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Actividad antifiingica del aceite esencial de cascara de naranja (Cifrus
aurantium L.) frente al hongo Fusarium semitectum.

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la actividad antifingica del aceite esencial de
cascara de “naranja’ Citrus aurantium L. frente a la cepa de Fusarium
semifectum, se desarrolié el pfesente trabajo de investigacidon en los
laboratorios de Procesos Agroindustriales, Transferencia de Masa de la
Facultad de Ingenieria Quimica y Metalurgia y en el Laboratorio de
Microbiologia de La Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los meses de Enero a
Junio del 2014. Los frutos fueron recolectados de un puesto de frutas del
mercado Nery Garcia Zarate (lugar donde son expendidas) de la provincia
de ‘Huamanga. El tipo de investigacién fue experimental y la actividad
antifungica del aceite esencial a concentraciones de 1%, 2%, 4% y 8%, se
determind segun la metodologia de Lozina y col. (2005) y Gimferrer (2008)
en Fusarium semitectum 12pfs, previamente utilizando un control.

El aceite esencial al 8%, presenté mayor actividad antiflingica, respecto a las
demas concentraciones, con halo de inhibicién de 0,61mm; inferior al control
utilizado, al cual no se le incorporé6 nada de aceite esencial y presenté
11,22mm, siendo estadisticamente significativo (p<0,05). Los porcentajes
de inhibicion de las concentraciones del 1%, 2% y 4% respecto a la
Concentraciéon Minima Inhibitoria presentaron diferente actividad antifiingica,
siendo estadisticamente significativo (p<0,05). La CMI del aceite esencial fue
0,706 g/mi.

Palabras claves: Citrus aurantium L., naranja, Fusarium semitectum 12pfs,
actividad antiftingica.



.  INTRODUCCION

En los Gitimos afios se ha observado un incremento de fa demanda por
consumo de alimentos con poca cantidad de aditivos y consumir alimentos
mas naturales, por ello se busca encontrar compuestos alternativos y
naturales para su uso como aditivo alimentario, para poder satisfacer la
demanda del consumidor y ofrecer alimentos naturales para su consumo.

El control del crecimiento microbiano es uno de los factores que se deben
considerar para la conservacion de alimentos, por lo que la sustitucién de los
agentes antimicrobianos quimicos por sustancias naturales que no alteren
las caracteristicas sensoriales y nutricionales de los alimentos se hace cada

vez mas preferencial.

Se sabe que los aceites esenciales extraidos de diferentes frutos citricos y
plantas aromaticas, poseen compuesios que exhiben distintos niveles de
actividad antimicrobiana, ademas de ser altamente volatiles a temperatura
ambiente, a diferencia de ofros agenies antimicrobianos; esto los hace
atractivos para su estudio y aplicacion como una alternativa adecuada y
natural como aditivos alimentarios.



Se ha determinado que las especies del género fusarium conforman el grupo
mas importante de fos hongos patdgenos facultativos. Entre afios anteriores
hasta fa actualidad 1a frecuencia de deterioro de alimentos por fusarium se
ha incrementado a un riimo constante a nivel mundial (Murray y col., 2009).

Fusarium semitecium, es agente causal del deterioro de una amplia variedad
de alimentos como hortalizas, frufos, semillas, granos entre otros. Teniendoc
en cuenta la incidencia de hongos que atacan a los alimentos en almacén en
nuestra region, por ello se realizd la presente investigacion con el proposito
de determinar la actividad artifdngica det aceite esencial de cdscara de
naranja (Citrus aurantivm L.); de tal manera que se pueda ofrecer como una
alternativa para combatir la contaminacion de alimentos en almacén causado

por la cepa de Fusarium semitectum 12pfs.



OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar la actividad antifiingica de! aceite esencial de cascara de
naranja {Citrus aurantium L.) frente al hongo Fusarnum semitectum.

Objetivos especificos

Extraer el aceite esencial de cascara de naranja mediante 1a téenica
de destilaciébn por arrastre de vagpor, asi como determinar sus
caracteristicas fisicoguimicas y organoiépticas.

Conocer la actividad antifingica a diferentes concentraciones y la
concentracion Optima antifGngica del aceite esencial de cascara de
naranja (Citrus aurantium L.), frente al crecimiento de Fusarium
semitectum.

