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RESUMEN

Esta investigacion fue de tipo experimental, se evalud la efectividad inhibitoria
presenta el aceite esencial del molle (Schinus molle L.) sobre la Penicilium Digitatum.
Para ello se utilizaron 4 distintas concentraciones de aceite esencial en porcentajes
de (100%, 75%, 50% y 25%). La efectividad del aceite de molle (Schinus molle L.) se
determind el uso del método difusion en discos. Que consiste en sembrar por
dispersiéon el hongo Penicillium Digitatum con un hisopo estéril sobre una superficie
de placas con agar de papa dextrosa (PDA). Luego se colocan placas sensibles para
cada concentracion del extracto a evaluar, incluidos los controles. Cada placa fue
incubada a 25 °C durante 3 dias en una incubadora. Los ensayos se realizaron 4
repeticiones por concentracion de aceite. Los resultados indicaron que se presento a
la concentracion de 25%, obteniéndose halos promedio de inhibicion de 33.17 mm en
5 dias. El control presento un halo de inhibicion promedio de 0 mm. El aceite esencial
de molle tiene una efectividad inhibitoria para inhibir el crecimiento del Penicillium
Digitatum usando aceite esencial de molle en distintas concentraciones. Cual el que
presenta el mayor promedio de Inhibicién es usando el aceite esencial de molle al 25%

de concentracion.

Palabras clave: inhibicién, Penicillium Digitatum, Schinus molle L., in vitro
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ABSTRACT

The present investigation was experimental, the inhibitory effectiveness of the
essential oil of molle (Schinus molle L.) on Penicilium Digitatum was evaluated. For
this purpose, 4 concentrations of essential oil in percentages of (100%, 75%, 50% and
25%) were used. The effectiveness of molle oil (Schinus molle L.) was determined
using the disc diffusion method. It consists of sowing by dispersion on surface with
sterile swab the fungus Penicillium Digitatumon the surface of plates with potato
dextrose agar (PDA). Immediately afterwards, embedded sensitivity discs were placed
with each of the concentrations of the extract to be evaluated, including the controls.
Each plate was incubated at 25 ° C for 3 days in an incubator. The testswere performed
4 repetitions per oil concentration. The results indicated that it was presented at a
concentration of 25%, obtaining average inhibition halos of 33.17 mm in 5 days. The
control had an average inhibition halo of 0 mm. Molle essential oil has an inhibitory
effectiveness to inhibit the growth of Penicillium Digitatum using molle essential oil in
different concentrations. Which has the highest average inhibition is using the molle
essential oil at 25% concentration.

Keywords: inhibition, Penicillium Digitatum, Schinus molle L., in vitro
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I. INTRODUCCION

Los citricos son completamente susceptibles contraer una gran serie de enfermedades
fungicas pos-cosecha durante su deposito y traslado, debido al alto contenido de
humedad y al valor nutricional. (Xin et al., 2019). La Penicillium Digitatum conocido
como moho verde es un patégeno muy aprovechado que produce aproximadamente
el 90% de pérdida total en la comercializacion (Zhu et al., 2019). Desde los 1980 se
ha tomado interés por los aceites esenciales para su uso en manipulacion de plagas
en productos almacenados. Los pesticidas artificiales actuales como el bromuro de
metilo y la fosfina, que se manejan como fumigantes para el control de plagas del fruto
almacenado poseen propiedades hostiles para el ambiente. (Kaan Polatoglu, Omer
Cem Karakog¢, 2016). Las materias primas a base de hierbas son aplicadas
aproximadamente por el 80% de la poblacién y son una base primordial para la sintesis
de nuevos medicamentos (Singh et al., 2019). El uso de aceites esenciales para esta
finalidad concede el manejo y almacenamiento, que reduce el riesgo para la salud
humana y ambiental. La mayoria de aceites esenciales son frutos naturales
elevadamente volatiles y no solubles en agua que han comprobado una alta eficiencia
contra las plagas. (Sanchez et al., 2018). La complejidad de la estructura de los aceites
esenciales y la gran variedad de la naturaleza quimica de sus elementos son
responsables de una extensa gama de interacciones biolégicas, son el tema de mayor
interés para conservacion de alimentos (MEHDI et al., 2016). Varios productos en
base a plantas implementados tradicionalmente tocan &areas de investigacion para la

seguridad alimentaria y consumo ecoldogico. (Abhishek et al., 2017).

El uso de aceites esenciales es un método para controlar la descomposicion de las
manzanas después de la cosecha, se justifica por la toxicidad y la resistencia de los
hongos patdgenos a los fungicidas sintéticos. Los compuestos se identificaron por
primera vez en el aceite esencial Pulicaria mauritanica, en una proporciéon de 94,3 g/
100 g del aceite total. La carvotanacetona domino fuertemente la composicion del
aceite con 87,3 g/ 100 g.

También se probd la actividad antifingica del aceite de P. mauritanica mediante la

técnica de alimentos envenenados y el ensayo de actividad volatil contra tres hongos
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fitopatégenos, Alternaria sp., Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer causando el
deterioro de las manzanas. La técnica de FP demostro ser significativa en la inhibicion
del crecimiento micelialde todas las cepas (p <0.05), con la inhibicibn completa de
Alternaria sp., y P. expansum a CMI= 2 ml / ml. Del mismo modo, el ensayo demostrd
gue el aceite esencial inhibe fuertemente los tres hongos. La inhibicion completa del
crecimiento micelial de Alternaria sp., se observé en una concentracidbn minima
inhibitoria = 20 ml / disco, y el de P. expansum y R. stolonifer se observé que una
concentracion minima inhibitoria = 40 ml / disco. Los resultados sugieren queel aceite
esencial de P. mauritanica tiene un potencial como conservantes antimicéticos para el

control de enfermedades poscosecha de manzana. (Znini et al., 2013).

