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RESUMEN

En la Region Interandina, la planta Clinopodium nubigenum, conocida como Sunfo
es utilizada para prevenir o curar enfermedades intestinales e infecciones de la piel.
Otra planta muy popular es Ambrosia arborescens, comunmente llamada Marco,
ésta se utiliza tradicionalmente en jardines para ahuyentar insectos como la mosca
blanca y el zancudo. Estas propiedades estan presentes en los vegetales gracias a
compuestos quimicos, entre ellos los aceites esenciales, producidos naturalmente
como mecanismos de defensa o atraccion. Mediante el estudio de estos aceites
esenciales como antimicrobianos e insecticidas se busca rescatar los usos
tradicionales de estas especies, promoviendo su aplicacion biotecnolégica. Los
aceites esenciales se extrajeron mediante hidrodestilacion simpley fueron utilizados
para realizar andlisis de actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusion en
disco. Se determin6 una mayor actividad antimicrobiana de C. nubigenum frente a
la levadura C. albicans con un halo de 45,0 mm y de A. arborescens frente a la
bacteria patdgena P. aeruginosa con un halo de 27,3 (+ 2,5) mm. Ademas, mediante
la técnica de dilucion en caldo, se determiné la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion minima letal (CML) sobre un amplio nimero de
microorganismos, incluyendo bacterias Gram positivas (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus), bacterias Gram negativas (Salmonella Abaetetuba,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa) y levaduras (Candida albicans). La
toxicidad en insectos se determiné utilizando diferentes concentraciones de los
aceites esenciales. Se evalud su poder insecticida por actividad fumigante, contacto
directo, alimento con el aceite y su capacidad de repelencia sobre Pagiocerus
frontalis, un insecto plaga que ataca el grano de maiz. Los aceites esenciales de C.
nubigenum y A. arborescens demostraron actividad insecticida, presentando
mortalidades hasta de 80% y 58,8% respectivamente. C. nubigenum fue repelente
en todas sus concentraciones, mientras que A. arborescens present6 menor
repelencia e incluso neutralidad en concentraciones de 1y 2 pl/ml. Los resultados
obtenidos en esta investigacion abren la posibilidad de utilizar estos aceites en la
formulacién de bioplaguicidas para el sector agropecuario, con el fin de reducir el
uso de agroquimicos y contribuir con el cuidado del medio ambiente.

PALABRAS CLAVES

Aceites esenciales, Actividad antimicrobiana, Actividad insecticida, Repelencia.
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ABSTRACT

In the Inter Andean Region, Clinopodium nubigenum (Lamiaceae), known as Sunfo
is used to prevent or cure intestinal diseases and skin infections. Another popular
plant is Ambrosia arborescens (Asteraceae), commonly known as Marco, used
traditionally in gardens to keep away pest insects like the white fly and mosquito.
These properties are due to the presence of essential oils produced by the plants as
mechanisms of defense or for attraction of pollinators. The study of the
antimicrobials and insecticides properties of these essential oils can scientifically
confirm the traditional uses of these species, promoting their biotechnological
application. Plant essential oils were extracted by hydrodistillation and were used
to perform analysis of antimicrobial activity by the disc diffusion technique. C.
nubigenum showed strongest antimicrobial activity against yeast C. albicans with
inhibition halo of 45.0 mm and A. arborescens against P. aeruginosa with a halo of
27.3 (£ 2.5) mm. In addition, by the broth dilution method, was determined the
minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal lethal concentration (MLC)
against several microorganisms, including Gram positive bacteria (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus), Gram negative bacteria (Salmonella Abaetetuba,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa) and yeasts (Candida albicans). The
insecticidal activity of the essential oils, was evaluated by fumigation, direct
contact, and food whit essential oil. Repellency activity of the essential oils was
evaluated on Pagiocerus frontalis, a pest insect that attacks maize. C. nubigenum
and A. arborescens essential oils showed a good insecticidal activity, with a
mortality of 80% and 58.8%, respectively. C. nubigenum was repellent in all its
concentrations, whereas A. arborescens presented low or no repellency at the
concentrations of 1 and 2 ul / ml. The results obtained in this research open the
possibility of using C. nubigenum and A. arborescens essential oils in the
formulation of biopesticides to be used in agriculture, in order to reduce the use of
agrochemicals and contribute to the care of the environment.

KEYWORDS

Essential oils, Antimicrobial activity, Insecticidal activity, Repellency.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El Ecuador es un pais de gran diversidad cultural y natural, rico en especies vegetales que han
sido usadas ancestralmente. Las cuatro regiones naturales, hacen del Ecuador un pais
megadiverso por sus diferentes climas. La region Interandina posee gran cantidad de especies
vegetales, especialmente en los paramos. Esta es un &rea que apenas esta siendo explorada con
fines cientificos, sin embargo, los habitantes de esta region, a través de conocimientos
ancestrales han otorgado un uso a las plantas tanto como medicinales como para proteccién de

pequefios huertos familiares (Aguilar, Hidalgo, y Ulloa, 2009; Mena y Hofstede, 2006).

Adicionalmente, el sector agropecuaria es de gran importancia, ya que, segun el Instituto
Ecuatoriano de Estadistica y Censo ocupa el cuarto lugar en las actividades realizadas por la
Poblacion Econdmicamente Activa del pais (INEC, 2015), y ademas es la fuente principal de
ingresos de pequerios y grandes productores. Sin embargo, las pérdidas econémicas por plagas
y enfermedades constituyen un gran inconveniente para los agricultores ecuatorianos, generando
pérdidas que segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca alcanzan el 18% en cultivos
solos y el 15% en cultivos asociados (MAGAP, 2012).



Para la erradicacion de plagas se ha adoptado el uso de agroquimicos, los cuales han demostrado
ser efectivos para controlar plagas y enfermedades, pero también poseen grandes efectos
sistematicos que causan dafios a los seres humanos y a los procesos naturales de control de
plagas. Ademas implican costos elevados para los agricultores, ya que se requiere de
aplicaciones continuas (Jacobsen y Sherwood, 2002). Estos productos, son una fuente potencial
de contaminacion ambiental, con mayor impacto en paises tropicales. Causan dafio al suelo,
animales, plantas e incluso a los seres humanos, pues solo el 0.1% de la aplicacion del
agroquimico llega a la plaga, el resto se dispersa en el ambiente (D. Torres y Capote, 2004).
Rogg (2001) menciona que al evaluar el costo de los agroquimicos, se deberia tomar en cuenta
el gasto que implica la descontaminacién del ambiente.

Existen alternativas de manejo y control de plagas y enfermedades que se han desarrollado
basadas en conocimientos ancestrales sobre plantas con la capacidad de erradicar insectos,
acaros, nematodos, hongos, bacterias, virus, tanto de plantas como de animales (Celis et al.,
2010); con el fin de sustituir a los agroquimicos y buscando un equilibrio entre el ambiente, la
produccion y el hombre. Para disefiar estos productos alternativos se consideran parametros que
garanticen su eficiencia, como la especificidad sobre el objetivo, bajo o nulo impacto frente al
medio ambiente, organismos circundantes y el cultivo. Se han desarrollado productos a base de
extractos vegetales, ya sea, de las semillas o partes aéreas de las plantas; para prevenir o

contrarrestar plagas insectiles e infecciones bacterianas y fungicas (Molina, 2001).

La posibilidad de usar aceites esenciales como ingredientes activos de productos organicos, es
inminente ya que presentan actividad antibacterial y antifingica (Sanchez, Pino, Correa,
Naranjo, e Iglesia, 2009), ademaés de propiedades repelentes e insecticidas. Esto constituiria un
método de control alternativo ante plagas y enfermedades en cultivos, tanto en campo como en

post cosecha y en general en el sector agropecuario (Ballesta, Pascual, y Soler, 2004).



Los aceites presentan una actividad residual corta, por lo que son eliminados sin causar dafios o
producir efectos secundarios en plantas o ambiente (Castresan, Rosenbaum, y Gonzélez, 2013).
Su uso como compuestos principales de productos organicos, es una alternativa pertinente en
nuestro pais, que se enmarca en los objetivos del Plan Nacional del Buen Vivir desarrollado
por la Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, en lo relativo al aprovechamiento de
saberes ancestrales, el uso de los recursos naturales y proteccion del medio ambiente
(SENPLADES, 2013).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana, poder
insecticida y de repelencia de los aceites esenciales de C. nubigenum y A. arborescens, frente a
microorganismos patdgenos y un insecto plaga para el sector agropecuario. Determinando las
minimas concentraciones en las que los aceites esenciales poseen efecto antimicrobiano y el

método de aplicacion del aceite esencial para una mejor actividad insecticida.

El estudio de los efectos de estos aceites tanto en organismos benéficos como en patdgenos,
permitird la formulacion de plaguicidas especificos dirigidos a determinadas plagas evitando
perjudicar a otros organismos considerados benéficos por su rol ecolégico. Esta informacion
sera (til para evaluar un posible uso integrado de los aceites esenciales con organismos de
biocontrol, incrementando la eficiencia en el manejo de plagas y como consecuencia la

disminucion del uso de pesticidas de sintesis quimica.



CAPITULO II
OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la sensibilidad microbiana y poder insecticida de los aceites esenciales de C.
nubigenum y A. arborescens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el rendimiento del aceite esencial de Clinopodium nubigenum y Ambrosia
arborescens, mediante el método de extraccion por hidrodestilacion simple.

Examinar la biosensibilidad de Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella entérica subsp Abaetetuba, Escherichia coli,
Candida albicans al aceite esencial de Clinopodium nubigenum y Ambrosia arborescens
mediante la técnica de difusion por disco.

Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Letal (CML) de los aceites de Clinopodium nubigenum y Ambrosia arborescens para

microorganismos patdgenos.



e Estudiar la toxicidad del aceite esencial de Clinopodium nubigenum y Ambrosia

arborescens en el insecto Pagiocerus frontalis.

2.3 HIPOTESIS

El aceite esencial de Clinopodium nubigenum y Ambrosia arborescens presenta actividad
antimicrobiana e insecticida a diferentes concentraciones.}
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3.1 Clinopodium nubigenum. Kunth. 1891.

Clinopodium nubigenum o tradicionalmente llamado “Sunfo” es una planta herbacea
perteneciente a la familia Lamiaceae que crece sobre la tierra formando tapetes. Sus tallos son
de color café rojizo y sus hojas verdes, de forma ovalada, conglomeradas a lo largo del tallo y
cubiertas de vellosidades. Las flores son pequefias y solitarias y se encuentran en las axilas de

las hojas, las cuales son de color morado palido, como se presenta en la figura 1.

C. nubigenum se encuentra en zonas de clima frio, con una altura entre 3000 y 4500 msnm. En
el Ecuador esta presente en los paramos de Zuleta- Imbabura, asi como en las provincias de la
Region Interandina. Es ancestralmente conocida por sus propiedades medicinales, se usa en
infusion para eliminar el dolor de estbmago, dolores menstruales, incontinencia urinaria y gripe.
Ademas en la Zonas Andinas del pais es comun la mezcla del té con aguardiente para tratar el
frio (Aguilar, Hidalgo, y Ulloa, 2009).