Determinar ia Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial de
cascara de naranja (Citrus aurantium L.), frente al hongo Fusarium
semtectum.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTECEDENTES

El uso de las plantas medicinales, aromaticas y productoras de
especies se remonta a la antiglledad, donde inicialmente fueron
empleadas siguiendo el instinto, y mas tarde, gracias a los avances
de la quimica, se fueron racionalizando su uso y determinando sus
propiedades terapéuticas, aromaticas, etc.(Cueva,2003).

La naranja se produce de manera abundante en el mundo, como
también su consumo dentro del pais es elevado. Por otro lado se ha
especificado que el aceite esencial que se extrae de la cascara de la
misma posee ciertos niveles de actividad antimicrobiana (Gimferrer
,2008) lo que hace atractiva para la extraccion y estudio de dicho
aceite, pudiendo incluso dar lugar a un mayor aprovechamiento del
abundante desacho que significa la cascara de naranja.

El paso del tiempo, el avance del saber, la tecnificacion de los
conocimientos y las industrias, ha lievado al hombre a manipular mas
y mejor las plantas, detallando sus caracteristicas y sus virtudes, las
formas de uso y su aplicacion. La sabiduria de la historia nos liega
compendiada en la tradicién y en la investigacion. Las plantas no han
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perdido ni un apice de su valor; es el hombre el que ha de aprender
de nuevo a valorarlas, cuidarias, usarlas y beneficiarlas (Sagarpa,
2008).Se realizaron estudios de Citrus gurantium L., demosirando que
toda la planta contiene aceites esenciales y principios amargos
(Caceres, 1995).

En los estudios realizados por {Gimferrer, 2008, -Velasquez, 2010},
mencionan el poder antifingico de los aceites esenciales de citricos,
que éstos se consideran grasas seguras, por lo que podrian utilizarse
como aditivos antifingicos naturales en los alimentos. Asimismo
sefiala que los aceites esenciales de limdn, mandarina, pomelo y de
naranja presentan actividad antifingica contra el crecimiento de
algunos mohos de importancia en alimentos como Asperguillus niger,
Asperguillus flavus, Penicillium notarum y  Penicilliurn verrucosum.
Asimismo referente a la actividad antifungica, realizaron pruebas
antifungicas trabajando en las concentracionss de 1%, 2%, 4%, 8% y
18%, posteriormente determinaron mediante {a técnica de dilucion en
agar concentraciones inhibitorias entre 8% y 16%, utilizando el aceite
esencial de naranja (Citrus sinensis) contra la cepa Asperguillus
flavus.

2.2 ASPECTOS BOTANICOS DE LA PLANTA
2.2.1 Descripcion taxonomica de la naranja (Citrus aurantium L.}
DIVISION  : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE - DICOTILEDONEA

SUBCLASE : ARCHICLAMIDEAS

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA  : RUTACEAE

GENERQ : CITRUS

ESPECIE . Citrus aurantium L.

NOMBRE : “NARANJO"

Fuente: Acharte (2010)



2.2.2 Descripcién botanica de la naranja (Citrus aurantium L.)

Arbol lefioso de 3-10m de altura, tronco rollizo, derecho, corteza
suave, color café, ramas verdes, espinas no muy puntiagudas. Hojas
simples siempre verdes y aromaticas alternas, peciolo alado, ancho 6-
13cm de largo, finamente dentadas, con pequefias glandulas de
aceite. Flores muy olorosas de 3-4cm de ancho. Frutos en baya,
redondos u oblongo-ovalados de 7-8cm de ancho, a menudo mas
ancho que largo de color anaranjado o casi rojizo, mas 0 menos
Aspero, con cascara gruesa, puiposo, azucarado y acido. Pericarpio
rugoso grueso, amargo con glandulas de aceite; 10-12 segmentos
con paredes amargas vy pulpa acida, de varias semillas (Céceres,
1995).

N
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2.2.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE (Citrus aurantium L.)

Se encuentra en los valles y zonas tropicales del Pert. Los citricos se
pueden cultivar hasta los 2200 m.s.n.m., asi podemos encontrar en ia
region de Ayacucho.