Los efectos del aceite esencial de Austroeupatorium inulifolium en el crecimiento y la
produccion de enzimas de especies fitopatdbgenas como Aspergillus spp., Penicillium
spp. y Fusarium spp. "In vitro" mostraron una inhibicion de hasta un 70%, siendo P.
brevicompactumy F. oxysporum las cepas mas sensibles, mientras que Aspergillus

parasiticus y Penicillium nalgiovense fueron las mas resistentes.

La pudricion vegetal causada por la plaga de Fusarium y Rhizopus aparece en las
frutas almacenadas generando grandes pérdidas después a la cosecha. La
implementacion de productos naturales, como extractos de plantas para
enfermedades fungicas, representa un método alternativo a cambio de los fungicidas
sintéticos, como es el caso de las pruebas de actividad anti fingica in vitro realizadas
usando extractos etandlicos y acuosos de hojas y ramas de F. retinophylla, F.
microphylla y Flourensia cernua contra Fusarium oxysporum y Rhizopusstolonifer, el
problema son las enfermedades que desarrollan en los frutos post cosecha y las
pérdidas econdmicas en los cultivos de tomate. El perfil quimico identificado en
extractos de etanol de hojas y ramas de F. cernua, F. microphylla y F. retinophylla,
fueron: 17 y 10 compuestos; 7 y 9 compuestos y 7 compuestos en los dos tejidos,
respectivamente. Los extractos de etanol dieron a conocer una alta efectividad en la
inhibicion en el aumento micelialde F. oxysporum y R. stolonifer. F. cernua inhibi6 F.
oxysporum en una concentracion minimainhibitoria (CMI) 90 de 2163 mg / L para
extracto de etanol de hojas y 4240 mg / L para extractode etanol de ramas. Los

extractos de etanol representan una alternativa para usarse como fungicida botanico,
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que podria reemplazar el uso de fungicidas sintéticos. (D. Jasso de Rodriguez et al.,
2017).

Los efectos antifungicos de la salvia, el romero, el anis, la quinua y los aceites
esenciales salados contra el aumento del micelio de Aspergillus niger, Aspergillus
oryza, Mucor pusillus y Fusarium oxysporum se mostré que en condiciones in vitro.
Mientras que los 10 pg / ml de aceite esencial salado mostraron un efecto inhibitorio
contra los hongos probados, el aceite de anis no fue eficaz con la misma
concentracion. Los aceites esenciales de salvia mostro un gran efecto inhibidor contra
M. pusillus a diferencia de otros aceites esenciales. El nivel de 20 yg / ml de aceite fue
eficaz sobre el Aspergillus niger, Aspergillus oryza, Mucor pusillus y Fusarium
oxysporum. Los aceites esenciales de salvia y romero fueron efectivos en A. oryza, A.
niger y Fusarium oxysporum a concentraciones mas bajas (10 y 20 ug / ml). El aceite
esencial de quinuademostré un efecto antifangico a ambas concentraciones (10 y 20
Mg / ml) en todos los hongos analizados. Todo lo esencial probado los aceites
mostraron efecto inhibitorio contra todos los hongos seleccionados. (Ferdes, M., Al
Juhaimi, F., Ozcan, MM y Ghafoor, K. 2017)

La implementacion de extractos de plantas es una alternativa a tales productos
quimicos porquese ha probado que son efectivos en el control de fitopatdégenos y
considerado con el medio ambiente ya que sus metabolitos secundarios son
biodegradables facilmente. Este estudio determino la actividad antifUngica de extractos
de diferente polaridad hallado de hojas de Steviarebaudiana B. contra Fusarium
oxysporum, un hongo que responsable por la pérdida de cultivosde tomate. Extracto de
hexano a una concentracién de 833 ppm inhibido in vitrocrecimiento micelial en mas
del 50%. La division cromatografica en columna del extracto de hexano dio una
fraccidbn con mayor actividad inhibitoria y el andlisis espectroscépico mostro que la
austroinulina como componente presente en el extracto. Los ensayos in vivo con
plantas de tomate infectadas con F. oxysporum ensefiaron que todas las plantas
tratadas con el extracto eran mas altas y tenian un mayor peso aéreo y de raices
secas que eran relativamente mayores que las de las plantas de control inoculadas
con F. oxysporum a las que no se adicionaron extractos. En tratamientos sin F.

oxysporumindculo, la adicién del extracto de hexano resulté en una mayor altura de la
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planta y peso seco aéreo. Esto muestra que los extractos tienen metabolitos
secundarios, introducida en la austroinulina, que no solo inhiben el aumenta la F.
oxysporum sino que también podrian estar ejerciendo como bioestimulantes. Los
extractos acuosos de etanol y hexano agregados a las plantas de tomate inoculadas
con F. oxysporum presentaron un efecto antifingico y no fueron fitotoxicos. (Guerra et
al., 2019).

Las enfermedades pos cosecha resultan en pérdidas econdmicas significativas en la
produccionde los citricos (Wuryatmo, Able, Ford & Scott, 2014). La alteracion fungica
pos cosecha mas frecuente que afecta a los citricos en el planeta es el verde moho,
que es causado por Penicillium Digitatum y representa incluso 60-80% de la

descomposicion fungica total durante el acopio defruta. (Tao et al., 2018).



Il. MARCO TEORICO

El aceite esencial es un fluido con aroma que se saca de algunas plantas por vapor o
prensado, tienen componentes quimicos naturales que le dan su "esencia” (olor y
sabor especificos) a lasplantas (Ahmady et al., 2019). Los aceites esenciales que se
utilizan en los saborizantes de alimentos, los perfumes, los medicamentos y la
aromaterapia (llic et al., 2019). Se pueden sustraer de distintos partes de los
vegetales, como son: estigmas, semillas, frutos, raices, rizomas, cortezas, hojas y
flores (Himed et al., 2019). Esto se ubica generalmente en érganos secretores y eso
cambia de acuerdo a la familia a la que la planta que corresponda. (W.P.Silvestrea
N.F.Livinalli C.Baldasso I.C.Tessaroa, 2018.

