
gue cuenta con una mayor proporcion de timol en su composicion en comparacion
con la especie Origanum vulgare. Por lo que, un analisis estadistico para esta
especie no seria necesario ya que no existen datos diferentes que analizar.
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Tabla 3.6 Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los distintos tratamientos

Thymus vulgaris Origanum vulgare
Hidrolato | Aceite Esencial | Hidrolato | Aceite Esencial
(50%) (2000ppm) (50%) (2000ppm)
Dia 1l 100% 100% 51,12% 89,03%
Dia 2 100% 100% 1,28% 74,10%
Dia 3 100% 100% 21,05% 27,28%

Los porcentajes de inhibicion del hidrolato y aceite esencial de la especie
Thymus vulgaris no presentan diferencia alguna en el control del patégeno,
mientras que para la especie Origanum vulgare se observa que el aceite esencial
tiene un mayor porcentaje de inhibicion que el hidrolato. Esta diferencia puede
justificarse ya que, tanto en este como en otras pruebas llevados a cabo en la
bibliografia consultada, se hacen los ensayos con una dilucién del hidrolato a un
50% mientras que el aceite se diluye al 1-2%, por lo que el hidrolato al componerse
mayormente por agua tiene menos cantidad de compuestos fendlicos que el aceite
(Ramirez et al., 2011).

Se verificd y comparé los resultados de las pruebas antifungicas. Para la
especie Origanum vulgare se encontro que, con 600 ppm de aceite esencial de esta
especie se llegdé a inhibir totalmente el crecimiento micelial de L. theobromae.
(Espitia et al., 2012) En los ensayos realizados en este proyecto no se obtuvo el
mismo rendimiento. Ya que a pesar de que las disoluciones que se usaron fueron
mucho mas elevadas, 2000 ppm, solo se llegé a inhibir el crecimiento micelial

parcialmente y no totalmente, como lo describe en el articulo. Lo que quiere decir
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que posiblemente factores como el lugar, clima o suelo de la cosecha, el tiempo de
destilacion, o secado de la especie llegaron a alterar la concentracion de

componentes activos presentes.

En la bibliografia consultada sobre el uso del AE del Thymus vulgaris contra
L. theobromae se encontré que se inhibié el 100% del crecimiento del patégeno a
partir de 0,33 ppm de aceite esencial en los medios de cultivo. (Perumal et al.,
2016) Estos resultados, de la actividad antifungica, fueron replicados en este
trabajo utilizando una concentracion de 2000 ppm en los medios de cultivo;
ademas, se realiz6 otro ensayo en el que se utilizo hidrolato de esta especie con
una concentracion de 50000 ppm, consiguiendo asi mismo el 100 % de inhibicion
del patdgeno. Con esto se comprobo la actividad antifungica de ambos productos

de destilacion de esta especie contra L. theobromae.

De acuerdo a las pruebas realizadas se ha demostrado que las
concentraciones a las que se diluy6 el aceite de Origanum vulgare y los dias de
duraciéon del ensayo son factores a tomar en cuenta al momento de decidir cual
podria ser el CMI para inhibir el crecimiento micelial. La figura 3.8 muestra el uso

de la herramienta estadistica del andlisis de la varianza de dos factores.

Tabla ANOVA

Fuente devariacion  Df SumSq  MeanSq  Fvalue Pr(>F)

Dia 2 104311 52155 192175  <2.2e-16
Tipo de Experimento 2 16317 815.8 30061 1.073e-08
Residuals 40 1085.6 27.1

Figura 3.8 Andlisis de la varianza de dos factores de los ensayos realizados

Entonces, el P-valor para el factor de dias de duracion del ensayo es menor a
2.2e-16, el cual es menor al nivel de significancia de 0.05. Por lo tanto, este factor
tiene un efecto significativo en el area micelial del hongo. Asimismo, el P-valor para
el factor de tipo de experimento es de 1.073e-08, el cual también es menor al nivel
de significancia de 0.05. Por lo tanto, los diferentes tipos de experimento utilizados

también influyen en la variable de respuesta
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Como resultado de las pruebas visuales y estadisticas del disefio
experimental completamente aleatorizado se obtuvo que los dias de duracion del
ensayo Yy tipo de tratamiento usado si influyen en la inhibicién del patégeno y, mas
en concreto, que la dilucion del aceite esencial de Thymus vulgaris tiene la
capacidad antifungica idénea contra L. theobromae por lo que la que estimar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de este aceite se podria hacer en estudios
posteriores, mientras que para el aceite de orégano se comprob6 que no cuenta

con un buen potencial antifungico contra este patégeno.

