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Resumen

El proposito de esta investigacion fue obtener aceite esencial de molle (Schinus molle L.) y evaluar su
actividad antifangica sobre Colletotrichum spp. in vitro. Para la obtencién del AE se realiz6 el método de
extraccion de arrastre de vapor, se pesaron muestras de 100 gr de fruto de molle con 7% y 13% de humedad
que fueron trituradas de forma grosera y procesadas a 15, 30, 45 y 60 minutos de tiempo de extraccion,
obteniendo aceite esencial con rendimientos promedio de 3,68% para frutos con 7% de humedad y 2,44%
para frutos con 13% de humedad. Para la evaluacién inhibitoria del crecimiento de Colletotrichum spp. se
evalu6 concentraciones de 250, 500 y 750mg/mL de aceite esencial del fruto de molle diluido en agua
destilada con Tween 20 al 1%. Se comprobd el efecto inhibitorio del aceite esencial del fruto de molle sobre
Colletotrichum spp. a diferentes concentraciones, donde 250 y 500mg/mL de AE no tuvieron diferencia
significativa en comparacién a 750mg/mL cual present6 37% de inhibicion.

Palabras claves: Aceite esencial, antifingica, colletotrichum spp. fruto de molle, in vitro.
Abstract

The purpose of this research was to obtain molle essential oil (Schinus molle L.) and evaluate its
antifungal activity on Colletotrichum spp. in vitro In order to obtain the AE, the steam drag extraction
method was carried out, samples of 100 gr of molle fruit with 7% and 13% moisture were weighed, which
were grossly crushed and processed at 15, 30, 45 and 60 minutes of extraction time, obtaining essential oil
with average yields of 3.68% for fruits with 7% humidity and 2.44% for fruits with 13% humidity. For the
inhibitory evaluation of the growth of Colletotrichum spp. concentrations of 250, 500 and 750mg / mL of
essential oil of the molle fruit diluted in distilled water with 1% Tween 20 were evaluated. The inhibitory
effect of the essential oil of the molle fruit on Colletotrichum spp. at different concentrations, where 250 and
500mg / mL of AE had no significant difference compared to 750mg / mL which showed 37% inhibition.

Keywords: Antifungal, Colletotrichum spp, essential oil, in vitro, molle fruit.
1. Introduccion

Colletotrichum spp. es uno de los géneros de fitopatdgenos mas importantes en todo el
mundo, infecta a méas de 1000 especies de plantas, entre ellas cultivos tropicales y subtropicales de
importancia econémica, como el mango, citricos, papaya, palto entre otros (Boonruang et al.,
2017). Para el control de Colletotrichum spp, generalmente se usan fungicidas como el benomilo,
carbendazim, mancozeb y procloraz (Zhou et al., 2016). Asimismo, el uso mixto y rotativo de
fungicidas con diferentes mecanismos de accion, son usados para reducir el desarrollo de
resistencia y adquirir un mayor control de la enfermedad (Xu et al., 2014). Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que Colletotrichum spp puede desarrollar altos o medianos niveles de
resistencia frente a numerosos fungicidas e ingredientes activos, incluyendo benzimidazoles
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(Chung et al., 2010), ditiocarbamatos y azoles (Xu et al., 2014), es por ello que la identificacion y
uso de nuevos productos para el control Colletotrichum spp es necesario para el desarrollo de
nuevas estratégias a los fungicidas tradicionales.

Aungue el control de los patégenos postcosecha actualmente todavia depende principalmente
de la aplicacion de fungicidas, debido al corto tiempo entre el tratamiento y el consumo, existen
fuertes demandas publicas y cientificas contra el uso de fungicidas quimicos para prevenir
impactos cancerigenos, toxicidad residual, ecoldgicos, la contaminacién y particularmente el
desarrollo de resistencia fungicida. (Citado por Vilaplana, Pazmifio, Chamorro-, 2018).

Sivakumar y Bautista (2014), Guerra et al., (2015) indican que, en la Gltima década, el
requerimiento del consumidor de fruta de alta calidad con pocos residuos de pesticidas ha inducido
a los paises a reforzar las estrictas regulaciones de importacién y exportacién con respecto a los
limites mé&ximos de estos residuos en la porcion comestible de la fruta. (Citado por Vilaplana et. al,
2018)

Un método que ha llamado la atencion es la aplicacion de aceites esenciales como agente
control de enfermedades en precosecha y postcosecha. Los AE son una mezcla compleja de
compuestos volatiles que se obtienen de las plantas, y son conocidos por poseer diversos
beneficios, como su capacidad para resistir a plagas y enfermedades; algunos AE, asi como sus
constituyentes, han demostrado poder antibacteriano y antifngico. (Alzate, Mier, Afanador,
Durango, & Garcia, 2009).