Figura 1: Flores y hojas de C. nubigenum

Fuente: Aguilar et al., 2009

3.2 Ambrosia arborescens. Mill. 1984

Ambrosia arborescens o comtinmente denominado “Marco” es un subarbusto, que pertenece a
la familia Asteraceae, presenta un tallo fuerte que puede llegar a medir hasta 3m de longitud,
hojas compuestas, de color verde oscuro con margen sectado (Figura 2), haz glabrascente y
enveés albescente. Su inflorescencia se distribuye en panicula y toma un color verde rojizo (Ayala
y Vasquez, 2014).

El “Marco” es una planta nativa de América del Sur, en el Ecuador crece en la Region
Interandina entre 2500 y 3000 msnm. La poblacion propia de la regién aprovecha las
propiedades aromaticas y curativas de la planta, dandole usos en el tratamiento de la migrafa,
reumatismo, infecciones, estrefiimiento, fiebre, desdrdenes prostaticos, lesiones y fracturas,
ademas se la utiliza para combatir insectos plaga como pulgas y garrapatas (Ayala y Vasquez,
2014; Vera, 2008).



Figura 2: Hoja de A. arborescens

Fuente: La autora.

3.3 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son sustancias producidas naturalmente por las plantas, ya sea como
mecanismo de defensa contra depredadores 0 como atrayentes de insectos beneficiosos. Estas
sustancias son metabolitos secundarios (Ortufio, 2006), que se producen en cantidades
pequefas, su rendimiento se encuentra entre <1% y 3% dependiendo de la planta, de las
condiciones climéaticas donde se encuentra, el lugar geogréfico, el método de recoleccién y
extraccion (Yéafez Rueda, Parada, & Lugo Mancilla, 2011). Contienen diferentes compuestos
quimicos responsables de las propiedades antimicrobianas, antioxidantes, saborizantes y

aromaticas de aceite esencial (Reyes, Palou, y Lopez, 2014).

En los dltimos afios los aceites esenciales de raices, hojas, tallo, flores y frutos de distintas
plantas se han investigado para el control de plagas insectiles e infecciones microbianas. En
recientes estudios se ha detectado la actividad antibacteriana y antifingica de varios aceites de
plantas como cilantro, canela, orégano, romero, salvia, clavo, tomillo, entre otras (Reyes, Palou,
y Lépez, 2012), y se ha determinado que dependiendo de la composicién quimica y la

concentracion de los aceites esenciales, estos actlan sobre enzimas relacionadas con la



produccion de energia y desnaturalizan las proteinas bacterianas (Nazzaro, Fratianni, De
Martino, Coppola, y De Feo, 2013).

Ademaés, se ha investigado la actividad insecticida, y larvicida de los aceites esenciales de
plantas de olor penetrante como eucalipto, romero, ajo, cilantro, etc (Murillo y Salazar, 2011),
determinando que es neurotdxico, ya que actuan en el transporte de acetil colina esterasa,
alterando el sistema nervioso del insecto (Tripathi, Upadhyay, Bhuiyan, y Bhattacharya, 2009).
Estas razones abren las posibilidades del uso de estos aceites en el manejo sustentable de plagas
para la proteccion de cultivos de importancia econémica (M. M. Rojas et al., 2014).

3.3.1 ACEITE ESENCIAL DE C. nubigenum.

El aceite esencial de C. nubigenum esta compuesto principalmente de monoterpenos y
sesquiterpenos (Gilardoni et al., 2011).

Segln estudios realizados, el aceite esencial de C. nubigenum presenta propiedades
antibacteriales y antifungicas. Se ha reportado su bioactividad contra Staphylococcus aureus y
Candida albicans, (Gilardoni et al., 2011) y aungue no se han reportado estudios extensos sobre
la actividad insecticida de C. nubigenum, investigaciones entomolégicas determinaron actividad
insecticida en plantas del género Clinopodium frente a Liposcelis bostrychophila, la cual es una
plaga de productos en almacenamiento (Li, Liu, Chen, Liu, y Liu, 2015).

3.3.2 ACEITE ESENCIAL DE A. arborescens.

El aceite esencial de A. arborescens contiene principalmente flavonoides, monoterpenos,

diterpenos, sesquiterpenos y triterpenos (Vera, 2008).

Este aceite esencial presenta actividad antifingica frente a Trychophyton mentagrophytes,
Trychophyton rumbrum, Microsporum canis y C. albicans (Ayala y Vasquez, 2014), y actividad
antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, y S. epidermidis (lbarra y Paredes, 2013). En cuanto a
la toxicidad del aceite frente a insectos, se ha descrito su efecto en Ropalosiphum maidis

(Chavez, 2013). Ademas se han realizado investigaciones que determinan la actividad larvicida
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del aceite de plantas del género Ambrosia frente a Aedes aegypty (Vasquez, Mejia, Mesa, y
Arboleda, 2014) y frente a escarabajos (Granados, 2012).

3.3.3 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Para la obtencion de aceites esenciales de plantas existen diferentes metodologias. Entre ellas
se encuentran la hidrodestilacion simple, extraccion por arrastre de vapor de agua, extraccion
con disolventes, con fluidos supercriticos, extraccion por microondas, por ultrasonido (Peredo,
Palou, y Lopez, 2009). La mas utilizada es la hidrodestilacion simple, que consiste en llevar la
muestra vegetal a ebullicion con agua para que el aceite esencial sea arrastrado por el vapor,
condensado y separado por inmiscibilidad. Ha sido utilizada en varias investigaciones, ya que
al usarse solo agua implica costos bajos en relacion a los otros métodos de extraccion, ademas

posee facilidad de instalacion y operacion y bajo consumo energético (A. Torres, 2012).

3.4 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los compuestos antimicrobianos son aquellos que poseen la capacidad de inhibir el crecimiento
0 destruir microorganismos, actuando de diferentes maneras segin su composicion. Estos

compuestos pueden ser de origen natural, sintético o semisintético (Sulca, 2010).

Los aceites esenciales actian de diferente manera, segun el tipo de microorganismo. Frente a
bacterias Gram positivas penetran la pared celular hasta el citoplasma e interfieren en las
enzimas relacionadas a la produccién de energia y en concentraciones altas son capaces de
desnaturalizar proteinas. Las bacterias Gram negativas son mas resistentes, ya que la presencia
de una pared celular casi impermeable dificulta el ingreso del aceite esencial, de modo que solo
pequerias moléculas son capaces de atravesar la pared (Nazzaro et al., 2013). Contra hongos, el
mecanismo de accién de los aceites esenciales consiste en la inhibicion de la esporulacion o en

la produccion de toxinas (Reyes et al., 2014).
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3.4.1 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En su mayoria, los métodos para determinar la actividad antimicrobiana consisten en la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), que es la menor concentracion
del aceite que inhibe el crecimiento del microorganismo o la Concentracion Minima Letal
(CML), que es la mas baja concentracion del compuesto para impedir por completo el

crecimiento del microorganismo en medio sélido.

La volatilidad del aceite esencial, y su insolubilidad en agua hacen que los métodos de
determinacion de actividad antimicrobiana sean limitados. Por ello es comdn la utilizacion de
diferentes métodos, entre ellos se encuentran: la difusion en agar, dilucion en caldo, dilucién en

agar, caja Petri invertida, sembrado en espiral, camara hermética (Reyes et al., 2014).

3.4.1.1 Método de difusion en agar

La difusion en agar es de los métodos mayormente utilizados en la determinacion de actividad
antimicrobiana, por ser una técnica sencilla que permite identificar la difusién y la efectividad
del aceite esencial; aungue se ve limitada por la hidrofobicidad, pues algunos compuestos no se
difunden totalmente en el agar. Existen dos maneras de llevar a cabo ésta técnica, la primera es
usando un disco impregnado del aceite que se coloca sobre el agar inoculado con el
microorganismo, y la segunda perforando el agar inoculado y colocando el aceite en el pocillo.
En ambos casos el aceite esencial se difunde por el agar y después de la incubacién da origen a
un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano, el cual esta relacionado directamente con la

capacidad antimicrobiana el aceite (Reyes et al., 2014).

3.4.1.2 Método de dilucion en caldo

El método de dilucion en caldo consiste en colocar en tubos de ensayo una suspension
microbiana de concentracion conocida y diluciones crecientes de aceite esencial, llevar a
incubacion a temperatura y tiempo 6Optimos y posteriormente evaluar el crecimiento del

microorganismo mediante la presencia de turbidez.
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De esta forma el método de dilucion en caldo permite determinar la CMI, ademas se pueden
tomar alicuotas de los cultivos liquidos y sembrarlos en agar para determinar la CML (Reyes et
al., 2014).

3.4.1.3 Microorganismos usados para la determinacion de actividad antimicrobiana.

Escherichia coli. Castellani & Chalmers. 1919: Esta bacteria es un bacilo Gram negativo,
anaerobio facultativo y anaerogénico. Bioquimicamente es catalasa- positivo, oxidasa- negativo,
rojo de metilo- positivo, Voges-Proskauer negativo y productora de indol. La mayoria de las
cepas de E. coli son fermentadoras de lactosa (Rodriguez, Serrano, Marfil, y Jodral, 2009)
(Breed, Murray, y Smith, 1957).

Las condiciones Optimas para el crecimiento de E. coli son temperatura de 37 °C y pH entre 3,0
y 7,0. Por lo que este microorganismo esta presente en el intestino de animales de sangre
caliente, asi como en sus heces fecales. Ademas, se asocia a diversas enfermedades en animales
y humanos, entre ellas se encuentran la diarrea (Rodriguez et al., 2009), infeccion de vias

urinarias, sepsis y meningitis (Delgado y Ullauri, 2012).

Salmonella entérica. Lignieres. 1900: Es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilo,
aerobia facultativa, catalasa- positiva, oxidasa- negativa, fermentador de glucosa. Las bacterias
de este tipo suelen ser moviles (Breed et al., 1957; Lopez y Salazar, 2014).

Salmonella habita en el sistema gastrointestinal de los animales, ya que la temperatura 6ptima
para su desarrollo esta entre 35°C y 37°C y el pH entre 4,0 y 7,5. Al ser un parésito intracelular
y poseer supervivencia intrafagocitica es responsable de problemas gastrointestinales,

septicémicos y abortos (Adelantado et al., 2008).

Pseudomona aeruginosa. Migula. 1894: Es un bacilo muy versétil, Gram negativo, aerobio,
oxidasa positivo. Las colonias de esta bacteria suelen tener colores brillantes, lo cual se debe a

la produccion de pigmentos. P. aeruginosa es capaz de crecer a temperaturas de hasta 42°C,
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aungue la temperatura éptima es 37°C (American Type Culture Collection, n.d.; Breed et al.,
1957; Roca, 2014).