3.6 Anadlisis econdmico de produccion de aceites esenciales

Tomando en cuenta el rendimiento de la destilacion obtenido y la eficacia del
aceite de tomillo en las pruebas antifingicas in vitro sobre el uso del aceite de
orégano se escogio esta especie para realizar el analisis econémico.

Los costos involucrados en la destilacion del aceite de tomillo se detallan en
las tablas 3.7 y 3.8. En estas tablas se tienen los costos de los equipos y materiales

usados en la produccion de este tipo de aceites.

Tabla 3.7 Presupuesto en la inversion del equipo de destilacién

Equipo Precio
Cocina industrial (1 puesto) $ 70,00
Olla de destilacion (Acero inoxidable) $ 60,00
Mangueras PVC (2 m) $4,00
Bomba sumergible FP-1005 $ 28,00
Embudo de decantacién (250 mL) $ 35,00
Soporte Universal, pinza y nuez $ 40,00
Cilindro de gas 15 Kg $ 3,00
Total $ 240,00
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Tabla 3.8 Costos de produccién y venta (tentativa) del aceite destilado

Especie vegetal (12 Lb) $ 10,00
Agua (30 md) $ 5,00
Costo de produccion de 5 mL de aceite $ 15,00
Precio de venta (Ganancia del 30%) $ 19,50

Este proyecto al ser a mediana escala ain no se tomé en cuenta la mano de
obra directa. Asimismo, la inversién que se contempla para que la destilacion de
aceite inicie seria de 260$ aproximadamente. Pero de este rubro tan solo se va a
necesitar de 15% para obtener 5 mL de este aceite y seria vendido con un margen
de ganancia del 30%. Este valor de venta al puablico seria muy bien recibido en el
mercado ya que el aceite de los competidores esta cercano a los 22-23$ por lo que

las técnicas implementadas en la destilacion son muy rentables.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

41 Conclusiones

Los productos de la destilacion de la especie Thymus vulgaris lograron inhibir el
100% el crecimiento de L. theobromae. Esto se evidencio en los medios de
cultivo con 2000 ppm del aceite y los medios de cultivo con 50000 ppm del
hidrolato; puesto que estos ensayos no presentaron crecimiento micelial durante
Su ejecucion. Sin embargo, bajo las mismas concentraciones del aceite esencial
e hidrolato de la especie Origanum vulgare existio crecimiento micelial en sus

respectivos medios de cultivo.

Se obtuvo un buen rendimiento en volumen de aceite esencial e hidrolato de las
especies, los cuales fueron suficientes para realizar las pruebas antifangicas in
vitro con cada una de las diluciones en el medio. Lo que evidencia que la técnica
de destilacion por arrastre de vapor con las modificaciones realizadas, en la
relacion materia prima y agua de 1:10 (p/v); y las dos etapas de separacion,
tuvieron una leve mejora en cuanto al rendimiento de la destilacion reportado por

autores de trabajos previos.

El potencial antifungico de los hidrolatos de ambas especies fue considerable en
el crecimiento del patégeno. Pero el hidrolato a 50000 ppm del Thymus vulgaris
fue quien inhibié al 100% el crecimiento mientras que, el hidrolato del Origanum
vulgare retardo el crecimiento del patégeno méas no lo inhibié. Estos
subproductos de destilaciébn son una gran alternativa a usar debido a su bajo
costo de produccidon y mayor rendimiento en volumen, comparado con los

aceites.

Con los resultados obtenidos de las pruebas antifingicas con los productos de
destilacién de O. vulgare, se evidencia que tanto el AE como el hidrolato tienen
un bajo potencial antifangico contra el L. theobromae. Por lo que se concluye
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que los productos de destilacion de esta especie no son aptos para seguir
llevando a cabo investigaciones contra este patégeno puesto que los pesticidas

deben de llevar una baja concentracion de estos bioproductos.

Del analisis econdmico se obtuvo, tanto el aceite esencial e hidrolato del Thymus
vulgaris debido a su gran porcentaje de ganancia y bajo costo de produccion son
potenciales productos para la comercializacion por si solos o como reactivos

para formulacién de un posible fungicida organico comercial.