Per( es conocido como uno de los paises que poseen una rica biodiversidad a nivel mundial,
teniendo especies vegetales que se pueden aprovechar de forma sostenible, una opcion es el arbol
nativo Schinus molle L., que cuenta con aplicaciones medicinales, del cual se puede extraer aceite
esencial con potencial antimicrobiano y antifngico, habiendo demostrado un amplio espectro
(Chirino et al., 2001; Zeng Yueqin, 2006). (Citado por Llanos, 2012).

Es por ello que, y teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, es que el presente trabajo de
investigacion, tiene como objetivo poder extraer aceite esencial de molle y determinar su potencial
antifangico sobre Colletotrichum spp y asi poder generar una nueva alternativa para el control de
este hongo fitopatégeno de importancia econdmica para la agroindustria de la regién Lambayeque.

2. Materiales y métodos

Para fines de la investigacion se recolectd frutos de molle obtenidos en el distrito de
Chiclayo, estos fueron desgranados y seleccionados, se retiraron ramas y hojas sobrantes. Se
determiné el % de humedad mediante el método de pérdida de peso propuesto por la A.O.A.C.
(2005); la muestra se sometié a calentamiento en la estufa a 103°C + 2°C, hasta mantener peso
constante.

Se realiz6 la extraccion del aceite esencial del fruto de molle por arrastre de vapor, los frutos
de molle se acondicionaron para su posterior extraccion en muestras de 100 gr. de acuerdo al % de
humedad. La extraccion de aceite esencial del fruto de molle por arrastre de vapor se realizo
mediante un alambique destilador de aceites esenciales, en diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60
min).

Para la aplicacion de aceite esencial in vitro sobre Colletotrichum spp., se aplicé
concentraciones de 250, 500 y 750 mg/ml de aceite esencial del fruto de molle diluido en agua
destilada y tween al 1%. Posteriormente se prepar6 el medio de cultivo (PDA) para Colletotrichum
spp., con papa amarilla, azGcar blanca y agar. La prueba in vitro se realizé por el método de pozos
en difusion de aprox. 5 mm aplicando las concentraciones antes mencionadas y 4 repeticiones por
cada una. Se sembrd un testigo por cada repeticion sin aplicacion de aceite esencial. Pasado tres
dias se midid el halo de inhibicion de crecimiento en milimetros con un vernier. Los resultados
fueron tabulados para su posterior analisis.
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3. Resultados

3.1. Extraccion de Aceite esencial del fruto de molle.

Tabla 1

Rendimiento de AE del fruto de molle por arrastre de vapor.

"Humedad del

U fruto (%) Repeticion  Tiempo de extraccién (min)  Rendimiento de AE %
e 15 1.98
1 30 3.34
nt 45 3.62
0 60 3.82
E % 15 2.06
| 9 30 3.44
a 45 3.71
b 60 3.88
o 15 1.56
1 30 2.03
r 45 2.36
a 13% 60 2.47
i 15 1.59
] 9 30 2.01
0 45 2.32
n 60 2.41
propia.
Tabla 2
ANVA del Rendimiento de aceite esencial del fruto de molle.
F Fuente Sumade Gradosde Cuadrado valor E p-value
uen cuadrados libertad medio Prob > F
te: Model 7.825375 7 1.117910714 1490.54762 < 0.0001
Des A-Humedad 0.497025 1 0.497025 662.7 < 0.0001
) B-Tiempo 6.762475 3 2.254158333 3005.54444 < 0.0001
9" AB 0.565875 3 0.188625 251.5 < 0.0001
Exp PureError 0.006 8 0.00075
ort Cor Total 7.831375 15
7.0

En la Tabla 2 se muestra el andlisis de varianza del rendimiento de aceite esencial del fruto
de molle, en la cual podemos ver una significancia o p = 0.0001 < 0.05, lo cual nos dice que existe
diferencia de los tratamientos en estudio, es decir que las variables en relacién al grado de madurez
del fruto y el tiempo influyen en el rendimiento de aceite esencial.

Tabla 3

Precision y exactitud del anélisis.
Std. Dev. 0.027386128
Mean 0.78625
CV.% 3.483132321
PRESS 0.024

R-Squared

Adj R-Squared
Pred R-Squared
Adeq Precision

0.99923385
0.99856347
0.9969354

99.1483737

Fuente: Design Expert 7.0
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En la Tabla 3 muestra como resultado R?= 0.99 y C.V.= 3.48%, lo cual nos asegura la
confiabilidad de la toma de datos, para el proceso de extraccion de aceite esencial del fruto de
molle.

Rendimiento de aceite esencial del fruto de molle con 7% de humedad.

Tiempo de Extraccidon (min)

15 30 45 60
45

m 4

g 35

g 3

E s /

g 2

< 15

R
endimiento de AE del fruto de molle con 7% de humedad a 15, 30, 45 y 60 minutos.

