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RESUMEN

La podredumbre gris, causado por Botrytis cinerea, €s una epidemia de filoxera (insectos
succionadores de savia), que limita la produccion y exportacion de uva causando pérdidas
econémicas en la industria vinicola. El objetivo del presente trabajo es evaluar el principio
del resveratrol encapsulado en diferentes matrices como lecitina de soja y B-glucano de
levadura Saccharomyces cerevisae y avena respectivamente que conllevan a favorecer la
penetracion de este compuesto a traves de la pared celular para impedir el crecimiento
del hongo patogeno. El crecimiento en placa de Botrytis cinerea nos indica que la
emulsion con acetato de etilo C,Hs(CH;COO) y resveratrol C14H1,05 encapsulado en
betaglucano  C1sH30014X2 procedente de la levadura Saccharoymyces cerevisae a
concentracion de 15 g/l. y la emulsion con lecitina y acetato de etilo a concentracion de 20
g/L. existe una reduccion significativa con relacion al control. Las emulsiones (con
acetato) son eficaces porque existen diferencias significativas entre las concentraciones
ensayadas, al eliminar el acetato en rotavapor a 60°C y una presion a vacio de 0.7-0.8
bar a 75 rpm por 1 hora si se observan diferencias y la mas eficiente es B-glucano de
cebada de 20g/L con una inhibicion del crecimiento de 70%. La distribucion de tamano
de gotas de las emulsiones con acetato y las suspensiones sin acetato se midi6 por
difraccion laser (Mastersizer 2000 de Malvern). Para medir la distribucion de tamafo de
gota, el valor de d (0,5) de las emulsiones a diferentes concentraciones de los
compuestos encapsulantes (lecitina y B-glucano de Sacharomyces cerevisae y 3-glucano
de cebada) asi se obtiene que el menor valor para la emulsion y para la emulsion lecitina
con acetato de etilo es 0.143 um. después de estabilizar en el agitador de alta velocidad a
70Hz por 4 minutos con un rango de tamano de particula entre 0.1y 1000 pm
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ABSTRACT

Gray mold, caused by Botrytis cinerea, is a phylloxera epidemic (sap-sucking insects),
which limits the production and export of grapes causing economic losses to the wine
industry. The aim of this study is to evaluate the principle of encapsulated resveratrol in
different matrices such as soy lecithin and B-glucan from yeast Saccharomyces cerevisiae
and oats respectively leading to favor the penetration of the compound through the cell
wall to prevent the growth of fungal pathogen. The growth plate Botrytis cinerea indicates
that the emulsion C,Hs with ethyl acetate (CH;COO) and resveratrol Ci4H;,03
encapsulated beta glucan CigH30014X2 from the Saccharoymyces cerevisae yeast
concentration to 15g / I. and emulsion with lecithin and ethyl acetate at a concentration of
20 g/ L. there is a significant reduction relative to control. Emulsions (acetate) are effective
because there are significant differences between the concentrations tested, eliminating
acetate in rotavapor at 60 ° C and a pressure of 0.7-0.8 bar vacuum at 75 rpm for 1 hour if
differences are observed and more B-glucan it is efficient barley 20g / L with growth
inhibition of 70%. The droplet size distribution of the emulsions with ethyl acetate and
suspensions without measured by laser diffraction (Malvern Mastersizer 2000 of Malvern).
To measure droplet size distribution, the value of d (0.5 ) of emulsions at different
concentrations of encapsulants compounds ( B -glucan lecithin and Saccharomyces
cerevisiae and barley B -glucan ) is obtained so that the lower value for emulsification and
lecithin emulsion with ethyl acetate is 0.143 ym after stabilize in high speed stirrer to 70Hz

for 4 minutes with a range of particle size between 0.1 and 1000 um
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1. ANTECEDENTES