P. aeruginosa esta presente en diferentes habitats como agua, suelo y plantas. Sin embargo, es
un patdgeno oportunista que provoca infecciones en animales y humanos. Aprovecha heridas,

guemaduras, o enfermedades pulmonares para llevar a cabo la infeccion (Roca, 2014).

Bacillus subtilis. Cohn. 1872: es una bacteria de gran tamafio en forma de bacilo, mévil, Gram
positiva, aerobia, productora de endosporas resistentes a altas temperaturas, catalasa-positiva
(Silva, Garcia, Caballero, Fernandez, y Silva, 2006), VVoges- Proskauer positiva, citrato positiva,
fermentador de manitol y xilosa (Breed et al., 1957; Forbes, 2009).

Esta bacteria se encuentra en el agua, polvo, materia animal y vegetal, por lo que es capaz de
contaminar diferentes medios, sin embargo, no presenta patogenicidad (Silva et al., 2006). Ha

sido utilizada en biocontrol por su actividad antifngica natural.

Staphylocuccus aureus Rosenbach. 1894: Es un coco Gram positivo, no mavil, anaerobio
facultativo, no esporulado, catalasa positivo, coagulasa positivo, fermentador de glucosa,
productor de caroteno, razon por la cual las colonias se observan amarillentas o doradas (Breed
etal., 1957).

Staphylococcus aureus se encuentra en la microbiota de la piel y mucosas de animales y
humanos. Son patégenos en huéspedes inmunodeprimidos, siendo los responsables de
infecciones y supuraciones. En los bovinos, por ejemplo, provoca mastitis (Cervantes, Garcia,
y Salazar, 2014).

Candida albicans. (Robin. 1853) Berhkout. 1923: Es una levadura de forma oval, que mide
entre 2 a 4 micras, se reproduce asexualmente por gemacion, es Gram positiva al igual que todas
las levaduras. Posee un pseudomicelio en cuyo extremo se producen clamidosporas de gran
tamafo. Las colonias de esta levadura aparecen entre las 24 y 48 horas de incubacion, son

blancas y se van tornando crema con la maduracion.

Las condiciones para el crecimiento de esta levadura son temperatura de 25°C a 38°C y pH de

2,5 a 7,5, lo que favorece su patogenicidad oportunista. Se encuentra como comensal en
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cavidades bucales, intestinos, vagina, secrecion bronquial y piel del hombre y animales. Por lo
que es responsable de la enfermedad infecciosa conocida como candidiasis (Modrzewska y
Kurnatowska, 2010; Pardi y Cardozo, 2002; Prasad, 2012).

3.4.1.4 Medios de cultivo usados para la determinacion de actividad antimicrobiana.

Agar Nutritivo: Es un medio de cultivo no selectivo, utilizado para el aislamiento y recuento
de microorganismos no exigentes en requerimientos nutricionales. EI Agar Nutritivo esta
constituido por pluripeptona y extracto de carne, que conforman la fuente de carbono, nitrégeno
y nutrientes que facilitan el desarrollo de la bacteria; cloruro de sodio que mantiene el balance

osmatico y agar que es el agente solidificante (Laboratorios Britania, 2015b).

Caldo Nutritivo: Es un medio de cultivo liquido no selectivo, utilizado para el desarrollo de
microorganismos con pocos requerimientos nutricionales. Esta constituido por pluripeptona y
extracto de carne, que conforman la fuente de carbono y nitrégeno necesarias para desarrollo de

la bacteria (Laboratorios Britania, 2015c¢).

Sabouraud: Medio de cultivo utilizado para el cultivo de levaduras, aislamiento, conservacion
e identificacion de hongos sapréfitos y patdgenos asociados con infecciones cutaneas. El
Sabouraud se constituye de peptona, tripteina y glucosa que son los nutrientes para el
crecimiento de microorganismos, sin embargo, la alta concentracion de glucosa, la presencia de
Cloranfenicol y el pH acido inhiben el crecimiento bacteriano, favoreciendo el crecimiento de

hongos y levaduras; el agar es el agente solidificante (Laboratorios Britania, 2015d).

Caldo YPD (Yeast Extract- Peptone- Dextrose): Es un medio utilizado para el cultivo de
levaduras, ya que la presencia de proteina y extracto de levadura permite el rapido crecimiento
de las mismas, de modo que, en la fase logaritmica las células se dividen cada 90 minutos. El
caldo YPD esta compuesto por extracto de levadura, peptona y dextrosa (Jo Zimbro, Power,
Miller, Wilson, y Johnson, 2009).
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Mueller — Hinton Agar: Este medio no es selectivo y promueve el desarrollo microbiano. Ha
sido recomendado universalmente para pruebas de sensibilidad a antimicrobianos, ya que,
presenta bajo contenido de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina y facilita el
crecimiento de la mayoria de patdgeno microbianos. Mueller — Hinton Agar esta constituido de

infusidn de carne, peptona &cida de caseina, almiddn y agar (Laboratorios Britania, 2015a).

3.5 ACTIVIDAD INSECTICIDA

Los insecticidas son compuestos de origen natural o sintético que poseen la capacidad de
prevenir, controlar o contrarrestar insectos (Yumi, 2012). Se consideran insecticidas bioldgicos
a los de origen natural, capaces de controlar plagas sin provocar dafios al ambiente, organismos

superiores o plantas (Baldeon, 2012).

En este contexto, los aceites esenciales se consideran insecticidas biolégicos por provenir
naturalmente de las plantas. Estos aceites presentan distintos modos de accion frente a los
insectos: dificultan la reproduccion, el tiempo de vida, la alimentacién, algunos aceites tienen
actividad fumigante penetrando en el cuerpo del insecto y actuando como insecticidas de
contacto, otros actian como repelentes (Espitia, 2011), e incluso pueden ser neurotoxicos
(Tripathi et al., 2009).

35.1 DETERMINACION DE ACTIVIDAD INSECTICIDA

Para la determinacion de la actividad insecticida se llevan a cabo diferentes métodos que
permitan evaluar tanto la efectividad del aceite como su modo de accion, para ello algunos de
los métodos utilizados en investigacion son: contacto directo con el insecto o con el alimento,
actividad fumigante, actividad repelente (Tapondjou, Adler, Fontem, Bouda, y Reichmuth,
2005).

3.5.1.1 Contacto directo

Este método consiste en mantener en contacto directo con diluciones de aceite esencial por un

determinado tiempo a los insectos o a su alimento. Para ello puede utilizarse recipientes con
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papel que contenga el aceite (Espitia, 2011), o puede colocarse directamente un volumen de
aceite en el insecto o alimento (Benelli y Canale, 2012; Salgado, D’ Antonino, y Soto, 2012).
Posteriormente se evalua el porcentaje de mortalidad con respecto al control, que sera solo el

solvente en que se diluyd el aceite esencial.

3.5.1.2 Actividad fumigante

En este método se somete a los insectos al aceite esencial, pero sin tener contacto directo, es
decir, se evalla la actividad de los compuestos volatiles del aceite esencial. Para ello, los
insectos se colocan en un recipiente que contiene un soporte para las diluciones del aceite,
mismo que debe estar protegido para que los insectos no entren en contacto directo con él
(Ringuelet et al., 2014).

3.5.1.3 Actividad Repelente

Para determinar la repelencia de un aceite esencial se utiliza el método de preferencia de érea.
Consiste en colocar a los insectos en un recipiente dividido en dos partes, de las cuales una
contendra aceite esencial y la otra solo el solvente (control). Con el fin de que los insectos se
dirijan al area que prefieran. De este modo se evallUa si el aceite los atrae o los repele,
dependiendo del numero de insectos presentes en cada area (Olivero, Caballero, Jaramillo, y
Stashenko, 2009).

3.5.1.4 Insectos utilizados para la determinacion de actividad insecticida

Pagiocerus frontalis: Es un coledptero perteneciente a la familia Curcolionidae, denominado
gorgojo del maiz. Mide entre 1,5 mmy 2,5 mm, es de color marrén y posee pocas vellosidades
en el dorso, en su cabeza tiene una trompa pequefia (Figura 3). El ciclo de vida de P. frontalis
es de aproximadamente 40 dias, posee cuatro estadios de desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto.
La duracion minima del ciclo de vida de huevo a adulto en el maiz suave es de 25 dias a una
temperatura de 23 ° C con una humedad relativa del 90% al 60% Yy se reporta periodos de

supervivencia del adulto hasta de 223 dias en maiz suave (Castro y Mejia, 2011).
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Vive en regiones con una altura de 1500 — 2600 msnm y temperatura de 18° C — 26°C. Es
considerado una plaga grave en Ecuador, Chile, Colombia y Peru. El insecto adulto infecta el
grano de maiz antes de la cosecha y en el almacenamiento, taladra el grano y se alimenta de él.
Las hembras ovopositan en el interior del grano y cubren el agujero con un mucilago
transparente, cuando los insectos son adultos taladra el grano y salen al ambiente (Castro y
Mejia, 2011).

B

Figura 3. Adulto de Pagiocerus frontalis

Fuente: La autora



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO

La presente investigacion se llevo a cabo en los laboratorios de Uso Multiple, Investigaciones
Ambientales y Entomologia, ubicados en la Facultad de Ingenieria en Ciencias Agropecuarias
y Ambientales de la Universidad Técnica del Norte, en la Parroquia El Sagrario, Cantén Ibarra,

Provincia Imbabura.

Las muestras vegetales fueron tomadas de las parroquias El Sagrario y Zuleta del Canton Ibarra
Provincia de Imbabura; a una altura de 2500 — 3900 msnm y temperatura de 6 -10 °C (GAD
Municipal Ibarra, 2012).
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4.2 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

4.2.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

C. nubigenum: Las muestras se recolectaron en el paramo de la parroquia Zuleta, cantén Ibarra,
provincia Imbabura, con autorizacion ndmero 006-2017-IC-FAU-FLO-DPAI/MAE se
seleccionaron plantas en buen estado, es decir, que posean hojas libres de dafios causados por

condiciones ambientales propias del paramo.

A. arborescens: Se recolect6 en la parroquia San Francisco, canton Ibarra, provincia Imbabura,
con autorizacion nimero 006-2017-1C-FAU-FLO-DPAI/MAE se seleccionaron plantas en
estado de maduracidn, antes del brote del fruto. La recoleccion se realizo en la temporada seca,
ya que las condiciones ambientales son adversas y esto favorece la produccion de aceites

esenciales de la planta.

4.2.2 SECADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras se sometieron a un proceso de secado a temperatura ambiente y en oscuridad,
durante 7 — 10 dias, colocando las plantas de manera extendida sobre papel absorbente para

evitar la pudricion.