4.2 Recomendaciones

Al momento de transportar la materia prima se recomienda el uso cartones o
papel Kraft, pero sobre todo evitar usar fundas plasticas ya que estas hacen que
la planta transpire expulsando agua con pequefias particulas de aceite debido a
la humedad que se genera en la funda. Estas particulas de aceite a largo plazo

afectaran en el rendimiento de la destilacion del aceite de la especie.

Se recomienda, controlar de una manera mas efectiva las condiciones térmicas
del espacio destinado al secado de la materia prima, ya que los cambios bruscos
de temperatura afectan en esta operacion, provocando que se retire del secado
la materia prima sin que esta se encuentre totalmente seca. Ademas, se
recomienda distribuir uniformemente en el area de secado las plantas, de tal
manera que cada una de ellas tenga el flujo necesario de aire para que se seque

correctamente.

En cuanto a la destilacidon, se recomienda optimizar el tiempo de destilacion, la
cantidad de materia prima y volumen de agua que se ingrese a este tipo de
sistemas, ya que existe evidencia de que gran cantidad de aceite esencial de
estas especies se obtiene dentro de la primera media hora de destilacién. Con
esta accion se mejoraria los rendimientos de los productos de destilacion y el

analisis econdmico en la obtencion de estos.
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e Tomar los datos recopilados de las pruebas antifungicas in vitro como base para
encontrar las concentraciones minimas inhibitorias para ambas especies, ya que
por factor tiempo y volumen de aceite no se lograron hacer las diluciones a 1000,
500, 250y 100 ppm para los aceites con las que probar el efecto fungico de estas

especies vegetales.

e Al momento de preparar los medios de cultivo se recomienda, homogeneizar
bien las soluciones madres para obtener una distribucion equivalente de

terpenos presentes y poder garantizar la fiabilidad de las pruebas antifungicas.

e Finalmente, se recomienda hacer combinaciones aceite-aceite, aceite-hidrolato
e hidrolato-hidrolato entre las especies vegetales para realizar nuevos ensayos
y constatar si el efecto fangico es aditivo para asi mejorar los resultados

presentados en este trabajo.
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APENDICES



APENDICE A

Tabla A.1 Ciclos de destilacion llevados a cabo para Thymus vulgaris

. : Masa MP Agua Tiempo Aceite Hidrolato
Dia Ciclo :
9) (mL) (min) (mL) (mL)
1 257.34 2500 80 0.5 1200
3/6/2022 2 256.64 2500 80 1.5 520
3 256.99 2500 95 1.1 860
1 248.47 2400 90 0.8 970
6/6/2022 2 252.29 2500 60 0.4 1000
3 153.40 1500 60 0.4 550
Total 6 1425.13 13900 465 4.7 5100
Tabla A.2 Ciclos de destilacién llevados a cabo para Origanum vulgare
Dia Ciclo Masa MP Agua Tiempo Aceite Hidrolato

9) (mL) (min) (mL) (mL)
1 149.48 1500 60 0.0 635
8/6/2022 2 150.43 1500 45 0.1 1300
3 260.11 4000 120 0.8 1800
1 249.56 2500 68 0.3 850

9/6/2022
2 249.65 2500 55 0.25 1280
20/6/2022 1 291.51 2900 60 0.3 750
Total 6 1350.74 14900 408 1.75 6615




Tabla A.3 Areas miceliales medidas para los productos de destilacion de Origanum vulgare

Placa Petri Dia1l Dia 2 Dia 3

1 7.203 37.047 51.522

2 7.063 25.62 50.801

(sin t?gt”;rrnol'en ) 3 4.207 27.013 50.95
4 4.565 28.225 52.211
5 7.016 32.066 51.348
1 3.510 17.620 33.510
| 2 3.390 16.780 33.480
(5:688?8;%) 3 3.450 15.900 31.330
4 4.600 17.460 32.970
5 3.740 16.940 32.750

1 0.921 10.399 45.283
2 0.916 11.551 48.166
(ZOOé;Epm) 3 0.475 5.176 26.974
4 0.466 6.223 34.324

5 0.518 5.498 32.031

Tabla A.4 Areas miceliales medidas para los productos de destilacion de Thymus vulgaris