Como antecedentes al desarrollo de estos nuevos fungicidas citamos la actividad
antifingica de los aceites esenciales de productos naturales y extractos de plantas. Por
ejemplo citamos el Origanum vulgare L., L.(orégano), Monarda didyma (bergamota
silvestre) y de una formulacion comercial de aceite de tomillo contra B. cinérea inhibiendo
el crecimiento del patégeno a 200 mg / ml de aceite de tomillo. Otro ejemplo citamos que
el crecimiento del micelio del patégeno se redujo significativamente en la mayor
concentracion de los aceites esenciales de O. vulgare y M. didyma. (Taborda L. 2014)
Otros estudios nos indican que los extractos naturales cuyo principio activo es el acido
pinolénico proveniente del aceite de pifion de cedro blanco (Hiba arborvitae) inhiben la
germinacion de B. cinerea (Hernandez y Bautista 2007), este componente se lo extrae
mediante lipasas y agua destilada (Patente espafola, Numero de publicacion: 2 265 865)
Los extractos de las especies arboreas de origen indio Azadirachta indica (Neem), que se
da en las costas de Ecuador, de igual forma Melia azederach (Melia o Paraiso) con 4 sus
principios activos como los terpenoides, fenoles, aminoacidos no esenciales y alcaloides
tienen un efecto inhibitorio en el hongo Botrytis cinérea. (Donoso, E. 1998).

Otra planta de interés fue la menta (Mentha pulegium L.), que causo inhibicion moderada
en el crecimiento del fitopatégeno (Bouchra et al., 2003).

El resveratrol, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 1, es una fitoalexina, que
se encuentra en altas cantidades en la piel de la uva (Casas et al, 2010;. Zheng et al,
2011) que actua como agente protector. Es un polifenol que ha sido estudiado como
remedio natural por sus propiedades antioxidantes contra la obesidad y enfermedades
cardiovasculares (Chun Fu et al, 2013). Posee efectos protectores debido a sus
propiedades antioxidantes, por ello se busca técnicas que mejoren su absorcion.

Se ha investigado el efecto que causa el resveratrol para la inhibicion del crecimiento que
al estar en contacto con el patégeno penetra la pared celular de la planta (Adrian y
Jeandet, 2012).

Debido a estos hallazgos, el resveratrol ha sido seleccionado como prometedor
antifingico de origen natural. Sin embargo cuando se aplica externamente en la planta
para luchar contra B. cinérea, el principio activo debe ser encapsulado en matrices
poliméricas que actua como un portador para que el compuesto activo inhiba el
crecimiento, asi como la proteccién contra la degradacion térmica y oxidativa. (Salgado M,
Soraya et.al (2015).
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2. OBJETIVOS

Desarrollar un agente bioactivo en estado liquido, con la utilizacion de lecitina y B-
glucanos como agentes encapsulantes.

Evaluar los polifenoles: resveratrol y lecitina de soya

Medir el efecto del agente en Botrytis cinerea

3. MATERIALES Y METODOS

Se utilizd B-glucanos de levadura Sacharomyces cerevisae insoluble donado por Naturae,
B-glucanos de cebada con una pureza del 75% (Glucagel TM, Alkem Laboratories LTD,
India), resveratrol con una pureza del 98% (Pure Bulk, EE.UU), lecitina de soja (Glama-
sot, SOTYA, S.A.), acetato de etilo con una pureza del 99% (Panreac) y agar extracto de
malta (Panreac).

3.1. Pretratamiento de los B-glucanos (1,3)-(1,6)
La razon por la cual el B-glucano se somete a este tratamiento es que tenga la capacidad
de disolverse en agua.
Los B-glucanos de la levadura Sacharomyces cerevisae se peso 10 gramos.
Los reactivos que se afadieron esta en una relacion de 1,4x10-3 g acetato/g solido y
1,2x102 ml. acido acético/g solido. La relacion solido/agua es de 1/10 para obtener una
concentracion de 100 g/L.
Para el pre-tratamiento de los B-glucanos es aumentar la presion del dispositivo de acero
inoxidable 304 AISI, cuyo volumen es 170ml, es equipado con un tubo lateral para el
muestreo en el tiempo, la temperatura de operacién es a 135°C durante 4,5 horas y una
presion de 2 bares en el interior del reactor (ver fig1.)
Durante la reaccion, se tomaron varias muestras cada 30 minutos y se los enfria a
temperatura ambiente, con la finalidad que sean capaces de solubilizarlos en agua.

3.2. Preparacion de las emulsiones
Los encapsulantes empleados fueron lecitina, B-glucanos procedente de la levadura
solubilizadas en el reactor de acero inoxidable y B-glucanos procedente de la cebada.
Inicialmente fueron preparadas las disoluciones acuosas saturadas con acetato de etilo a
diferentes concentraciones: 10g/l, 15 g/l y 20 g/l de surfactante. En todas las emulsiones
se afade resveratrol (7.5g/l) disuelto en acetato de etilo.
La emulsion tiene la proporcién aceite/agua: 1/9
La macro emulsion formada es inestable y se somete a dilucion entre el acetato de etilo y
el B-glucano a 70°C y la lecitina a 55°C, luego llevamos al agitador de alta velocidad (IKA
Pilot Labor plant) durante 4 minutos a 70Hz para la formacion de la micro emulsion (de
Paz, et al., 2012) para que la emulsion sea estable.