4.2.3 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

La extraccion se realiz6 mediante el método de hidrodestilacion simple; se cortaron las muestras
secas de cada planta, se pesaron y se colocaron individualmente con agua en el baldn, se llevo
a ebullicion de manera que el aceite se libere en forma de vapor y sea arrastrado por el vapor de
agua hacia un condensador donde al volverse liquidos se separan por su inmiscibilidad y

diferencia de densidades (Ayala y Vasquez, 2014).
El rendimiento del aceite esencial se determind mediante la siguiente formula:

) ml del aceite extraido
% Rendimento = - - x100
gramos de materia prima

(Franco, 2015)
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El proceso de la extraccion de aceite esencial se resume en el esquema de la figura 4.

RECOLECCION SECADO EXTRACCION SEPARACION DEL
DE MUESTRAS DE MUESTRAS ACEITE ESENCIAL

Figura 4. Esquema del proceso de extraccion de aceite esencial

Fuente: La autora

4.3 ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para el andlisis del efecto antimicrobiano de los aceites esenciales se utilizaron las bacterias
Gram negativas E. coli ATCC® 10536, P. aeruginosa ATCC® 10145 y Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Abaetetuba ATCC® 35640; Gram positivas S. aureus ATCC®
BAA-1026 y B. subtilis ATCC® 11774; y la levadura C. albicans ATCC® 10231.

El andlisis de actividad antimicrobiana se realiz6 mediante el método de difusion en agar
utilizado por Bailac, Dellacasa, Bernasconi, Firpo, y Ponzi (2000), realizando una siembra
homogénea sobre el medio de cultivo Mueller — Hinton Agar con una concentracion de
microrganismos 108 UFC/ml, luego se colocé en la superficie del agar inoculado, un disco de 6
mm de diametro con 10 ul de una solucion aceite esencial-metanol en diferentes proporciones
(1:0,1:1, 1:3, 1:7, 1:15). Todos los microorganismos fueron incubados a 37 °C durante 24 horas,
excepto C. albicans que se incub6 por 48 horas. Posteriormente se procedid a medir el halo de
inhibicion en milimetros. El control fue Gnicamente 10 ul de metanol. Se realiz6 el ensayo por

triplicado. El esquema del proceso se observa en la figura 5.
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SIEMBRA DEL INCUBACION MEDICION ZONA
MICROORGANISMO ESENCIAL DE INHIBICION

Figura 5. Esquema del proceso de andlisis de actividad antimicrobiana

Fuente: La autora

4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA Y LA CONCENTRACION MINIMA LETAL

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se determind mediante el método de dilucion en
caldo. Las bacterias se cultivaron en caldo nutriente y la levadura en Caldo YPD (Yeast Extract
— Peptone — Dextrose). Se colocaron en tubos de ensayo 5ml de suspension microbiana de
concentracion conocida y 50ul del aceite en sus respectivas diluciones y se llevé a incubacion
a 37 °C por 24 horas. Los resultados se determinaron midiendo el aumento de la concentracion
microbiana, para lo cual se midié la densidad optica y se relacion6 este valor con curvas de
calibracion (Anexol) realizadas previamente por cada cepa para determinar la concentracién

microbiana final y con ello la CMI. El ensayo se realizé por triplicado.

La determinacion de la Concentracion Minima Letal (CML) se realizo sembrando en medio de
cultivo solido las suspensiones inhibidas y se observo los resultados mediante la presencia o
ausencia de crecimiento después de la incubacién a 37°C. Las bacterias se sembraron en agar
nutriente y se incubaron por 24 horas. Las levaduras se sembraron en Sabouraud y la incubacion

se realizo por 48 horas. Se realizo el ensayo por triplicado.

En la Figura 6 se presenta el esquema de determinacion de CMI y CML.



SIEMBRA DEL ACEITE DETERMINACION || INCUBACION DETERMINACION
MICROORGANISM ESENCIAL DENSIDAD DENSIDAD OPTICA
0O EN CALDO OPTICA INICIAL FINAL (CMI)

=)
SIEMBRA DEL
MICROORGANISMO
EN AGAR

DETERMINACION

DE CML

Figura 6. Esquema de determinacion de CMI y CML.

INCUBACION

Fuente: La autora

4.5 ANALISIS DE ACTIVIDAD INSECTICIDA

22

Se realiz6 la cria del insecto Pagiocerus frontalis en un contenedor plastico con una red adaptada

en la tapa para permitir el intercambio de gases. Se mantuvo la cria a temperatura ambiente

(aproximadamente 25 °C) y sin luz solar directa. Sé alimentd a los insectos con mazorcas de

Zea maiz.
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45.1 EFECTO TOXICO POR CONTACTO CON EL ALIMENTO

El efecto toxico de los aceites esenciales sobre P. frontalis por contacto con el alimento se
determiné colocando diez granos de maiz en un recipiente de vidrio, se aplicé a cada frasco 100
ul de la solucion de aceite esencial diluido en metanol en concentraciones de 0.25, 0.50, 1.0, 2.0
y 4.0 ul/ml. Se esper6 diez minutos para que se evapore el solvente y posteriormente se
colocaron 10 insectos. El control se realizé con 100 ul de metanol. El ensayo se realizé con 3
repeticiones y se evaluo la mortalidad en un tiempo de exposicion de 1, 3, 6, 9, 12, 48, 72 horas
(Salgado et al., 2012).

El porcentaje de mortalidad se determind mediante la siguiente formula propuesta por Jaramillo,
Duarte, y Delgado (2012):
% Mortalidad Tratadas — % Mortalidad Control

M [ = !
ortalidad 100 — % Mortalidad Control x100

En la Figura 7 se presenta un esquema del ensayo de efecto toxico por contacto con el insecto.

ACEITE INSECTOS EXPUESTOS EVALUACIONDE
ESENCIAL EN AL ACEITE ESENCIAL MORTALIDAD
GRANOSDE MAIZ EN ALIMENTO

Figura 7. Esquema de ensayo de efecto toxico por contacto con alimento

Fuente: La autora
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45.2 EFECTO TOXICO POR CONTACTO CON EL INSECTO

La toxicidad de los aceites esenciales por contacto directo con el insecto se evalué siguiendo los
protocolos descritos por Benelli y Canale (2012). Asi, 0,5 ul de solucion de aceite esencial en
metanol en concentraciones de 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 y 4.0 ul/ml se aplicé en el térax de cada
insecto. El control se realiz6 colocando Unicamente 0,5 ul de metanol. Se llevaron a cabo 3
repeticiones y los resultados se determinaron de la misma forma que en el ensayo anterior. El

proceso se observa en la Figura 8.

ACEITE ESENCIAL DIEZ INSECTOS EN CADA EVALUACION DE
ENEL TORAX DEL FRASCO MORTALIDAD
INSECTO

Figura 8. Esquema de ensayo de efecto tdxico por contacto con el insecto.

Fuente: La autora

453 ACTIVIDAD FUMIGANTE

Para los ensayos de actividad fumigante volatil, 10 insectos se colocaron en frascos de vidrio
con tapa rosca. Un soporte de algodon con 100 ul de las diferentes dosis de aceite esencial se
colocé al interior del frasco y se protegid con un pedazo de gasa para evitar el contacto directo
con los insectos (Ringuelet et al., 2014). El control se realizé con 100 ul de metanol. Se evalu6

los resultados como en los ensayos anteriores. Este proceso se observa en la figura 9.
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A
INSECTOS EN EL ACEITE ESENCIAL EVALUACION DE
FRASCO EN EL SOPORTE DE MORTALIDAD
ALGODON

\/

Figura 9. Esquema de ensayo de actividad fumigante.

Fuente: La autora

454 ACTIVIDAD REPELENTE

La capacidad repelente de los aceites esenciales se evalu6 mediante el indice de repelencia,
utilizando el método de preferencia de area (Figura 10) escrito por Olivero et al. (2009). Se
coloco en cajas Petri de 9cm de didametro papel filtro cortado por la mitad, aplicando sobre una
de las secciones 0,5ml de la solucion de aceite esencial diluido en metanol y sobre la otra mitad,
el mismo volumen solo del solvente. Posteriormente se colocaron 10 insectos en la parte central
de la caja. Se realizd 3 repeticiones y se evaluo la preferencia de area después de 2 y 4 horas. El
indice de repelencia se determin6 mediante la formula utilizada por Castillo, Jiménez, y Delgado
(2012):

2( Yinsectos en area tratada)

Indice repelencia = - -
%Insectos en area tratada + %Insectos en area control
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Se considerd un indice de repelencia neutro si es igual a uno, atrayente si es mayor a uno y

repelente si es menor a uno.

CAJA PETRI
DIVIDIDA EN
AREA CONTROL
Y AREA
TRATADA

INSECTOS EN EL
CENTRODE LA CAJA

EVALUACIONDE
LA PREFERENCIA
DE AREA

Figura 10. Esquema de ensayo de actividad repelente.

Fuente: La autora

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

46.1 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Se obtuvo un promedio del rendimiento del aceite esencial de cada planta y se calcul6 la

desviacion estandar.
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4.6.2 ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Al tratarse de un experimento con condiciones controladas, se aplico un Disefio Completamente
al Azar (D.C.A), con tres repeticiones y seis tratamientos. Estos fueron las 5 diluciones del aceite
mas un control. La variable respuesta es el diametro del halo de inhibicion.

Se aplico este disefio por cada aceite esencial.

Los datos se evaluaron estadisticamente mediante el programa IBM SPSS Statistics 23.0. Se
realiz6 un ANOVA y en los casos en los que se detectd diferencias significativas entre los
tratamientos se utilizé la prueba de Tukey para analizar la diferencia entre medias. Se realiz6 un
ajuste por Bonferroni para realizar las comparaciones. Se consideraron significativamente

diferentes; aquellos tratamientos con una P<0.05.

4.6.3 DETERMINACION DE CONCENTRACION LA MINIMA INHIBITORIAY LA
CONCENTRACION MINIMA LETAL

Concentracién minima inhibitoria: Para este andlisis la variable respuesta es la absorbancia

después de la incubacion. Se consider6 el mismo disefio experimental anterior en el programa

IBM SPSS Statistics 23.0.

Concentracién minima letal: Se realizaron 3 repeticiones del ensayo, se consideré una
concentracion letal si no se observa crecimiento en las cajas Petri, y concentracion no letal

cuando hay crecimiento.

4.6.4 ANALISIS DE ACTIVIDAD INSECTICIDA

Se aplicé un Disefio Completamente al Azar (D.C.A), con tres repeticiones y seis tratamientos,
los cuales fueron las 5 diluciones del aceite méas un control. La variable respuesta fue el nimero

de insectos muertos.

Los datos se evaluaron estadisticamente mediante el programa INFOSTAT version 2015 (Grupo

Infostat FCA, AR). Se realiz6 un ANOVA vy una vez detectada la diferencia significativa entre
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tratamientos se utiliz6 la prueba de Fisher para analizar la diferencia entre medias. Se

consideraron significativamente diferentes aquellos tratamientos con una P<0.05.

Este disefio se aplico por cada aceite esencial y para los métodos de aplicacion: contacto con

alimento, contacto directo y actividad fumigante.