Schinus molle L., llamado también como pimienta rosa o americana es un arbol
perteneciente ala familia Anacardiaceae, nativa de América del Sur, las frutas Schinus
molle (bayas) son utilizadas como sustituto de la pimienta negra y para preparar
bebidas alcohdlicas y bebidas. (Martins et al., 2014). Es un &rbol de hoja perenne
al que puedes llegar de 3 -15 metros de elevacion con corteza de un color marrén
oscuro, latente e intensamente fisurada. Las hojas son de forma imparipinnadas
con unraquis aladoy 20-40 foliolos. Los foliolos son lineales-lanceolados, de
2-5 x 0.4-0.8 cm, y enteros o dentados a lo extenso de losmargenes. (Machado et al,
2019).
Tabla 1: Taxonomia molle.

Taxonomia
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Anacardiaceae
Genero Schinus
Especie Schinus molle L.

Fuente: Mueso de Historia Natural, (2019).



Schinus molle se usa como sedante, anti fangico, antitumoral, antiespasmadico,
diurético, antiséptico topico y para tratar la  hipertensién, heridas, infecciones
bacterianas y asma. (Maema et al., 2016). Ademas, el aceite esencial de molle usa
como adyuvante en diversas aplicaciones en productos alimenticios debido a sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes o como antiparasitario en el ganado y la

apicultura ( Guala et al., 2016).

Tabla 2: Composicién Quimica de aceite esencial de molle (Shinus molle L.).

Chemical Composition of Schinus molle L. Essential Qil
Compound (%)
Alpha-thujene 0.7
Alpha-pinene 3.2
Beta-pinene =
Sabinene 41.9
Myrcene 2.7
Alpha-phellandrene 0.1
Alpha-tempinene 0.9
p-Cymene 1
Limonene 2
Beta-phellandrene 0.2
Gamma-terpinene 1.8
Sabinene hydrate-cis 0.3
Terpinolene 04
trans-Sabinene hydrate 0.2
cis-p-Menth-2-en-1-ol 0.2
trans-p-Menth-2-en-1-ol 0.1
Terpinen-4-ol 7.1
Alpha-copaene 0.4
Beta-elemene 16
Beta-caryophyllene 2.8
Aromadendrene 0.2
Alpha-humulene 04
Allo-aromadendrene 0.9
Germacrene D 4.2
Beta-selinene 0.5
Bicyclogermacrene 45
Gamma-cadinene 2.2
Delta-cadinene 1.8
Spathulenol 2.2
Caryophyllene oxide 0.4

Fuente: ( Guala et al., 2016).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0120
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0102695X18303673#bib0120

Penicillium Digitatum es el tipo de hongo mas comun en todos los citricos post cosecha
y se luce generalmente en el periodo de comercializacion. También llamado como
moho verde,descompone los frutos citricos, color verde, dafia a la fruta cuando ésta
presenta heridas en su superficie y se presenta cuando la temperatura esta entre 20°C
y humedad relativa es muy alta.Se necesita una herida fresca de 0.25 mm para una
infeccion. (Rasmus, A., Lennox, CL, Korsten, L., Lesar, K. y Fourie, PH, 2016). P.
Digitatum se considera un experto patégeno de los citricos que infecta eficazmente la
cascara a través de lesiones en las que las esporas de hongos ubicuas germinan y
colonizan agilmente las areas circundantes (Rodriguez et al., 2014).

Las colonias son planas y crecen rapidamente en agar de extracto de malta y agar de
dextrosa de papa, pero mal en agar Czapek y medios sintéticos similares (Tang et al.,
2018). La coloniael anverso es verde oliva y el reverso incoloro a amarillo crema o
palido opaco marrdn (Lafuenteet al., 2019). La textura de la colonia es velutinosa sin
gotas exudadas. (Niu et al., 2016). Los hongos tienen la capacidad de germinar en
ambientes artificiales a 5 ° C y, en algunos casos, puede producir colonias de hasta 3
mm de didmetro no hay crecimiento a los 37 ° C (Ruan et al., 2017). El olorpuede ser
fuerte, ya que los metabolitos volatiles como el limoneno se han detectado etileno,

alcohol etilico, acetato de etilo o acetato de metilo. (Palou, L. 2014).

Tabla 3: Taxonomia Penicillium Digitatum

Taxonimia
Reino Hongos
Division Ascomycota
Sudivision Pezizomycotina
Clase Eurotiomycetes
Subclase Eurotiomycetidae
Orden Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Genero Penicillium
Especie Digitatum

Fuente: (Palou, L. 2014).



Los procesos de destilacion se basan en la volatilidad relativa de las componentes de
mezcla yse pueden aplicar para la separacion de una amplia gama de compuestos
organicos volatiles dela pirolisis petréleo. La inyeccion de vapor calienta el aceite,
aumenta la presion de vapor totaly disminuir su punto de ebullicion. (Jerkovic et al.,
2012). La adicion de vapor permite la mezclade agua organica hierve a temperaturas
inferiores a 100 ° C, evitando la degradacion de compuestos térmicamente sensibles.
(Kim, J.-S., 2015). Vapor la destilacion se puede aplicar para separar componentes
importantes de una variedad de tipo de aceite, que comprende aceitesesenciales [39]
y aceites crudos. (Masango, P., 2005). La destilacién al vapor también se ha utilizado
con éxito para obtener valiosas sustancias de aceites de pirolisis. Se extrajo el
eucaliptol (1,8-cineol), se extrajo siringol de alta pureza (1,3-dimetoxi-2-
hidroxibenceno)obtenido a partir de aceite de pirolisis derivado de la madera mediante
destilacién al vapor. (30.Costa, G., Dos Santos R., 2019).