En la figura 1 se observa el rendimiento a partir 100 gr. para frutos de molle con 7% de
humedad en funcién del tiempo de extraccién por arrastre de vapor. Obteniendo 3.85% de aceite
esencial.

Rendimiento de aceite esencial del fruto de molle con 13% de humedad

Tiempo de Extraccién (min)
15 30 45 60

= N
nooN oW

% Rendimiento (gr.)

[

Figura 2. Rendimiento de AE del fruto de molle con 13% de humedad a 15, 30, 45 y 60
minutos.

En la figura 2 se observa el rendimiento a partir de 100 gr. para frutos de molle con 13% de
humedad en funcién del tiempo de extraccién por arrastre de vapor. Obteniendo 2.44% de aceite
esencial.

3.2. Evaluacion in vitro de la actividad antifangica del aceite esencial del fruto de
molle sobre Colletotrichum spp.

104



BAUTISTA, A. M. y LEIVA, J. L. Obtencion de aceite esencial de molle (Schinus molle L.) y su evaluacion antifungica
sobre colletotrichum spp. in vitro. Rev. Tzhoecoen Octubre — diciembre 2019. Vol. 11/ N° 4, ISSN: 1997-8731

Tabla 4

Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento de Colletotrichum spp. frente a 250, 500 y 750mg/ml. de

Tratamientos Rep Crecimiento de Promedio Desviacion 9% Inhibicion

' Colletotrichum (mm) Estandar (PIC)

1 45 44 42 41 43.00 1.83 0%

Testigo 2 40 42 37 41 40.00 2.16 0%
3 39 38 37 38 38.00 0.82 0%

1 30 37 38 35 35.00 3.56 13%

250mg/ml 2 38 40 37 37 38.00 1.41 6%
3 35 38 40 34 36.75 2.75 9%

4 33 40 37 39 37.25 3.10 8%

1 37 32 37 35 35.25 2.36 13%

500mg/m| 2 20 40 45 33 34.50 10.85 14%
3 23 38 42 45 37.00 9.76 8%

4 29 30 25 35 29.75 411 26%

1 25 27 23 22 24.25 2.22 40%

750mg/ml 2 24 22 28 27 25.25 2.75 37%
3 24 25 24 23 24.00 0.82 40%

4 26 25 25 30 26.50 2.38 34%

aceite esencial del fruto de molle.
Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 1
ANVA para determinar efecto inhibitorio
Colletotrichum spp.

de aceite esencial de molle sobre

FdeV Suma de cuadrados gl Cuadrado medio F Sig
Tratamientos 1935.50 2 967.750 17.866 .001
Error 487.50 9 54.167
Total 2423.00 11

Fuente: IBM SPSS STATISTICS

En la Tabla 5 se muestra el andlisis de varianza para el efecto inhibitorio del aceite esencial
de molle sobre Colletotrichum sp, en ella podemos observar una significancia 6 p = 0.001 < 0.05,
lo cual nos dice que existe una diferencia en alguno de los tratamientos en estudio, es decir que la
variable aceite esencial de molle tiene una influencia sobre la inhibicion de Colletotrichum spp.

Tabla 2

Prueba (TUKEY p < 0.05) para determinar efecto inhibitorio de aceite esencial de molle sobre

Colletotrichum spp.

m ) Diferencia de

Error

Intervalo de confianza al 95%

Tratamientos Tratamientos  medias (I-J)  estandar Sig Limite inferior Limite superior
250 mg/ml 500 mg/ml -7.0000 4.376 .316 -20.428 6.428
750 mg/ml -29.7500 4.376 .001 -43.178 -16.322
500 mg/ml 250 mg/ml 7.0000 4.376 .316 -6.428 20.428
750 mg/ml -22.7500 4.376 .005 -36.178 -9.322
750 mg/ml 250 mg/ml 29.7500: 4.376 .001 16.322 43.178
500 mg/ml 22.7500 4.376 .005 9.322 36.178

Fuente: IBM SPSS STATISTICS.
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Tabla 3
Prueba de comparacion de medias TUKEY

) Subconjunto
Tratamientos N
1 2
250 mg/ml 4 7.25
500 mg/ml 4 14.25
750 mg/ml 4 37.00
Sig. .316 1.00

Fuente: IBM SPSS STATISTICS.

En las Tablas 6 Y 7, donde se muestran la prueba de comparacion de medias de tratamientos
(TUKEY < 0.05), podemos observar que el tratamiento 750 mg/ml fue el que mostré el mayor
efecto inhibitorio sobre Colletotrichum spp. con un promedio de inhibicién de 37%, seguido de los
tratamientos 500 mg/ml y 250 mg/ml con porcentajes de inhibicién de 14.25% y 7.25%
respectivamente; asimismo, en esta prueba, se puede observar también que solo existen 2 sub-
unidades, mostrandose que los tratamientos 500 mg/ml y 250 mg/ml son similares estadisticamente
siendo el tratamiento 750 mg/ml el que se diferencia estadisticamente de los otros tratamientos.