El ensayo de actividad repelente se analizo de diferente forma, se realizd con tres repeticiones
y seis tratamientos, los cuales fueron cinco diluciones del aceite y un control. La variable
respuesta fue el numero de insectos presentes en cada area. Posteriormente se aplico la férmula

del indice de repelencia para determinar si el aceite es repelente, neutro o atrayente.

2( Yinsectos en area tratada)

Indice repelencia = , _
p O%Insectos en area tratada + %Insectos en area control

(Castillo et al., 2012)

El indice de repelencia se considerd neutro si es igual a uno, atrayente si es mayor a uno y

repelente si es menor a uno.



CAPITULO V

RESULTADOS

5.1 EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

Clinopodium nubigenum. De la extraccion por hidrodestilacion simple se obtuvo un aceite de
color amarillo verdoso con una densidad de 0,924 g/ml y un olor fragante, concentrado, fresco,
similar a menta. El porcentaje promedio de rendimiento fue 1.66% en una hora de extraccién
(ver tabla 1).

Tabla 1. Rendimiento de aceite esencial de Clinopodium nubigenum

REPETICION MUESTRA ACEITE RENDIMIENTO

SECA (9) (ml) (%)

1 62,9 1,0 1,59

2 66,0 0,9 1,36

3 45,4 0,8 1,76

4 52,0 0,9 1,73

5 51,0 1,0 1,86

Promedio 55,5 0,9 1,66

Desviacién 8,7 0,1 0,2
estandar

Fuente: La autora
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Ambrosia arborescens. Se extrajo un aceite de color amarillo, olor rancio y penetrante y con
una densidad de 0,956g/ml. Este aceite esencial presentd un rendimiento de 0.37% en una hora

de extraccion (Tabla 2).

Tabla 2. Rendimiento de aceite esencial de Ambrosia arborescens

REPETICION MUESTRA ACEITE RENDIMIENTO

SECA (9) (ml) (%)

1 50,6 0,2 0,40

2 52,8 0,2 0,38

3 77,4 0,3 0,32

4 50,1 0,2 0,40

5 53,9 0,2 0,37
Promedio 57,0 0,2 0,37
Desviacion 11,5 0,0 0,03

estandar

Fuente: La autora

5.2 ANALISIS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En el ensayo de difusion en Agar se obtuvieron los siguientes resultados:
Clinopodium nubigenum:

Las zonas de inhibicion que se observaron en el ensayo de difusion en agar con el aceite esencial
de C. nubigenum en diferentes concentraciones tuvieron un didmetro entre 12,7 mm y 45 mm
con las cepas utilizadas. En la tabla 3 se presenta en detalle, el diametro en milimetros de las
zonas de inhibicion que mostraron los microorganismos con las diferentes diluciones del aceite

esencial de C. nubigenum.
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Tabla 3. Diametro (mm) del halo de inhibicién en el crecimiento de microorganismos tratados con aceite esencial

de C. nubigenum

DILUCION DE ACEITE 1:0 1:1 1:3 1.7 1:15 METANOL

MICROORGANISMO

E. coli 130+£26 147+£12 127+x15 150+10 130x£10 0 bA
aA aA aA aA aA

S. Abaetetuba 174+6,8 180x36 180+x0,0 18,0+10 19,7%£0,6 0 bA
aA aA aA aA aA

P. aeruginosa 43,3+29 40,0+0,0 19.3+1,2 18,0+20 150%0,0 O0cA
Ab aB bA bA bA

S. aureus 36,0485 18,7+23 153+06 143+12 13,7+0,6 0cA
Ac bA bA bA bA

B. subtilis 33035 13,7+15 180x26 157x12 147+23 0cA
Ac bA bA bA bA

C. albicans 450+0,0 33,3x16,1 17,0+1,0 150%£26 153%0,6 0dA
aB bB cA cA cA

Fuente: La autora

* Se presenta el promedio del didmetro del halo de inhibicion y el error estandar. Las letras minusculas representan diferencias
significativas entre las diluciones del aceite esencial por cepa. Las letras mayusculas representan diferencias significativas entre

las cepas por dilucion de aceite esencial. Se consider6 p < 0.05
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De acuerdo con el andlisis estadistico realizado se determina que en el ensayo de actividad
antimicrobiana por difusion en agar, el aceite puro de C. nubigenum mostr6 el mayor halo de
inhibicidn de 45,0mm frente a C. albicans. Sin embargo, la dilucién 1:1 también tuvo diferencia
significativa con las demas diluciones, presentando un halo de inhibicion de 33,3 mm (Figura
11).

Aceite Puro Dilucion 1:1

Figura 11. Mayores halos de inhibicién de C. albicans con aceite esencial de C. nubigenum

Fuente: La autora

P. aeruginosa resultd sensible al aceite esencial, presentando los halos de inhibicion més

grandes (43,3mm y 40,0mm) con aceite puro y dilucion 1:1 (Figura 12).

Aceite Puro Dilucion 1:1

Figura 12. Mayores halos de inhibicion de P. aeruginosa con aceite esencial de C. nubigenum

Fuente: La autora
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B. subtilis y S. aureus presentaron sensibilidad al aceite puro, mostrando halos de inhibicion de
12,3 mmy 15,3 mm respectivamente (Figura 13).

B. subtilis S. aureus
Figura 13. Mayores halos de inhibicion de B. subtilis y S. aureus con aceite esencial de C. nubigenum

Fuente: La autora

E. coli y S. Abaetetuba tuvieron los menores halos de inhibicion, entre 12,7mm y 19,7mm sin

diferencias significativas entre las diluciones del aceite (Figura 14).

E. coli (Dilucién 1:3) S. Abaetetuba (Dilucion 1:15)

Figura 14. Mayores halos de inhibicion de E. coli y S. Abaetetuba con aceite esencial de C. nubigenum

Fuente: La autora

Los resultados anteriores (Tabla 3) estan representados graficamente en la figura 15, donde se
observa un gréafico de barras que muestra el didmetro de los halos de inhibicion de todas las
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cepas en tratamiento con el aceite esencial de C. nubigenum en diferentes concentraciones. Se
aprecia que los mayores halos de inhibicién corresponden a C. albicans y P. aeruginosa.

ME.coli MS.entérica MP.aeruginosa M B.subtilis ®S.aureus ™ C.albicans

60,0
50,0
40,0

30

©

20

IS)

10

DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION (mm)
S}

0,

o

1:0 1:1 1:3 17

1:15

DILUCIONES DEL ACEITE
Figura 15. Didmetro de los halos de inhibicion con el aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora

Ambrosia arborescens:

Los microorganismos en estudio presentaron las siguientes zonas de inhibicion con las
diferentes diluciones del aceite esencial de A. arborescens (Tabla 4). Los halos de inhibicion

tuvieron diametros entre 7,0 mm y 27,3 mm en las distintas cepas utilizadas.
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Tabla 4. Diametro (mm) de las zonas de inhibicidn en el crecimiento de microorganismos tratados con aceite

esencial de A. arborescens

DILUCION 1.0 1:1 1:3 1.7 1:15 METANOL

MICROORGNISMO

E. coli 0,0+0,0 73+x06 12,725 113+15 10,7+3.2 0aA
aA bA CAB bcAB beA

S. Abaetetuba 00+00 70+10 120+17 97+12 103%25 0aA
aA bA bA bA bA

P. aeruginosa 27,3+25 173+06 19,0+1,7 157+21 15000 0cA
aC bB bB bAB bAB

S. aureus 153+1,2 147+29 147+06 15+00 16,7106 0 bA
aB aB aAb aAB aAB

B. subtilis 123+06 13,7+06 150x0,0 17,7+0,6 18,7£57 0bA
aB aAB aAB aB aB

C. albicans 190+0,0 113+1,2 133x21 16,7+06 157%49 0dA
acB bAB bcAB bcB bcAB

Fuente: La autora

* Se presenta el promedio del didmetro del halo de inhibicion y el error estandar. Las letras mintsculas representan diferencias
significativas entre las diluciones del aceite esencial por cepa. Las letras mayusculas representan diferencias significativas entre

las cepas por dilucion de aceite esencial. Se consider6 p < 0.05

Con base en el analisis estadistico se define que el aceite esencial puro de Ambrosia arborescens
mostrd la mayor actividad antimicrobiana frente a P. aeruginosa presentando un halo de
inhibicién de 27,3mm, las demas diluciones del aceite no tuvieron diferencias significativas

entre si y presentaron halos de inhibicion de hasta 19,0mm como se observa en la figura 16.
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Aceite Puro Dilucion 1:1
Figura 16. Mayores halos de inhibicidn de P. aeruginosa con aceite esencial de A. arborescens

Fuente: La autora

Otras de las cepas sensibles fueron B. subtilis, S. aureus, en las cuales se observaron halos de
inhibicién de entre 12,3mm y 18,7mm con las diferentes diluciones del aceite esencial, sin
diferencias significativas entre si (figura 17). C. albicans presenté un halo de 19,0mm en
presencia del aceite puro y halos de entre 11,3mm y 16,7mm con las demas diluciones, sin

diferencias significativas entre ellas (figura 18).

B. subtilis S. aureus

Figura 17. Mayores halos de inhibicién de B. subtilis y S. aureus con aceite esencial de A. arborescens.

Fuente: La autora
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Aceite Puro Dilucion 1:1
Figura 18. Mayores halos de inhibicion de C. albicans con aceite esencial de A. arborescens

Fuente: La autora

E. coli y S. Abaetetuba presentaron halos de inhibicion de hasta de 12,7mm con la dilucion de

1:3 del aceite esencial, mas no se registrd inhibicion con aceite puro (Figura 19).

E. coli Aceite puro y Dilucion 1:3 S. Abaetetuba Aceite puro y Dilucion 1:3
Figura 19. Mayores halos de inhibicion de E. coli y S. Abaetetuba con aceite esencial de A. arborescens.

Fuente: La autora

Los resultados de la tabla 4 se presentan en un gréafico de barras (figura 20) donde se muestra el
diametro de los halos de inhibicion de todas las cepas tratadas con el aceite esencial de A.
arborescens en las diferentes concentraciones. Se observa que el halo de mayor didmetro lo

present6 P. aeruginosa al contacto con aceite puro.
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B E. coli P. aeruginosa M B. subtilis ®S. aureus C. albicans MW S. entérica
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DILUCIONES DEL ACEITE

Figura 20. Didmetro de los halos de inhibicion con el aceite esencial de A.arborescens.