La concentracion minima inhibitoria (CMI), es la concentracibn minima de
desinfectante problema capas de inhibir del crecimiento o la reproduccion de un

determinado patégeno. (Satoh et al., 2019).

In vitro se describe a un método al realizar un experimento en un tubo de ensayo o,
por lo general, en un entorno modificado fuera de un organismo vivo. La incubacion in
vitro es un ejemplo grandemente conocido. (Niu et al., 2018). Asimismo, un Halo es la
demarcacién alrededor de la placa que contiene antibidticos a los que el cuerpo es
sensible. (Simas et al., 2017).

El control de patégenos con aceites esenciales y extractos de plantas es un terreno
poco analizado en nuestro pais, sin embargo, por varios afios haya habido presencia
del conocimientode las propiedades de las plantas y sus diferentes usos. El uso de
estas plantas y sus elementoshan sido de forma artesanal. La problematica general
en cultivos de naranja, por hongos Penicillium Digitatum en cultivos post cosecha
conlleva a una discusién en los productores y comerciantes en el pais. La necesidad
de buscar opciones que sean viables para los productoresnos da la pauta para

determinar la accién inhibicion del aceite de esencia molle, que favoreceraen el futuro



a un gran namero de agricultores. El interés de esta investigacion va encaminada a la
basqueda de nuevos productos biolégicos que pueden ser de menor costo y lo mas
importantees que tienen un efecto menos nocivo que los productos quimicos en el
medio ambiente. En consecuencia, se plante6 la formulacion de los problemas del
proyecto de investigacion, empezando por el problema ¢ Cual es la efectividad del
aceite de molle para inhibir elcrecimiento de la Penicillium Digitatum? y posteriormente
los problemas ¢Cudl es la concentracidon minima Inhibitoria del aceite esencial de
molle (Schinus molle L.) para inhibir elcrecimiento in vitro de Penicillium Digitatum?
¢, Cual es la mejor concentracion para Inhibir el crecimiento de halo usando el aceite
esencial de molle sobre el crecimiento de Penicilluim Digitatum? Entonces se pretende
confirmar la hipétesis general: El Aceite esencial de molle (Schinus molle L.) tiene
efectividad para inhibir el crecimiento Penicillium Digitatum y las hipotesis especificas:
Existe una concentracion minima Inhibitoria del aceite esencial de molle (Schinus molle
L.) para inhibir el crecimiento Penicillium Digitatum. A mayor concentracion del aceite
esencial de molle (Schinus molle L.) mayor efectividad para inhibir el crecimientode
Penicillium Digitatum. En torno a ello, se plante6 como objetivo general, Evaluar la
efectividad del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) para inhibir el crecimiento
Penicillium Digitatum y como objetivo especifico: Determinar la concentraciéon minima
inhibitoria del aceite esencial de molle (Schinus molle L.) para inhibir el crecimiento
Penicillium Digitatum. Determinar la concentracién que tiene mas efectividad para la
inhibiciénel crecimiento diAmetros de halo de Penicillium Digitatum cuando se expone

a diferentes concentraciones del aceite esencial de molle (Schinus molle L.).



I1.METODOLOGIA

3.1Tipo y Disefio de Investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental, porque se realizara la
manipulacion de la variable independiente “Aceite Esencial de molle” y luego se

observara un efecto de inhibicion de Penicillium Digitatum.
Disefio de Investigacion, respecto a los tratamientos del aceite esencial de molle
(Schinus molleL.) expresados en concentracion V/V ((uL/mL) y el probable crecimiento

de inhibir de Penicillium Digitatum.

Tabla 4: Repeticiones de Experimentos.

N° Tratamiento Porcentaje de Concentracion N° Repeticiones
1 Tratamiento (T1) 1 4
2 Tratamiento (T2) 0.75 4
3 Tratamiento (T3) 0.5 4
4 Tratamiento (T4) 0.25 4

Fuente: Elaboracion Propia.

Para determinar la inhibicién se continué a medir el didmetro de los halos de inhibicion

de las diferentes concentraciones de la muestra.

Cada Tratamiento se le realizé 4 repeticiones para comparar diferentes resultados y

tener promedio por tratamiento. (Aguilar Cisneros, 2016).
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Fase Exploratoria

MNaranja con Penicillium
Digitatum

w

Aislamiento
del Hongo

¥

Cultivo de
Hongo

Identificacion de
Penicillium Digitatum

¥

Cultivo de Penicillium
Digitatum en 16 placas Petri

Figura 1: Fase Aislamiento y Cultivo de Cepa.

Mediante el cultivo de las cepas de Penicilium Digitatum, se obtuvo el aceite esencial
de molle mediante destilacion por arrastre de vapor, posteriormente se aplicaron
diluciones de 100%, 75%, 50% y 25% teniendo una base de 0.1 ml del aceite (100%).
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—

EXTRACCION DE
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(AE) DE MOLLE
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CONCENTRACION
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ENSAYOS DE
CONCENTRACIONES INHIBICION EN
PLACAS PETRI
Y
CONCENTRACION AL 4 PRUEBAS AL 100%
100% DE ACEITE ESENCIAL
¥
CONCENTRACION AL 4 PRUEBAS AL 75% DE
75% ACEITE ESENCIAL
4
CONCENTRACION AL 4 PRUEBAS AL 50% DE
50% ACEITE ESENCIAL
v
CONCENTRACION AL 4 PRUEBAS AL 25% DE
25% ACEITE ESENCIAL

Figura 2: Diagrama de flujo de andlisis.

3.20peracionalizacion de Variables

Variable Independiente

Efectividad del aceite esencial de molle.

Variable Dependiente

Inhibicion de crecimiento Penicilium Digitatum.
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Tabla 5: Matriz de Operacional.