Placa Petri Dial Dia 2 Dia 3

1 7.203 37.047 51.522

2 7.063 25,62 50.801

- ggt”;r;olgn o 3 4.207 27.013 50.95
4 4.565 28.225 52.211

5 7.016 32.066 51.348

1 0.000 0.000 0.000

| 2 0.000 0.000 0.000
(55'585%' Sgom) 3 0.000 0.000 0.000
4 0.000 0.000 0.000

5 0.000 0.000 0.000

1 0.000 0.000 0.000

2 0.000 0.000 0.000

(ZOOSEpm) 3 0.000 0.000 0.000
4 0.000 0.000 0.000

5 0.000 0.000 0.000




Tabla A.5 Formato de recoleccidon de datos de los experimentos

Concentraciones (ppm)
Experimento

165000 2000 | 500000
Experimento 1 X11 X1,2 X13
Experimento 2 X221 X2,2 X23
Experimento 3 X31 X32 X33
Experimento n Xna Xn,2 Xn3

Tabla A.6 Calculos para realizar una tabla ANOVA de un factor

Funciéon de Grados de | Cuadrado
o Suma de cuadrados ) ) Prueba F
Variacion libertad medio
Entre o Z(xi)z (Z x)Z k-1 SCet CMentre
tratamientos “T N g-L CM gentro
Dentro del SCar
. SCat = SCT — SCet N-K
tratamiento g.L
SCT
Total X x)? N-1
= Y(x)? — N




Areas Circulares Medidas

Figura A.1 Diagrama de cajas de las pruebas antifiungicas usando Origanum vulgare
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Figura A.2 Grafico de interaccion de medias de las pruebas antifungicas usando Origanum
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Figura A.3 Protocolo solicitado por el CIBE para la destilacion de Origanum vulgare y
Thymus vulgaris (1/5)
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Figura A.4 Protocolo solicitado por el CIBE para la destilacion de Origanum vulgare y
Thymus vulgaris (2/6)

enpol

Ei=taria prima y reacilvoc

Cantidad Dmcoripolin
15 Kq M aberia weigeial fresoa (Driganum vukgane)
160 L i
] Kangueias de hielo

Equipos

Cantidad Decoripcldn
1 Balanza analiliia OHALE
Ok de destlacitn 55 L
Cocina mdusirial (1 puesia)
Embudn de decanteskin 500 ml
Trampa Chavenger 12 mL
Frobela £ 000 =il
Baomiba sumenible O 1500
Klangueras ¥ (2 mil
ADTazn danas
Soporke unkversal
Huer v pinzas
Bakdi o ooobker
A de calenlamienio
Beaier 260 mi
Tubo d @nsasn
R afractdmesino digial
i ronipeta
Punias para i rogd pela
Fragoo widr o dmbar
Ricipands Plasico (4 L)

Y R I Y N e AT N AT Y ) D N N P S

-
L= ]

s

s

PREPARACION DE LA MUESTRA

Lia maberia primna peevio @ o de-st koidn iendnd un prodes o die eeoado de al menis T dias
¥ mastiono 14 dias. El fpo de secado a levar @ cabo o5 natural bajo sombea, domde una
correnle 9 @int pasa por enoms de las esseoes reliando homeded presenis o SU
esiruchura. Para esia, las planias de & espeoe soern o Shanckdas on un soben papel B

an um dred de 10 e cudands gue ningung S@ RoDreponga socbre ol Las vanables
termodinamicas del secado sendn las gue rigen a b cudad en la Qo s¢ linse @ cabo

aale procesn. BEn Guayaqull durante los meses de abrikagosio, @ lemparaiura cacla
enine los 252775 w la presidn almosiinca se manbene @ aim

S escogend clora cantidad de maderia wegelal, @ cual e pesada cada Ires horas en
una halarra analifca. Esios dalos s fabulanin v serddndn Do realzar & ouns dis
socado de b espeoe. Una vez gue @ maleia vegeisl reporie por al manos 4 weces al
miSmo oS S relirars odo @l e gue ¢ hava puesio @ Seoar para inkiar ¢l proceso
e desllann



Figura A.5 Protocolo solicitado por el CIBE para la destilacion de Origanum vulgare y
Thymus vulgaris (3/5)
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Conectar las dos mangueras % a i@ bomba sumergible y al condensador que viene
incarporade en la ofka de destlacen Fara esto puede guarse con la figura 1

hgers 1. Souso de destlsoon

Nota: Asegurarse de '@ unidn de s mangueras ol condensador can ayuda de las dos
abrazaderas.