Estas plantas son originarias del sur de Asia, India e Iran
(Schavenberg y Paris, 1980). Su floracion y recoleccién se da en los
meses de primavera (Font Quer, 1998).

2.3 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Son sustancias usadas para conservar los alimentos, previniendo el
crecimiento de microorganismos y el subsecuente deterioro. Su
funcion tradicional es prolongar la vida de anaquel y preservar la
calidad a través de la inhibicidon de microorganismos deteriorativos.
Sin embargo, los antimicrobianos se han utlizado de manera
creciente, como intervencidén primaria para fa inhibicién o inactivacion

de microorganismos patdégenos en alimentos (Davidson y col., 2005).

Los antimicrobianos se pueden clasificar en los compuestos presentes
de manera natural en el producto o alimentos y los que son afiadidos
intencionalments. Entre los aditivos antimicrobianos directos
aprobados para ser incorporados en los alimentos estan los acidos
organicos y sus derivados, ésteres, nitritos, nitratos, entre algunos
otros. Mientras que los antimicrobianos indirectos son sustancias que
se afaden con otros objetivos a fos de inhibir algtin microorganismo
en particular, pero gque por su condicion quimico inhiben a algin
microorganismo; entre ellos se encuentra los fosfatos, antioxidantes
fendlicos o el EDTA (Davidson y col,, 2005).

2.3.1 Modo general de accion de los agentes antimicrobianos

Los antimicrobianos usados en alimentos inhiben el metabolismo vy
por lo tanto, el crecimiento de bacterias, mohos y levaduras. l.a accién
de éstos puede ser inhibitoria o letal, dependiendo de las
concentraciones en que se utilicen (Luck y Jager, 1997).



Aungue los mecanismos de acciéon de los agentes antimicrobianos
son distintos y no todos son conocidos, se sabe que la muerte de los
microorganismos se basa en una serie de acontecimientos altamente
selectivos. Junto a mecanismos fisicos y fisicoquimicos, interfieren
reacciones puramente bioquimicas. La actividad se debe
principalmente a que atacan la pared celular, membrana celular,
enzimas metabblicas, la sintesis de proteinas y el sistema genético.
Siendc que cada uno de estos puntos es esencial para el desarrollo
celular, si uno es atacado o inactivado, la velocidad de crecimiento del
microorganismo se ve minimizada (Davidson y col., 2005).

2.3.2 Antimicrobianos naturales

La estabilidad de algunos alimenios contra el atague por
microorganismos se debe a la presencia de ciertas sustancias de
manera natural, las cuales, se ha demostrado que tienen actividad
antimicrobiana (Jay, 1996).

Se ha desarrollado un amplio rango de antimicrobianos naturales a
partir de microorganismos, animales y plantas. Un gran nimero de
ellos ya se emplean en la conservacion de alimentos, mientras que
muchos otros son estudiados para su uso como conservadores, como

los extractos de plantas y frutos.

Matamoros (1998), menciona la existencia de una gran cantidad de
plantas como recursos potencial de compuestos antimicrobianos;
éstos incluyen numerosas sustancias de bajo peso molecular, como
los compuestos fendlicos, que son los mas predominantes.
Particularmente, se han encontrado en diversas plantas, compuestos
con actividad antifungica, pertienecientes a grupos quimicamente
diversos como alcaloides, flavonoides, fenoles, cumarinas vy
Terpenoides (Ben-Yehoshua y col., 1995).



2.4 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos generalmentie olorosos,
cbtenidos bien por arrastre de vapor de agua de vegetales o de partes
de vegetales, bien por expresion del pericarpio fresco de ciertos citrus.
Los aceites esenciales son unicos, volatiles, insolubles en agua vy
poseen muchas propiedades terapéuticas; tienen gran aplicacién en
aromaterapia, en el drea alimentaria, farmacéutica y en la industria

cosmeética, entre otras (Olaya y Méndez, 2003).