Efectividad del Aceite Esencial de Molle (Schinus molle L.} para Inhibir el crecimiento de la Penicillium Digitatum In Vitro

Variables

Definicion Conceptual

Definicion
Operacional

Dimensidn

Indicador

item

Variable Independiente

Definicion conceptual de la variable 1

Aceite Esencial

El aceite esencial es un liquido con
fragancia que se extrae de ciertas
plantas mediante vapor o prensado.
Los aceites esenciales contienen
sustancias quimicas naturales gue le
dan su "esencia” (olor y sabor
especificos) a las plantas. Los
aceites esenciales se emplean en los
perfumes, los saborizantes de
alimentos, los medicamentos y la
aromaterapia. (W.P Silvestrea
M.F_ Livinalli C_Baldasso
1.C.Tessaroa, 2018)

Esencia extraida
mediante el proceso

de destilacion simple

de la hoja de molle

Dimensidn 1.1

Indicador de la
dimensidn 1.1

Escala del indicador
de la dimensidn 1

Distintas microgramos por
. - pg/mil
Concentraciones mililitro
. . Indicador de la Escala del indicador
Dimensidn 1. . s . s
dimension 1.2 de la dimensidn 2
Dosis mililitros mil

Variable Dependiente

Definicion conceptual de la variable 2

Crecimiento In Vitro de
Penicillium Digitatum

Penicillium Digitatum es el tipo de
hongo mas comuin en todos los frutos
citricos en postcosecha y se
presenta a lo largo de todo el ciclo de
comercializacion. También conocido
como moho verde_, (Zhu, C., Lei, M.,
Andargie, M., Zeng, J., & Li, J. 2019
p 46)

Aislamiento de
Penicillium Digitatum

Dimensidn 2.1

Indicador de la
dimension 2.1

Escala del indicador
de la dimension 2.1

Halos de Inhibicidn

Milimetros

Dimensidn 2.2

Indicador de la
dimension 2.2

Escala del indicador
de la dimension 2.2

Concentracidn
Minima Inhibitoria

Muestra

Und.

Fuente: Elaboracion Propia.




3.3Poblacion, Muestray Muestreo Poblacion

Poblacion

Comprende a todos arboles de molle ubicados en los distintos parques y areas

verdes de la urbanizacién Manco Inca en el distrito de San Juan de Lurigancho.

Muestra

Comprende a 5 kg de hojas de molle recolectadas.

Muestreo

Corresponde al aceite esencial extraido de molle por el método destilacién por

arrastre de vapor de agua.

3.4Técnicas e Instrumento de Recolecciéon de Datos, Validez Y Confiabilidad

Técnicas

La técnica para la investigacion aplicada en el estudio es la observacion directa.

Instrumento de recolecciéon de datos

Materiales

Tabla 6: Materiales de Laboratorio.

Tubos de Ensayo Placas de Pefri
iyl °
2 2

14



Sistema de Destilacion de

Vapor Simple Calibrador

Fuente: Elaboracion Propia.

Tabla 7: Equipo de Laboratorio de la Universidad Cesar Vallejo Lima — Este.

Equipo Modelo Serie
Balanza
ESJ200-4 166388
Analitica
Incubadora
marca BS5PX-ELM FSF2017020465
BIOBASE

Fuente: Elaboracién Propia.
Validez y Confiabilidad

La validez se obtendrd mediante la validacion de los instrumentos necesarios en el

laboratorio de la Universidad del Cesar Vallejo-Lima Este.

3.5 Procedimiento

Cultivo de Cepas de Penicillium Digitatum
Las cepas de Penicillium Digitatum se cultivaron en caldo de papa dextrosa (PDB) o

agar de papa dextrosa (PDA). Los cultivos se incubaron a 25 ° C con luz continua
15



durante 1, 2 o 3 dias (cultivos liquidos) dependiendo del experimento posterior, o hasta

1 semana (medio sélido). (De Ramon- Carbonell, M., y Sanchez-Torres, 2017).

Destilaciéon por Arrastre de Vapor

La destilacién de vapor simple, que contenia un matraz generador de vapor de 2000
ml, un matraz de destilacion de 500 ml, un condensador y un matraz receptor de 250
ml en el laboratorio de biotecnologia dela Universidad cesar vallejo, cuando el agua
hirvid, el vapor vaporizado pasoé a través del matraz de destilacion que contenia el
aceite, se retiraron los componentes volatiles y luego se condensaron al pasar el tubo
enfriado. El matraz receptor se usé para recoger el volatil. El tiempo de extraccion de
los componentes duré 100 min mediantedestilacion de vapor. (Chen, L., Liu, Y.-L. y
Deng, J.-L, 2019).

Concentracién Minima Inhibitoria

La determinacion de la concentracion mas baja del aceite esencial sin crecimiento
visual de hongos, después de 4 hse consideré como concentracion inhibitoria minima
(MIC). Para hallar la CMI se prepararon 16 tubos de ensayo previamente esterilizados

y rotulados del nimero 1 al nUmero 16.

A continuacion, se detalla el procedimiento:

e A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N°16 se agregd 1 ml del caldo nutritivo
(Agar deCaldo de Papa Dextrosa)

e Posteriormente se agregoé 1 ml de la concentracion del aceite esencial al tubo
N°1, apartir del cual se traspaso 1 ml al tubo N°2 y asi sucesivamente hasta el
tubo N°16.

e Luego se agrego 1 ml del inoculo de Schinus molle L. a todos los tubos de

ensayo y sellevé a incubacion a 30°c por 5 dias.

16



3.6Métodos de Analisis de Datos

La informacion fue recolectada en un archivo Excel desarrollado en el software SPSS,
el cual acordé compilar tablas y el analisis estadistico correspondiente. La estadistica

desarrollada en este estudio es un ANOVA multivariado.

3.7Aspectos Eticos

La realizacion del presente proyecto de investigacion de tesis, esta comprometida es
respetar y cumplir la Etica Profesional, desde una perspectiva tedrica con los
elementos esenciales de la moral ambiental, social e individual; y el asunto de vista

esencial por medio de reglas y normasde conducta sociales e individuales.