Fuente: La autora

53 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA Y LA CONCENTRACION MINIMA LETAL

5.3.1 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

En este ensayo se registraron los siguientes resultados:

C. nubigenum

El aceite esencial de C. nubigenum inhibi6 el crecimiento de todas las cepas microbianas en al
menos una dilucién. En la tabla 5 se presenta el aumento del crecimiento microbiano en
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mI) después de la incubacion en presencia
de las diferentes diluciones del aceite esencial de C. nubigenum.
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Tabla 5. Aumento del crecimiento microbiano (UFC/mI) después de la incubacién con aceite esencial de C.

nubigenum
DILUCION 1:0 1:1 1:3 1:7 1:15 METANOL
MICROORGNISMO
E. coli 0,00aA  0,00aA 0,00 aA 0,00aA  4,97X10° 8,29 X 10°
bA cA
S. Abaetetuba 0,00aA  000aA  7,25X10° 1,61X10’ 6,07X10° 1,72 X0’
bB cB bB cB
P. aeruginosa 0,00aA 9,13X10° 2,61X10° 0,00aA  652X10° 3,14X10° cC
aA bC cAC
S. aureus 0,00aA  000aA  0,00aA 1,23X10" 1,65X10" 2,44X10” cD
abAC bA
B. subtilis 0,00aA  0,00aA 3,01X107 5,72X10°® 4X10°® 3,76X10” bD
cbB cdC adAC
C. albicans 0,00aA 0,00aA 000aA  0,00aA 000aC  1,46X10° bE

Fuente: La autora

* Las letras minusculas representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial por

Las letras mayusculas representan diferencias significativas entre las cepas por dilucién de aceite esencial.

cepa.

De acuerdo al analisis estadistico se determina que el aceite de C. nubigenum presenté la mayor

inhibicidn frente a C. albicans, puesto que no se observé aumento de poblacién microbiana en

ninguna de las diluciones del aceite (Figura 21). Por lo tanto, se define que la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI) de C. nubigenum frente a C. albicans es 1:15, ya que no hay

diferencia significativa entre las diluciones.
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Figura 21. Inhibicion del crecimiento de C. albicans con aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora

En E. coli y P. aeruginosa no se observo aumento en el crecimiento al estar en contacto con la
dilucion 1:7 de este aceite esencial (Figura 22), por lo que se determina que la dilucién antes

mencionada es la CMI frente a estas especies.

E. coli

P. aeruginosa

Figura 22. Inhibicion del crecimiento de E. coli y P. aeruginosa con aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora
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Frente a S. aureus la CMI fue 1:3 ya que en presencia de esta dilucién se inhibe totalmente el
crecimiento microbiano (Figura 23) y no se presentan diferencias significativas con las

concentraciones mas altas.

Figura 23. Inhibicion del crecimiento de S. aureus con aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora

Para S. Abaetetuba y B. subtilis la CMI observada fue 1:1, ya que no tiene diferencia

significativa con el aceite puro y no permite el crecimiento microbiano (Figura 24).
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S. Abaetetuba

B. subtilis

Figura 24. Inhibicion del crecimiento de S. Abaetetuba y B. subtilis con aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora

El resumen de las Concentraciones Minimas Inhibitorias de este aceite esencial frente a cada

cepa se observa en la Tabla 7.

A. arborescens

El aceite esencial de C. nubigenum presentd capacidad inhibitoria en al menos una
concentracion para todas las cepas estudiadas. La tabla 6 muestra el aumento del crecimiento
microbiano en Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml) después de la

incubacidn en presencia de las diluciones del aceite esencial de A. arborescens.
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Tabla 6. Aumento del crecimiento microbiano (UFC/mI) después de la incubacién con aceite esencial de A.

arborescens

DILUCION 1.0 11 1:3 1:7 1:15 METANOL

MICROORGNISMO

E. coli 15E+07 2,1E+06 3,6E+04 O00E+00 4,2E+06 8,3E+06
aA bA cA cA bA dA

S. Abaetetuba 5,1E+04 O0OE+00 0,0E+00  OOE+00 2,8E+05 1,7E+07
AbB aB aA aA bC bC

P. aeruginosa 0,0E+00 O,0E+00 O0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 3,1E+06
aB aB aA aA aC bC

S. aureus 0,00E+00 0,00E+00 O,00E+00 0,00E+00 1,35E+07 2,44E+07
aB aB aA aA bB cD

B. subtilis 0,00E+00 5,72E+06 6,41E+06 4E+06 4E+06 cA 3,76E+07 dD
aB bcA cB abA

C. albicans 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,56E+05 1,46E+06
aB aB aA aA aBC bE

Fuente: La autora

*Las letras minusculas representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial por cepa.

Las letras mayUsculas representan diferencias significativas entre las cepas por dilucién de aceite esencial.

De acuerdo con el analisis estadistico se determina que el aceite esencial de A. aborescens
presentd la mayor capacidad inhibitoria contra P. aeruginosa, ya que con todas las diluciones
se inhibe el crecimiento microbiano (Figura 25) y no se hallan diferencias significativas entre

ellas. Por esta razon la CMI frente a esta cepa es 1:15.
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Figura 25. Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa con el aceite esencial de A. arborescens.
Fuente: La autora

La dilucion 1:7 de este aceite esencial inhibid el crecimiento de E. coli, S. Abaetetuba, S. aureus
y C. albicans, sin diferencias significativas entre cepas ni con las diluciones menores (Figura
26). Por lo tanto, 1:7 es la CMI para estas cepas

E. coli

S. Abaetetuba

S. aureus

C. albicans

Figura 26. Inhibicién del crecimiento de E. coli, S. Abaetetuba, S. aureus y C. albicans con aceite esencial de C. nubigenum

Fuente: La autora
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B. subtilis fue el més resistente, ya que solo presentd inhibicidn con el aceite puro, como se

observa en la figura 27.

NCo L. oé B, Subhs - s
%_\b\)l“\ \\.l' { o & LS \¢ Maga l/i’ Harcd
\\:’»_.‘(- L j & ? Har |

A
S

Figura 27. Inhibicion de B. subtilis con aceite esencial de C. nubigenum.

Fuente: La autora

En la Tabla 7 se observa un resumen de las concentraciones Minimas Inhibitorias de este aceite

esencial.

5.3.2 DETERMINACION DE CONCENTRACION MINIMA LETAL

El aceite esencial de C. nubigenum fue letal para E. coli, S. aureus y C. albicans, mientras que
el de A. arborescens fue letal Unicamente para S. aureus. En la tabla 7 se indican las
concentraciones minimas inhibitorias y letales de los dos aceites esenciales estudiados.

Tabla 7. Concentraciones minimas inhibitorias y letales de los aceites esenciales

P. B. subtilis S. aureus C. albicans

MICROORGANISMO E. coli S.
Abaetetuba aeruginosa

ACEITE ESENCIAL CMI CML CMI CML CMI CML CMI CML CMI CML CMI CML
A. arborescens 7 - 17 - 115 - 10 - L7 1.0 1.7 -
C. nubigenum 17 13 11 - 17 - 111 - 1:3 11 115 15
Fuente: La autora
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5.4 ANALISIS DE ACTIVIDAD INSECTICIDA

5.4.1 EFECTO TOXICO POR CONTACTO CON ALIMENTO

En este método de aplicacion el tiempo no fue un factor influyente en la mortalidad, ya que no
se observo aumento en el nimero de insectos muertos respecto al primer dia de evaluacion. Para
el andlisis de resultados se realizo el calculo del porcentaje de mortalidad utilizando la férmula
descrita en el capitulo 111, en la cual se toma en cuenta el nimero de insectos muertos tratados
en el aceite esencial y el nimero de insectos muertos en el control.

Clinopodium nubigenum

La mortalidad de insectos en las diferentes concentraciones del aceite esencial estuvo entre 5%
y 18,3%. En la tabla 8 se presenta el promedio del nimero de insectos (P. frontalis) muertos en
presencia de las diferentes diluciones del aceite esencial de C. nubigenum en el alimento.

Tabla 8. Mortalidad (nimero de insectos muertos) de P. frontalis por contacto de C. nubigenum con el alimento

0,25 pl/ml 0,50 wl/ml 1 pl/ml 2 pl/ml 4 ul/ml METANOL

1,42+0,18 183+018 0,75+0,18 0,75+0,18 0,50+0,18 0,0+0,00
A A B B B C

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial.

En el andlisis de actividad insecticida por contacto con el alimento la mayor mortalidad de
insectos se registrd con la concentracion 0,50 ul/ml del aceite esencial de C. nubigenum, la cual
no tuvo diferencia significativa con la concentracion 0,25 ul/ml, presentando porcentajes de
mortalidad de 18,3% y 14,2 % respectivamente. Las demas concentraciones no tuvieron
diferencias significativas entre si y los porcentajes de mortalidad fueron menores al 10%. Sin
embargo, todas fueron diferentes del control.
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Ambrosia arborescens

La mortalidad de los insectos en las diferentes concentraciones del aceite esencial fue entre 3%
y 12,5%. En la tabla 9 se presenta el promedio de insectos (P. frontalis) muertos en presencia
de las diferentes diluciones del aceite esencial de A. arborescens en el alimento.

Tabla 9. Mortalidad de P. frontalis por contacto de A. arborescens con el alimento

0,25 pl/ml 0,50 pl/ml 1 pl/ml 2 pl/ml 4 ul/ml METANOL

0,33+0,18 050+0,18 0,83+0,18 042+0,18 1,25+0,18 0,0+0,00
CD BC AB BC A D

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial.

El aceite esencial de A. arborescens en contacto con el alimento indujo la mayor mortalidad a
concentraciones de 1ul/mly 4 ul/ml con un porcentaje de 8,3 % y 12,5% respectivamente. Las
concentraciones (0,25, 0,50 y 2) ul/ml no tuvieron diferencias significativas entre si y
presentaron mortalidades entre 3,3%, 4,2% y 8,3%.

Los resultados anteriores se observan en la figura 28 mediante un grafico de barras que
representa la mortalidad de P. frontalis por el método de contacto con el alimento en las
diferentes concentraciones de los aceites esenciales de C. nubigenum y A. arborescens.
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Figura 28. Mortalidad de P. frontalis por el método de contacto con el alimento.

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre los tratamientos, que son las diferentes concentraciones de los aceites
esenciales: m= A. arboresecns y s= C. nubigenum; 1= 4ul/ml, 2= 2pl/ml, 3= 1ul/ml, 4= 0,50ul/ml, 5= 0,25ul/ml, 6 = control
(metanol)

5.4.2 EFECTO TOXICO POR CONTACTO CON INSECTO

En este método de aplicacion la mortalidad de P. frontalis se incrementd con el paso del tiempo,
alcanzando un porcentaje de 74,4% a las 72 horas. Para el analisis de resultados se realizé el
calculo del porcentaje de mortalidad utilizando la formula descrita en el capitulo I11.

Clinopodium nubigenum

P. frontalis al mantenerse en contacto directo con las diferentes concentraciones del aceite
esencial de C. nubigenum en los cuatro tiempos evaluados, presento porcentajes de mortalidad
entre 3% a las 12 horas y 74,4% a las 72 horas (Tabla 10).