Purga del clctama

Caantifcar 800 mL de agua en 'a probeta de 1000 mL.

Depositar el agua dentro de la ola de destiaan y corrar 2512 00N SUS seguros

Coccar 'a olla de destiackin en la namila de a cocna industral

Colccar agua y hie'e picado en el bakde o cooler
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conderaado.
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0w N -

Nota 1: Contrnlar gue @ temperatura del agua del bakde o cooler no supere o4 24°C
Nota 2: Esperar @l menos 15 minutes para cargar fa materia prima del siguiente
apartado

Nota 3: No desconectar ninguna manguen El sstema debe seguir armade para el
siguienie apanada.



Figura A.6 Protocolo solicitado por el CIBE para la destilacion de Origanum vulgare y
Thymus vulgaris (4/5)
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Mol 2 Bl o hiclo diol oooker e deshizo on la porga del sisiema colorar mes tana fa esla clapa.
Mola I Usor guaniis lérmioos on toda &5la ofapa ya gue o6 cquipss 5o ofduanian oon
B ralurae. STk & bos E0°0

Mola 4 Comnalir gue la emperairs del agua del bakde o ool no SUDEns kg 2470, e pasar
ool iETpTaiing s secormienda relirar agua v ool DoaT ek bk

Mola 5 Rolimar o sopome con of conderaadn del emuda leego de apagaer o sshema
Fiola 6 Temaer un ned pans y oobecars @ o sakda dil condansads, pusdt que o mandodkr o
Sl po Sga sal kendo kquido condengadn

Japarsolén de produsice del dechlado

1. Colccar &l soporie Son &l Embudn on s superTicle plana.
Colocar fa rampa Clavenger de 12 mL (con Aguido en cangada previamantz] en
la salda s embsds de dicaniEcdmn
3 Colocar un beakerde 350 mi @ la safida de la fampa Clevenger pana recoger o
[y filgad-"c
Cuanifcar o hidmolaln senarado una vir gue o aoe e so enousning denine de la
trampa Clavinger.
Almacenar & hidrofabo enoun epar sin Uz ¥ bajo effgeracidn a 15°C.
Colocar &l Do di Ensmyvo a la salida de & tampa y abrr la lase de paso.
Cuanifcar o aonhe esencial oon fa micropdpcla
Almacenar & adshe esancla’ en un frasco & Wdro dambar 9e 10 ml &n
refrigeracitn a 4°C.

e

w - im

Fiola 1 Esporar & menos 15 minulos iuego del process de destiaokdn D eapnr & qut 52 fermen
las fase=s derian del eoanbado para inlolar 1o Semarackdn

Mola 2 Mo ofsidar que la rampa Clesengor debe enor guids (910 il aonod. | anles de indar
|3 SEEarackin

Mola 3 Hocor enuoguet &l evbudo oon o hidolafe por ol menos 3 weoes o fradrar @
Sopanackin para necoleciar paiicuias doe aoebe que s falan pegado @ kb paned ool onsbodo.



Figura A.7 Protocolo solicitado por el CIBE para la destilacion de Origanum vulgare y
Thymus vulgaris (5/5)

enpol CTS

AMALISIS DE CALIDAD
Densidad del acalds

1. Fesar un microiubo de ensayn vao'o on i bafanza analitica (M-]
Tomar una acucla del apehe (Vi=0.F ml} con b micopipela ¥ odocar an el
i crouoo O Sy
3 Pesar nuevamenie el mcrotubo de ensayo oon &l ecetle y anolar o peso. (k)
4. Calcular la masa del aoebs (Mi=MsA)
5 Calcular la denskdad del aoedhe (M)

Moia: La dersidad del accie de CGrigaoum vopere so debe enconirar en el rango di
[CL938.0 93] mgrfml. (Choenes ol al., 2031)

Indies do mefracolon

Limpiar la superfick orslaling del refrechimetn digkal

Tomar una alkoucis del acetle (02 ml)con la meropioela.

Colocar ka afcunla an la supericke orslaline el relraciometro digital.
Tarmar meola diel wador del fndioe die nerges ol mesu B,

Lol kI -

Mioda: El fnedice die relraccidm o ecefie de Oniganom ruigans si debse enoordnar on el
rango de [1.5020-9.5080) nlk. (Chcenes ab al., 2021
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