Dada la importancia del estudio y los aspectos que cubre, el investigador se
compromete a tratar con honestidad los resultados de los estudios ambientales y

demogréficos que obtuvimos en el sitio de nuestro estudio, y en su analisis estadistico.

También juro que los datos presentados en el estudio son nuevos, verdaderos y
facticos, y que también seran preparados exclusivamente por el mismo investigador,
y cualquier resumen o dato de presentacion con otro autor sera indicado como

reconocimiento a su ayuda en este investigar.
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IV.RESULTADOS

Con el proposito de determinar la concentracion mas efectiva para la inhibicién de
Penicillium Digitatum cuando se expone a diferentes concentraciones del aceite
esencial se utilizé en primerlugar, una prueba de normalidad. Cuando se analizan mas
de 50 datos se utiliza la prueba de normalidad de Kolgomorov-Smirnov, cuando se
analizan menos de 50 datos se emplea la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, de
manera que para esta investigacion se utilizo esta ultima prueba de normalidad; (pues
se utilizé en definitiva 5 datos promediados por cada tratamiento). Luego de ello, se
tuvo en cuenta que, si hay normalidad en las distribuciones de datos analizadas, se
utiliza la prueba ANOVA, de lo contrario se utilizaria la prueba de Kruskall-Wallis. Estas
pruebas indican si hay diferencias significativas entre los tratamientos empleados para
la inhibicion de Penicillium Digitatum. De encontrarse diferencias significativasentre los
tratamientos empleados se buscaria el tratamiento méas efectivo mediante una prueba

Post-Hoc.

Resultados por Dias Cuadro Datos

Tabla 8: Cuadro de Datos Generales Dia 1.

Dia 1
Concentraciones Murestr_a 1 I'-.ﬂurestr_a z I'n.ﬂurestr_a K] I'n.ﬂurestr_a 4 Pru_::me?i-::u
(mm) (mm) (rm) (mm) (mm)
100%% 3.1 2.8 27 3.9 3.15
T5% 5.1 4.09 3.02 4.51 413
L0% 491 423 405 3.23 426
25% 5.2 10.4 0.5 4 36 3.12

Fuente: Elaboracién Propia.




Dia 1l
25
20

15

10

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

100% 75% 50% 25%

Figura 3: Resultado Dia 1.

Interpretacion 1: La inhibicion mayor al primer dia es de 10.4 mm que pertenece al
porcentajede concentracion al 25%, la menor inhibicion es de 2.7 mm que pertenece
al porcentaje del 100%. El porcentaje mas eficiente al primer dia es el de 25 % ya que

tiene un promedio de 8.12mm de inhibicion.

Tabla 9: Cuadro de Datos Generales Dia 2.

Dia 2
Concentraciones Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Promedio
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
100% 6.47 6.13 569 8.12 6.60
75% 9.89 7.92 6.74 9.31 8.47
50% 978 8.34 7.96 7.51 8.40
25% 14.2 12.64 15.23 8.52 12.65

Fuente: Elaboracion Propia.
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Dia 2
16
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Muestra 2
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Muestra 1 Muestra 3 Muestra 4

50%
25%

Figura 4: Resultado Dia 2.

Interpretacion 2: La inhibicion mayor al primer dia es de 15.23 mm que pertenece al
porcentaje de concentracion al 25%, la menor inhibicion es de 5.69 mm que pertenece
al porcentaje del 100%. El porcentaje mas eficiente al primer dia es el de 25 % ya que

tiene un promedio de 12.65 mm de inhibicion.

Tabla 10: Cuadro de Resultados Dia 3.

Dia 3
Concentraciones Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Promedio
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
100% 96 9 8.4 13.8 10.20
75% 14.85 11.38 10.26 13.19 12.42
50% 15.16 12.58 11.46 10.85 12.51
25% 19.76 26.36 23.41 12.23 20.44

Fuente: Elaboracién Propia.

20



Dia 3

30
25
20
15
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

100% 75% 50% 25%

Figura 5: Resultado Dia 3.

Interpretacion 3: La inhibicién mayor al primer dia es de 26.36 mm que pertenece al
porcentaje de concentracion al 25%, la menor inhibicion es de 8.4 mm que pertenece
al porcentaje del 100%. El porcentaje mas eficiente al primer dia es el de 25 % ya que

tiene un promedio de 20.44 mm de inhibicién.

Tabla 11: Cuadro de Datos de Dia 4.

Dia 4
Concentraciones Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Promedio
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
100% 12.8 11.74 11.2 15.19 12.73
75% 19.21 15.28 13.54 18.37 16.60
50% 21.25 15.23 17.87 15.57 17.48
25% 2974 32.82 30.24 16.61 27.35

Fuente: Elaboracion Propia.
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Dia 4
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

100% 75% 50% 25%
Figura 6: Resultado Dia 4.
Interpretacion 4: La inhibicién mayor al primer dia es de 32.82 mm que pertenece al
porcentaje de concentracion al 25%, la menor inhibicion es de 15.19 mm que
pertenece al porcentaje del 100%. El porcentaje mas eficiente al primer dia es el de

25 % ya que tiene un promedio de 27.35 mm de inhibicién.

Tabla 12: Cuadro de Datos de Dia 5.

Dia 5
Concentraciones Muestra 1 | Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra 4 | Promedio
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
100% 16.65 15.19 14.84 20.47 16.79
75% 2517 20.89 17.41 23.84 21.83
50% 2523 21.74 20.51 19.95 21.86
25% 37.21 41.09 35.14 19.23 3317

Fuente: Elaboracion Propia.
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Dia 5
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Figura 7: Resultado Dia 5.