Tabla 10. Mortalidad de P. frontalis por contacto directo con C. nubigenum

DILUCION (ul/ml) 0,25 0,50 1

TIEMPO (h)

12 033038 00+033 130,33
F F EF

24 033+0,38 00038 170,38
F F EF

48 20£072 13+072 27072
EF EF DE

72 60+059 57059 7,7+059
B BC A

0,7+0,33
F
0,7+0,38
F
1,3+0,73
EF
4,3 +0,59
CD

4

0,33£0,38
F

1,0%0,38
EF

2,0+0,72
EF

4,0 +0,59
D

METANOL

0,0 £0,00
F

0,0 £0,00
F

0,0 £0,00
F

1,0 +0,59
EF

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial en todos los tiempos de evaluacion.
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El mayor porcentaje de mortalidad (74,4%) se registré a las 72 horas a una concentracion de 1
ul/ml del aceite esencial de C. nubigenum. La concentracion 0,25 ul/ml present6 una mortalidad
de 55,5% sin diferencia significativa con 0,50 pl/ml que present6 una mortalidad de 52,2%. Las
concentraciones 2 ul/mly 4 ul/ml no tuvieron diferencias significativas entre ellas a las 72 horas
y los porcentajes de mortalidad fueron de 33,3% y 36,7%. Sin embargo, a las 12, 24 y 48 la
mortalidad no tuvo diferencias significativas con el control ni entre concentraciones.

Ambrosia arborescens

El aceite esencial de A. arborescens en contacto con el insecto indujo porcentajes de mortalidad
entre 3% a las 12 horas y 58,8% a las 72 horas. En la tabla 11 se presenta el promedio de P.
frontalis muertos al estar en contacto directo con las diferentes diluciones del aceite esencial de

A. arborescens y en los cuatro tiempos evaluados.
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Tabla 11. Mortalidad de P. frontalis por contacto de A. arborescens con el insecto

DILUCION (ul/ml) 0,25 0,50 1 2 4 METANOL

TIEMPO (h)

12 1,0£033 03+033 00%+033 0,7+0,33 1,0£0,33 0,0 £0,00

F F F F EF

24 1,7+038 03+038 03+038 10+£038 13£0,38 0,0 £0,00
DEF F F EF DEF F

48 30£0,75 20+0,72 174072 20£0,72 270,72 0,0 £0,00
CD DEF DEF DEF DE F

72 47+059 6,3+059 50£059 53+059 6,0£0,59 1,0+ 0,59
BC A AB AB AB EF

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial en todos los tiempos de evaluacion.

El mayor porcentaje de mortalidad (58,8%) se registro a las 72 horas en una concentracion de
0,50 ul/ml de aceite esencial de A. arborescens. Las demas concentraciones no presentaron
diferencias significativas entre ellas a 72 horas de evaluacion. A las 48 horas las concentraciones
no tuvieron diferencias significativas entre ellas, pero si respecto a los demas tiempos de
evaluacion, los porcentajes de mortalidad en este tiempo estuvieron entre 17% y 30%. Los
demas tiempos de evaluacion (12 y 24 horas) no se diferencian significativamente del control.

Los resultados del analisis de actividad insecticida por contacto con el insecto se representan en
la figura 29 que muestra un gréafico de barras de la mortalidad de P. frontalis por el método de
contacto con el insecto en las diferentes concentraciones de los aceites esenciales de C.
nubigenum y A. arborescens y en los cuatro tiempos de evaluacion.
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Figura 29. Mortalidad de P. frontalis por el método de contacto con el insecto.

Fuente: La autora

Los tratamientos son las diferentes concentraciones de los aceites esenciales: m= A. arboresecns y s= C. nubigenum; 1=
4ul/ml, 2= 2pl/ml, 3= 1ul/ml, 4= 0,50ul/ml, 5= 0,25ul/ml, 6 = control (metanol)

543 ACTIVIDAD FUMIGANTE

La mortalidad por actividad fumigante de los aceites esenciales aumentd con el tiempo,
alcanzando a las 72 horas mortalidad de 80% con C. nubigenum. Para el analisis de resultados
se realizoé el calculo del porcentaje de mortalidad utilizando la formula descrita en el capitulo
Il.

Clinopodium nubigenum

La actividad fumigante del aceite esencial de C. nubigenum aumenté del 0% a las 12 horas al
80% a las 72 horas. En la tabla 12 se presenta los resultados de mortalidad (promedio del nimero
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de insectos muertos) de P. frontalis por actividad fumigante del aceite esencial de C. nubigenum
en sus diferentes concentraciones y a distintos tiempos.

Tabla 12. Mortalidad de P. frontalis por actividad fumigante de C. nubigenum.

DILUCION (ul/ml) 0,25 0,50 1 2 4 METANOL

TIEMPO (h)

12 00+067 00%072 1,7+062 03%x065 0,7+£0,82 0,3+0,32
G G EFG G FG G

24 1,0+067 03+072 23+062 03+065 0,7+0,82 0,3+0,32
FG G DEF G FG G

48 50+£067 43x0,72 50+062 47x065 2,7+0,82 0,7+0,32
B BCD B BC CDEF FG

72 90+067 8,7£072 8,7+062 87x£065 7,30x0,82 500,32
A A A A A BCDE

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial en todos los tiempos de evaluacion.

La mayor mortalidad (46% - 80%) se registro a las 72 horas sin diferencias significativas entre
las concentraciones. La mortalidad a las 48 horas fue entre 21,5% y 46,2% sin diferencia entre
las concentraciones, pero si con los demas tiempos. A las 12 y 24 horas la mortalidad no tuvo
diferencia significativa con el control.

Ambrosia arborescens

Los resultados de mortalidad (promedio del nimero de insectos muertos) de P. frontalis por
actividad fumigante del aceite esencial de A. arborescens en sus diferentes concentraciones y a
distintos tiempos se observan en la tabla 13. La mortalidad aumenté de 0% a las 12 horas a
22,2% a las 72 horas.



Tabla 13.

Mortalidad de P. frontalis por actividad fumigante de A. arborescens.
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DILUCION (ul/ml)

0,25

TIEMPO (h)
12

24

48

72

0,3+0,28
B
0,7+0,28
B
0,7+0,28
AB
1,0+0,28
AB

0,50 1
00+052 13+1,05
B AB
03+0,52 1,7+1,05
B AB
1,0+052 2,0+1,05
AB AB
13+052 3,0+1.05
AB A

0,0£0,37
B

0,0 +£0,37
B

0,7 +0,37
B

1,3+0,37
AB

4

0,3+0,57
B
0,3+0,57
B
1,0+0,57
AB
2,0+0,57
AB

METANOL

0,3+0,22
B
0,3+0,22
B
1,0+0,22
AB
1,0+0,22
AB

Fuente: La autora

Las letras representan diferencias significativas entre las diluciones del aceite esencial en todos los tiempos de evaluacion.

La mayor mortalidad fue del 22,2% y se registro a las 72 horas con una concentracion de 1ul/ml,
las demas concentraciones no presentan diferencias significativas a las 72 y 48 horas y la
diferencia con el control no es relevante. La mortalidad a las 12 y 24 horas no tienen diferencias

con el control.

El resultado de la actividad fumigante se muestra en la figura 30 con un gréfico de barras que
representa la mortalidad de P. frontalis por actividad fumigante en las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de C. nubigenum y A. arborescens.
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Figura 30. Mortalidad de P. frontalis por actividad fumigante.

Los tratamientos son las diferentes concentraciones de los aceites esenciales: m= A. arboresecns y s= C. nubigenum; 1=
4ul/ml, 2= 2pl/ml, 3= 1ul/ml, 4= 0,50ul/ml, 5= 0,25ul/ml, 6 = control (metanol)

544 ACTIVIDAD REPELENTE

Clinopodium nubigenum

24

Fuente: La autora

48

72
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El aceite esencial de C. nubigenum presento repelencia en todas las concentraciones usadas. En
la tabla 14 se presentan en detalle los resultados de la actividad repelente que presentaron las
diferentes diluciones del aceite esencial de C. nubigenum a 2 y 4 horas después de realizado el

ensayo.



55

Tabla 14. Actividad repelente del aceite esencial de C. nubigenum a diferentes concentraciones.

DILUCION (ul/ml) 0,25 0,50 1 2 4
TIEMPO (h) INDICE INDICE INDICE INDICE INDICE

2 0,5 R 0,7 R 0,5 R 0,3 R 0,4 R

4 0,6 R 0,8 R 0,7 R 0,6 R 0,5 R

Fuente: La autora

Las letras: “R” representa repelente, “N” neutro, y “A” atrayente

Mediante el calculo del indice de repelencia se demostr6 que este aceite esencial fue repelente
en todas las concentraciones y a los dos tiempos evaluados, ya que el indice fue menor a 1 en
todos los casos.

Ambrosia arborescens

El aceite esencial de A. arborescens fue repelente en algunas concentraciones y neutro en otras,
en la tabla 15 se muestran los resultados de la actividad repelente que presentaron las diferentes
diluciones del aceite esencial de A. arborescens a 2 y 4 después de realizado el ensayo.

Tabla 15. Actividad repelente del aceite esencial de A. arborescens a diferentes concentraciones

DILUCION (pl/ml) 0,25 0,50 1 2 4
TIEMPO (h) INDICE INDICE INDICE INDICE INDICE

2 0,7 R 0,8 R 0,9 R 1 N 0,8 R

4 0,8 R 0,8 R 1 N 1 N 0,7 R

Fuente: La autora

Las letras: “R” representa repelente, “N” neutro, y “A” atrayente

Al realizar el calculo del indice de repelencia se demostr6 que el aceite esencial de A.
arborescens a las 2 horas de evaluacion fue repelente en todas las concentraciones excepto con
2 ul/ml que resultd fue neutro, pues el indice de repelencia fue igual a 1. A las 4 horas de
evaluacion las concentraciones 1 pl/mly 2 ul/ml fueron neutras y las demaés repelentes.



CAPITULO VI
DISCUSION

En el presente estudio se observéd un rendimiento del aceite esencial de Ambrosia arborescens
de 0,37%, siendo mayor al de investigaciones anteriores que reportaron rendimientos de 0,04%
y 0,14% para la misma especie (Mendoza, 2016; Ruiz, Diaz, y Rojas, 2015). Sin embargo, el
estudio realizado por Guerrero y Pozo (2016) reportd un rendimiento de 3,9% utilizando un

equipo de destilacion por arrastre de vapor a escala industrial.

El rendimiento del aceite esencial de Clinopodium nubigenum fue de 1,56%, a diferencia de
estudios anteriores que presentaron rendimientos de 0,27% y 1% (Gilardoni et al., 2011; Guerra,
2016).

Las variaciones en los rendimientos pueden deberse a que la cantidad de aceite que posee una
planta depende de varios factores, como son: la edad de la planta, la época, lugar de recoleccion
y las condiciones climéticas a las que la planta esta expuesta (Espinosa, 2006). Los rendimientos
obtenidos en este estudio son mayores a los de estudios similares mencionados, puesto que las
plantas se recolectaron en la temporada seca cuando las condiciones climaticas provocan estrés

a la planta induciendo a una mayor produccion del aceite esencial.