4, Discusién
4.1. Obtencion de aceite esencial

En la Tabla 1 y figuras 1 y 2 se expresa los resultados del rendimiento de extraccion del
aceite esencial del fruto de molle, 2,44% para frutos con 13% de humedad y 3,85% para frutos con
7% de humedad. Estos resultados no indican coincidencias con los valores bibliogréaficos de 5,62 a
8,8% obtenidos por Llanos (2012) pero si se acercan a los 2,6 a 5,6% que menciona Viturro (2007).

Los frutos de molle utilizados en esta investigacion fueron triturados para mejorar la
extraccion de Aceite esencial, asimismo Padilla y Solis (2014) obtuvieron de manera exitosa
aceites esenciales con un rendimiento de 1.2 ml/Kg (fruto sin triturar) y 6 ml/Kg (fruto triturado)
para Schinus molle.

Dikshit et al (1986) menciona que el rendimiento en frutos puede contener 5 % de aceite
esencial y las hojas de 2 %. Segln Lopez y Caso (2015), sus resultados de rendimiento obtenido en
porcentaje de peso para hojas Schinus molle es de 0,21% en promedio, mientras que para frutos de
0,11%; resultados por debajo de los valores obtenidos en esta investigacion para frutos de molle,
2,44y 3,85%.

Puede que el bajo rendimiento de aceites esenciales en los frutos del presente trabajo de
investigacion, se deberia a que este material estuvo en estado fresco y/o a inicios de su madurez, es
més Zeng y Yueqin (2006) reportan que los frutos de Schinus molle presenta un rendimiento de 3
% a 5 %, pero no refiere si en estado fresco o seco. Los factores que inciden en el rendimiento de
los aceites del fruto pueden deberse a su estado de madurez y el factor ambiental.

Sin embargo, los resultados de esta investigacion son semejantes a los obtenidos por el
Sistema Nacional de Informacién Forestal de México (2010) (Citado por Castro, 2018), haciendo
referencia que pueden lograr hasta un 2% de rendimiento frutos frescos de Schinus molle, por ello
hay evidencia de demostrable que la humedad de los frutos tanto frescos o secos, afecta el
rendimiento de aceite esencial.
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4.2. Efecto Inhibitorio del aceite esencial de Molle frente a Colletotrichum spp.

En los ensayos para determinar el efecto inhibitorio del aceite esencial de molle sobre
Colletotrichum spp, se observa que el tratamiento que mostro el porcentaje de inhibicion maés alto
fue el 750 mg/ml, con un porcentaje de 37%, asimismo en la prueba de comparacion de medias
(TUKEY), este tratamiento demostr6 ser diferente estadisticamente a los demas tratamientos en
estudio, dicho ensayo nos hace concluir que el aceite esencial de molle tiene un potencial
antifungico sobre Colletotrichum spp, tal como lo menciona Martins et al., (2014), quienes nos
dicen que se han descrito actividades bioldgicas para el aceite esencial de Schinus molle, como
antifungico.

La actividad antifungica del aceite esencial de Schinus molle tal como se demostrd en esta
investigacion también ha tenido éxito contra hongos tales como Candida albicans y Aspergillus
niger y otros microorganismos como S. aureus, S. pyogenes, E. faecalis, S. mitis, S. sobrinus, S.
sanguise, E. coli, Enterobacter, Shigella exneri, K. pneumoniae segun lo citado por Rivadeneira y
Alvarez (2015).

Asimismo, Gomez, et al., (1990), Bennett y Wallsgrove, (1994), Grayer y Harborne, (1994),
nos mencionan que las plantas producen una gran cantidad de metabolitos secundarios, muchos de
ellos con actividad antifangica. Ejemplos bien conocidos de estos compuestos incluyen
flavonoides, fenoles y glucosidos fendlicos, lactonas insaturadas, compuestos de azufre, saponinas,
glucosidos cianogénicos y glucosinolatos.

5. Conclusiones

o La caracterizacion del fruto de molle se realiz6 en la Facultad de Ciencias Biol6gicas de
la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Certificado N°112.

o Se logrd extraer aceite esencial con el método de arrastre con vapor del fruto de molle
con 7'y 13% de humedad, obteniendo 3,85% para frutos secos y 2,44% para frutos frescos.

e La caracterizacion del aceite esencial se realiz6 en Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Certificado N°113.

e Se demostrd el efecto antifungico in vitro del aceite esencial de Schinus molle sobre
Colletotrichum spp., llegando a obtener un porcentaje de inhibicién de 37%, lo que la convierte en
un producto natural como potencial agente de control de Colletotrichum spp.
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