Interpretacion 5: La inhibicion mayor al primer dia es de 41.09 mm que pertenece al
porcentaje de concentracion al 25%, la menor inhibicion es de 20.47 mm que
pertenece al porcentaje del 100%. El porcentaje mas eficiente al primer dia es el de
25 % ya que tiene un promedio de 33.17 mm de inhibicion.

Cuadro Comparativos de control general

Tabla 13: Tabla de Control General.

Concentraciones Inhibicién Inhibicién | Inhibicidn | Inhibicién | Inhibicién | Inhibicion
Control 1 2 3 4 9

100% 0 3.15 6.6 10.2 1273 16.79

5% 0 418 8.47 12.42 16.6 21.83

50% 0 4 26 54 12.51 1745 21.86

25% 0 8.12 12.65 2044 27.35 3317

Fuente: Elaboracién Propia.

Interpretacion 6: La inhibicibn mm que pertenece al porcentaje de concentracion al
25%.
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Halos de Inhibicion General
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Figura 8: Datos Generales de Inhibicion.

Prueba de normalidad

a) Hipotesis

Ho: Las cantidades de la inhibicion de Penicillium Digitatum, de la concentracion de

aceiteesencial de molle analizada, poseen distribucion normal.

H1: Las cantidades de la inhibicion de Penicillium Digitatum, de la concentracion de

aceiteesencial de molle analizada, no poseen distribucion normal.

b) Nivel de significancia

a: 0,05

c) Regla de rechazo
Si Sig. < a: se debe rechazar la Hipoétesis nula, HO, aceptado: “H1”.

Si Sig. > a: no se debe rechazar la Hipétesisula, HO, rechazando: “H1".
24



Tabla 14: Pruebas de normalidad de Shapiro Wilk.

Pruebas de normalidad
Distintas concentraciones de Shapiro-Wilk
aceite esencial de molle Estadistico| gl Sig.

100% 0993 5 | 0988

‘Tamaiio de 75% 0,991 5 | 0,984
inhibicion en

mm 50% 0983 5 10948

25% 0 966 5 | 0.850

Fuente: Elaboracion Propia.
d) Interpretacién

En la tabla se puede observar que se dieron valores de significancia mayores al nivel
de significancia de 0,05; por lo cual se rechaza la hipétesis nula y se infiere que las
cantidades dela inhibicion de Penicillium Digitatum, de las diferentes concentraciones
de aceite esencial de molle, poseen distribucién normal.

En vista de los resultados de la prueba de normalidad se debe utilizar la prueba
ANOVA para analizar si existen diferencias significativas entre los diferentes

tratamientos con distintas concentraciones de aceite esencial de molle.

Prueba ANOVA

a) Hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas entre los tratamientos con distintas

concentracionesde aceite esencial de molle para la inhibicion de Penicillium Degitatum.

H1: Existen diferencias significativas entre los tratamientos con distintas

concentraciones deaceite esencial de molle para la inhibicion de Penicillium Degitatum.
b) Nivel de significancia

a: 0,05
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c) Regla de rechazo

Si, Sig. < a: se debe rechazar la Hipotesis nula HO, aceptado: “H1”.

Si Sig. > a: no se debe rechazar la Hipoétesis nula, HO, rechazando: “H1”.

Tabla 15: Prueba ANOVA de las distintas concentraciones de aceite esencial de

molle.
ANOVA
Tamariio de Inhibicidn en mm
Suma de | Media = Si
Cuadrados gl. Cuadratica g-
Entre grupos 300,102 3 100,034
1740 | 0199

Dentro de grupos 919,685 16 57,480 ' '

Total 1,219,786 19

Fuente: Elaboracion Propia.
d) Interpretacion

La significancia dio como resultado 0,199, es decir mayor al nivel de significancia de
0,05, demanera que no se debe rechazar la hipétesis nula (HO) y, por tanto, no
presentan diferencias significativas entre los tratamientos con distintas
concentraciones de aceite esencial de molle para la inhibicion de Penicillium

Digitatum.

Al no encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos con distintas
concentraciones de aceite esencial de molle, solamente se puede analizar cual
tratamiento posee mayor inhibicién de Penicillium Digitatum de forma descriptiva. A
continuacion, se muestra el graficode medias sobre las distintas cantidades de

inhibicion a las que se llego con los tratamientos empleados.
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Figura 9: Medias de las cantidades en mm de inhibicién de Penicillium Digitatum
mediante las distintas concentraciones de aceite esencial de molle.

En el gréfico se puede observar que el tratamiento con 25% de concentracion de aceite
esencialde molle posee mayor cantidad de inhibicion de Penicillium Digitatum, con un
promedio de 20,346 mm. Le sigue el tratamiento con 50% de contraccion de aceite,
con un promedio de 12,902 mm. Por otro lado, se encuentra el tratamiento con 75% de
concentracion, con 12,7 mm.Finalmente, se encuentra el tratamiento con 100% de
concentracion de aceite, con inhibicion de 9,894 mm. A su vez se observa una
tendencia a que, a mayor cantidad de concentracion de aceite esencial de molle,

menor cantidad de inhibicion de Penicillium Digitatum.
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V. DISCUSION

Segun los Resultados de Jennifer (2014) en su aporte cientifico determino usando el
aceite de molle (Schinus molle L.) la media de los halos de crecimiento en milimetros;
Se observo un halo de control de aceite esencial de gusano de seda al 2% de 0,61
mm. 0,81 mm en un 4%; 0,83 mm en un 6%,; 0,88 mm en un 8%; 0,90 mm en un 10%
y 1,23 mm en un 12%.Segun Goémez (2016)en su investigaciéon obtuvo un halo de
inhibicion promedio de 19.72 mm para el extracto de Camellia sinensis (té verde)
mientras que en este estudio se encontrd que el extracto alcohdlico de Schinus molle
se encontrd el mayor halo de inhibicién con un promedio de 10.4 mmy 12.5 mmen las
concentraciones de 22.5 mg/mL y 25 mg/mL respectivamente, y la media mas baja
7.2 mmy 7.6 mm en las concentraciones de 2.5 mg/mLy 5 mg/mL respectivamente,
concluyendo que el extracto tenia mayor efecto antibacteriano a concentraciones mas

altas.