Los resultados del analisis de difusién en agar demostraron que el aceite C. nubigenum tiene
actividad antimicrobiana y antifungica frente a todas las cepas utilizadas, lo cual coincide con

investigaciones anteriores que reportan estas propiedades en el aceite puro de C. nubigenum
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frente a P. aeruginosa, S. aureus y C. albicans (El-Seedi et al., 2008; Gilardoni et al., 2011).
En el mencionado estudio de referencia no se indican ensayos realizados con el aceite esencial
diluido, sin embargo, en la presente investigacion las diluciones del aceite también presentan

actividad antimicrobiana.

E. coli y S. Abaetetuba tuvieron la menor sensibilidad al aceite esencial de C. nubigenum, lo
cual valida la investigacion realizada por Jerves et al. (2014), en la cual reporta inactividad de
extractos de C. nubigenum frente a E. coli y S. Abaetetuba. Estas bacterias presentan resistencia
debido a la complejidad de su estructura celular que impide el paso de compuestos a través de

la membrana celular (Nazzaro et al., 2013).

El aceite esencial de Ambrosia arborescens mostré actividad antimicrobiana frente a todas las
cepas utilizadas, sin embargo, P. aeruginosa, fue la mas sensible, tanto en aceite puro, como en
las diluciones del mismo. Este resultado concuerda con investigaciones anteriores que reportan
actividad antimicrobiana del extracto de A. arborescens frente a esta cepa (Ibarra y Paredes,
2013).

Las cepas menos sensibles fueron E. coli y S. Abaetetuba que presentaron halos de inhibicion
con las diluciones del aceite esencial de A. arborescens y no con el aceite puro. Esto podria
deberse a una limitacién de la técnica utilizada, ya que, la hidrofobicidad del aceite esencial
impide la difusion de ciertos compuestos en el agar, ademas por su volatilidad algunos

compuestos pueden evaporarse durante la incubacion (Reyes et al., 2014).

Los resultados anteriores no se comparan con otros datos, ya que, no existen estudios realizados
con aceite esencial de esta planta. Sin embargo, la investigacion realizada por Ibarra y Paredes,
(2013) con extracto blando de A. arborescens registré actividad antimicrobiana frente a E. coli,
P. aeruginosa y S. aureus en bajas concentraciones del extracto. Rojas et al. (2003) en su
investigacion, en cambio, reportan que el extracto crudo de A. arborescens en etanol no presenta

actividad antimicrobiana frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis y C. albicans.

La resistencia de E. coli y S. Abaetetuba a ambos aceites esenciales puede explicarse con base
en que éstos presentan distintos modos de accién. Frente a bacterias Gram negativas la actividad

antimicrobiana del aceite esencial se limita, ya que éste tipo de bacteria posee una membrana
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externa casi impermeable, por la cual la mayoria de los compuestos hidrofobicos no pueden
atravesar (Nazzaro etal., 2013). Sin embargo, la susceptibilidad no solo depende de la
composicion del aceite esencial, si no de las diferencias que puede haber entre las bacterias.
Pues se han observado diferentes comportamientos incluso entre cepas de la misma especie (De

Martino, De Feo, Fratianni, y Nazzaro, 2009).

S. aureus y B. subtilis presentaron mayor sensibilidad que E. coli y S. Abatetuba, resultados que
se atribuyen a que las bacterias Gram positivas son mas susceptibles, ya que su pared celular
permite el paso de compuestos hidrofébicos que pueden actuar en la membrana y el citoplasma.
Los compuestos fendlicos presentes en los aceites esenciales tienen actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram positivas, siendo capaces de interferir con las enzimas relacionadas a la
produccion de energia a bajas concentraciones y en concentraciones altas desnaturalizar

proteinas (Nazzaro et al., 2013).

La sensibilidad de C. albicans se debe a que la interaccién directa del aceite esencial con la
membrana de las células fungicas afecta la permeabilidad de la célula, provocando dafios
generales como la fuga del contenido citoplasmatico, destruccion de organelos, cambio de la

presion osmatica y con ello la muerte celular (Tolouee et al., 2010).

La determinacion de las Concentraciones Minimas Inhibitoria y Letal demostré que las menores
concentraciones del aceite esencial de C. nubigenum inhiben el crecimiento de la mayoria de las
especies utilizadas, excepto S. Abaetetuba y B. subtilis. En otro estudio también se reporta que
el aceite esencial de esta planta en concentraciones bajas presenta actividad inhibitoria para S.
aureus, E. coli y P. aeruginosa (El-Seedi et al., 2008). Sin embargo, no se menciona la letalidad
del aceite, a diferencia de la presente investigacion que determiné que el aceite esencial antes
mencionado es letal para E. coli y S. aureus en las concentraciones de 1:3 y 1:1 respectivamente.

Un estudio realizado por Gilardoni etal. (2011) analiz6 la CMI y CML del aceite de C.
nubigenum para C. albicans y determind que el aceite es letal hasta en concentracion de 5ul/ml.
Este resultado concuerda con los obtenidos en la presente investigacion ya que la menor

concentracion usada resulté ser letal para la levadura.
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El aceite esencial de Ambrosia arborescens present6 capacidad inhibitoria para todas las cepas
en las dos concentraciones menores utilizadas, exceptuando B. subtilis que solo fue inhibido con
el aceite puro. Ademas, el aceite puro fue letal para S. aureus. Resultados sobre CMI 'y CML
del aceite esencial de esta planta no han sido reportados, ya que solo se han realizado estudios
con otro tipo de extractos y no se han observado resultados favorables en cuanto a letalidad
(Ibarra y Paredes, 2013). Sin embargo, investigaciones anteriores demuestran que plantas de la
familia Asteraceae presentan capacidad para inhibir el crecimiento de algunos hongos (Zapata,

Duréan, Stashenko, Betancur-Galvis, y Mesa-Arango, 2010).

En el contacto del aceite esencial con el alimento el tiempo no influyé en la mortalidad, todas
las concentraciones utilizadas presentaron diferencias significativas con el control. Sin embargo,
la concentracion que tuvo mayor mortalidad fue 0,25 pl/ml de C. nubigenum y 4 ul/ml de A.
arborescens, mas, en ambos casos la mortalidad fue menor al 20%. Estos resultados concuerdan
con estudios realizados con plantas de la familia Lamiaceae que demostraron que al aplicar el
aceite esencial por ingestion, la actividad insecticida frente a miembros de la familia
Curculionidae decrece con el tiempo (Ngamo et al., 2004). Investigaciones anteriores reportan
que existe actividad insecticida de aceites esenciales por este método utilizando concentraciones
altas de extractos (Hincapié, Lopera, y Ceballos, 2008), ya que al utilizar concentraciones bajas

la mortalidad no supera el 60% (Chirino, Cariac, y Ferrero, 2001).

En el analisis de actividad insecticida del aceite esencial de C. nubigenum por contacto con el
insecto se registré mortalidad de 74,4%, sin embargo, este porcentaje de mortalidad es menor
que el de actividad fumigante. Con el aceite esencial de A. arborescens se registrd una
mortalidad de 58,8%. Siendo ésta la mayor mortalidad en todos los métodos de aplicacion de
este aceite esencial, lo que indica que la mejor via de ingreso puede ser cuticular (Werdin,
Murray, y Ferrero, 2008). Por otra parte, el aceite esencial de A. arborescens en estudios

anteriores ha presentado actividad insecticida débil (Orozco y Lentz, 2005).

La actividad fumigante es uno de los métodos mas utilizados en analisis de aceites esenciales
(Gutierrez, Stefanazzi, Gonzalez, Benzi, y Ferrero, 2009). En los estudios realizados en este
trabajo la actividad fumigante de los aceites esenciales incremento con el tiempo, ya que se

registrd la mayor actividad a las 72 horas después de realizado experimento. Con C. nubigenum
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se presentd una mortalidad de entre 46% y 80%, sin diferencias significativas entre las
concentraciones. Estos resultados sugieren que la mejor via de ingreso del aceite esencial de C.
nubigenum al insecto es respiratoria (Werdin et al., 2008). El estudio realizado por Li et al.
(2015) reporta actividad insecticida de una planta de género Clinopodium frente a plagas de
postcosecha, utilizando el método de fumigacion. El aceite esencial de A. arborescens a

concentracion 1ul /ml presentd el 22,2% de mortalidad de P. frontalis a las 72 horas.



CAPITULO VII
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El rendimiento del aceite esencial de C. nubigenum es alto, considerando el promedio
general de rendimiento (<1% Yy 3%), la cantidad necesaria de planta para la extraccion

no es elevada, lo que abre la posibilidad de una aplicacion industrial.

El rendimiento del aceite esencial de A. arborescens es menor, sin embargo, la planta
tiene un amplio rango de adaptabilidad, por lo que puede ser cultivada para una

aplicacion industrial.

Los aceites esenciales estudiados presentan gran potencial de inhibicion frente a E. coli,
P. aeruginosa, C. albicas y S. aureus, bacterias que estan relacionadas con enfermedades
infecciosas en animales. Esto permite la posibilidad del uso de los aceites esenciales

como método de prevencion ante dichas enfermedades previo ensayos en campo.
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El aceite esencial de C. nubigenum es letal para E. coli, S. aureus y C. albicans, lo que
representa la posibilidad de su uso en el control de enfermedades previo ensayos en
campo.

B. subtilis es una bacteria utilizada en control biologico, fue menos sensible a los aceites
esenciales, por lo que este aceite podria usarse en un plan de manejo integrado de plagas.

La actividad insecticida fue mayor por el método de actividad fumigante y a
concentraciones bajas. Ademas, el efecto se incrementa con el tiempo, lo que permitiria

la aplicacion del aceite esencial como control de plagas en graneros.

Los dos aceites esenciales fueron repelentes, esto permite la posibilidad del uso en

control preventivo de plagas.
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RECOMENDACIONES

Realizar la caracterizacion de los aceites esenciales, para relacionar la actividad
antimicrobiana e insecticida con los compuestos encontrados.

Analizar la actividad antimicrobiana y poder insecticida utilizando mezclas de los aceites
esenciales.

Realizar un estudio de campo con formulaciones de los aceites esenciales tanto frente a
plagas como a enfermedades, que incluya la determinacion del solvente adecuado para
su uso rentable y un analisis organoléptico del residuo del aceite esencial en los granos
para consumo.

Realizar un analisis econémico que compare la eficiencia de un producto a base de
aceites esenciales con los agroquimicos convencionales, considerando la posibilidad de

la realizacion de este tipo de productos por parte de los agricultores.
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ANEXOS

ANEXO 1. Curvas de calibraciéon UFC/ml vs absorbancia

Escherichia coli UFC/mI vs absorbancia
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Pseudomona aeruginosa UFC/ml vs absorbancia
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