3.3. Método de eliminacion del disolvente
Para extraer el acetato de etilo se introduce la emulsion en el rotavapor (Heidolph), a 60°C
y una presion a vacio de 0.7-0.8 bar a 75 rpm por 1 hora.
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3.4 Efecto anti fungico con técnicas de cultivo

El cultivo in vitro de Botrytis cinerea, se realizé en placas con agar de extracto de malta,
previamente esterilizados en autoclave a 121°C por 20 minutos. En la preparacion de las
placas se afiade al agar de extracto de malta una cantidad de emulsion o suspension tal
que la concentracion de resveratrol fuera de 100ppm. Una vez preparadas las placas se
realiza la siembra del hongo a partir de una placa madre de B. cinérea el cual se coloca
en la superficie del agar una vez solidificado. Se cultivaron 5 réplicas para cada emulsion
de las 3 concentraciones con acetato y sin acetato a 22°C por 7 dias. Igualmente, se
cultivaron una placa control y una placa 11 control de acetato de etilo, con una
concentracion de acetato de etilo equivalente a la utilizada en las emulsiones.

Pasado ese tiempo, se midio el diametro de crecimiento del hongo y se comparan los
efectos del uso de resveratrol encapsulandolo en las matrices de lecitina, B-glucanos de
cebada y B-glucanos de Sacharomyces cerevisae solubilizados en el reactor y la mezcla
de estos con acetato y sin acetato de etilo respectivamente.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. TAMANO DE LA PARTICULA
El tamario de la particula se ve influenciado en la concentracion de la suspension y se
deduce que disminuye en el caso de la mezcla de lecitina+B-glucano de la levadura
Saccharomyces cerevisae asi para 15g/L. presenta el mayor aumento de tamano, y la
distribucion del tamafio de particula es mejor en toda la suspension.
Para la concentracion de 10 g/L disminuye y para 20g/L se aprecia que la particula es
menor por razén de que a mayor concentracion de la suspension existe mayor influencia
de la lecitina como matriz encapsulante. Estos valores se correlacionan con el valor de
d(0.5) que es igual a 1,434 con acetato y 3,868 sin acetato y nos indica que la particula de
la suspension de B-glucano (1-3)(1-6) + lecitina con acetato es mas estable la mezcla de
sus componentes.

e FORMULACION d (0.5)
B-glucano de 3,818
~ levadura+lecitina
: con acetato 20g/L
B-glucano de 2,787
levadura+lecitina
con acetato 10g/L
B-glucano de 1,434
levadura+tlecitina
con acetato 15g/L
B-glucano de 22,947
s levadura+lecitina
£ sin acetato 10g/L
‘ B-glucano de 4,455
i levadura+lecitina
sin acetato 20g/L
Naturae+lecitina 3,868
15g/L
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4.2. EFECTO BIOACTIVO

En las figuras se observa el crecimiento del hongo Botrytis cinérea y representan
diferencias significativas del control con acetato y sin acetato de etilo Figura A. control y
Figura B. Placa de cultivo de medio agar malta, control

“Placa de cultivo ae‘rﬁ'ediéragar malta, "Placa de cultivo de medio agar malta,
control LI , | control con acetato de etilo

5. CONCLUSIONES

Al optimizar la formulacion de encapsulacion de resveratrol en matrices de -glucanos de
la levadura Saccharomyces cerevisae y pB-glucanos de cebada se concluye que el mayor
poder de penetracion se evaluo en el crecimiento en placa de Botrytis cinerea. De igual
forma se detecta que la emulsion de glucagel+lecitina de 20g/L la inhibicion es
significativa en comparacion a la suspension glucagel de 20g/L que es de 70% eficaz a la
penetracion y ataque al hongo.

La emulsion con acetato de etilo a 20 g/L de concentracion inhibe el 100% del
crecimiento.

La formacién de las particulas no se ve influenciada en el efecto antifungico en funcion de
los valores d (0.5).
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