El presente estudio de investigacién de tipo experimental in vitro se investigo la
efectividad del Aceite Esencial del molle para inhibir el crecimiento de la Penicillium
Digitatum a distintas concentraciones como 25 ug/ml tuvo mayor efecto inhibitorio
determinado por el mayor diametro a comparacion de las demas concentraciones. Se
extrajo el aceite esencial del molle utilizando sus hojas mediante el método de Arrastre
de Vapor. Segun (Ferdes, 2017) los efectos antifungicos de la salvia, el romero, el
anis, la quinua y los aceites esenciales salados contra elaumento del micelio de
Fusarium oxysporum se mostré que en condiciones in vitro. Mientras que los 10 ug /
ml de aceite esencial salado mostraron un efecto inhibitorio contra los hongos

probados.
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VI.CONCLUSIONES

El aceite esencial de molle tiene una efectividad inhibitoria para inhibir el
crecimiento de la Penicillium Digitatum usando aceite esencial de molle en
distintas concentraciones.Cual el que presenta el mayor promedio de Inhibicion

es usando el aceite esencial de molle al 25% de concentracion.

La concentracion minima inhibitoria (CMI), del aceite esencial del molle
obtenido es capaz deinhibir el crecimiento de Peniciluim Digitatum con la
concentracion al 60% del aceite esencial con el método de induccién de agar
en baquelita, se coloco las muestras en la incubadora durante en el periodo

indicado con la temperatura planteada de la presente investigacion.
El aceite esencial del molle para inhibir el crecimiento de Penicillium Digitatum

la concentracién que tiene mas afecto inhibitorio es la menor de las

concentraciones propuestas en la siguiente investigacion.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar mas pruebas de inhibicion de hongos patdgenos utilizando diferentes
plantas frutos y ramas. Contra la Peniciluim Digitatum asi buscar el aceite
esencial que inhibi en su totalidad este patdgeno que dafa a los frutos de pos
cosecha generando pérdidas econdémicas. Se recomienda el uso de estos
aceites en mercados mayoristas paraconservar los citricos que estan a la

venta.

Realizar estudios con diferentes plagas o enfermedades que sufren las
cosechas de citricos aplicando aceites esenciales por destilacion por arrastre
de vapor. Emplear pruebas con el aceite en diferentes usos por ejemplo como

medicina, combate plagas depulgas o garrapatas en el ganado.

Comparar la extraccion del aceite esencial del molle con otros métodos de
destilacion para comparar el nivel de concentracién para hallar la destilacion

mas efectiva en proceso del estudio.
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Figura 10: Constancia de Taxonomia del Molle.
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Tabla 16: Matriz de Contingencia

Efectividad del Aceite Esencial de Molle (Schinus molle L.) para Inhibir el crecimiento de la Penicillium Digitatum In Vitro

INDICADORE

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE DIMENSIONES 5 ltem
¢Cudl es la efectividad | Evaluarla efectividad del | = jlﬁ"e&:ﬁ;i';cﬂg: Periodo de fiempo ug/mi
del aceite de molle aceite esencial de molle ) tiene efeclividad Efectividad del inhibicion
parainhibir el (Schinus molle L) para : ara inhibir el aceite esencial
crecimiento de la inhibir el crecimiento pcrecimiento demolle Dosis Porcentaje de
Penicillium Digitatum? Penicillium Digitatum Penicillium Digitatum aceite mi
Especificos Especificos Especificos Dependiente _
f-C”é.l ©= Ia! - Determinar la Exisie_:'unar :
concentracion minima concentracién minima concentracionminima
Inhibitoria del aceite inhibitoria del aceite Inhibitoria del aceite
e;.efl;l_clal de R;'D:,{e esencial de molle (Schinus e;.efl:_c:lal de ;:mllle Tamaiio de milimetros mim
(5 s mole ) | “molle L) parainhibirel | cninus mole ) inhibicion
pal A crecimiento Penicillium para Inn
crecimiento in vitro de Digitatum crecimiento
Penicillium Digitatum? Penicillium Digitatum Inhibicién de
Determinar la creci_n’l_ignto
¢ Cual es la mejor concentracion que tiene A mayor Penicilium
concentracion para mas efectividad para la concentracion del Digitatum
Inhibir el crecimiento inhibicion el crecimiento aceite esencial de -
de halo usando el diametros de halo de molle (Schinus molle Cunce&tiﬁﬁlgn muestra und
aceite esencial de Penicillium Digitatum L) mayor efectividad Inhibitoria

mollesobre el
crecimiento de
Penicilluim Digitatum?

cuando se expone a
diferentes concentraciones
del aceite esencial de
molle (Schinus molle L)

para inhibir el
crecimiento de
Penicillium Digitatum

Fuente: Elaboracion Propia.




Tabla 17: Ficha de recoleccion de datos

Dia{ )
. Muesira 1 Muestra 2 Muestra 3 Muesira 4 Promedio
Concentraciones
(rm]} {rmm) {rmm) (rmm) (mrm)
100%
753
5094
25%

Fuente: Elaboracion Propia.

Figura 11: Destilacion por Arrastre de Figura 12: Extraccion del aceite
Vapor. esencial de molle.

a2 Y
N ; ' :
3 ;
Figura 13: Elaboracion de placas Petri
con caldo de papa dextrosa (PDB).

Figura 14: Aislamiento de Penicillium
Digitatum.
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Figura 18: Concentracion Minima

gura 1:Culti de Penicillium L
Inhibitoria.

Digitatum.

Figura 19: Incubacion de las Cepas.

Figura 17: Distintas Concentraciones. Figura 20: Medicion de Halos de
Inhibicion.
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