Son también llamados aceifes voldliles o etéreos, son mezclas
compiejas de sustancias, de olor aromatico intenso, generaimente
liquidos volatiles arrastrables por el vapor del agua, contenidos en los
vegetales. Poseen una alta volatilidad a temperatura ambiente, la cuai
no se observa en ofros agentes antimicrobianos; esta caracteristica,
junto con sus propiedades antivirales, antimicdticas, antioxigénicas,
antiparasfticas e insecticidas, han incrementado su interés por ellos
(Ortufio, 2006, Pérez, 2006).

lLa actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe a la
presencia de sustancias bioactivos como flavonoides, terpenos,
cumarinas y carotenos (Gimferrer, 2008).

De los millones de plantas existentes en nuestro planeta, se conocen
airededor de 4000 aceites esenciales distintos. Las plantias
aromaticas son las que concentran una mayor cantidad de esencias y
por tanio, constituyen la materia prima para su obtencidn, bien sea
empleando toda la planta, solo sus hojas, flores, frulos o raices,
dependiendo de ia planta concreta de que se trate (Saavedra, 2002).

La principal ventaja de los aceites ssenciales es que pueden utilizarse
en cualquier alimento y la FDA las ha considerado como sustancias



GRAS (Generally Regarded as Safe), siempre y cuando su efecto se
logre con el minimo cambio en las propiedades organolépticas del
alimento (Gimferrer, 2008; Burt, 2004),

2.4.1 Propiedades fisicas y organolépticas de los aceites

esenciales

Generalmente los aceites esenciales son liquidos a temperatura
ambiente. Su volatilidad o capacidad de evaporacion al contacto con
el aire, a dicha temperatura, los diferencia de los aceites fijos. Dentro
de los compuestos aromaticos, el peso molecular se restringe a
maximo 250g/mol para que las sustancias puedan volatilizarse (Pauli,
2001).

Son facilmente alterables o sensibles a la oxidacién, aungue no se
enrancian como los lipidos. Poseen tendencia a polimerizarse, dando
lugar a la formacion de productos resinosos, especiaimente aquellos
que contienen alcoholes terpénicos insaturados, variando su olor,
color vy viscosidad. Son aceites grasos, facilmente solubles en
solventes organicos, como éter de petrdleo, cloroformo, benzol o
alcohol absoluto; y casi insolubles en agua; a la que comunican su
olor (Velasquez, 2010).

La densidad de ios aceites esenciales varia de 0.84 a 1.18g/cm®,
siendo, la gran mayoria, menos densa que el agua. Poseen un indice
de refraccidn elevado y generalmente presentan actividad optica
(Pérez, 2006).

2.4.2 Composicion de los aceites esenciales

Los componentes de los aceites esenciales son importantes, ya que
la composicion, tanto cualitativa como cuantitativa, determina las

10



caracteristicas de los mismos y su potencial antimicrobiano (Fisher y
Pillips, 2008). Numerosas publicaciones han presentado informacién
de la composicion de varios aceites esenciales. Empleando
cromatografia de gases y espectrofotometria de masa se obtienen
analisis de composicion detallados de elios, encontrando que pueden
poseer mas de 60 componentes individuales, Sin embargo, los
componentes mayoritarios llegan a constituir mas del 85% del aceite
esencial, mientras gue los otros componentes estdn presentes sélo
como trazas (Coronel, 2004).

Los aceites esenciales provenientes de frutos citricos, contienen de
85 a 99% de componentes volatiles y de 1 a 15% de componentes no
volatiles. Los primeros son una mezcla de monoterpenos como el
limoneno, sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, incluyendo
aldehidos como el citral, cetonas, acidos, alcoholes como el linalol, y
ésteres (Costa-Batilori, D.2003).

Entre los componentes de los aceites esenciales, una familia de
hidrocarburos, los terpenos son a menudo mayoritarios llegando a
alcanzar elevadas concentraciones del 75% al 90% del peso total en
aceites esenciales como de los citricos naranja, limén, mandarina y
lima(Ortufio,2006).

La planta de Citrus awrantium L. contiene aceites esenciales y
principios amargos (flavonoides). La cascara del fruto maduro
contiene nechesperidina (hasta 14% del fruto verde), nobiletina 5-0-
desmetilnobitelina. El aceite esencial de hojas y cascara contiene d-
limoneno, Hinalol, geraniol, metilantranilato y citral {Céaceres, 1995).
Constituyendo asi el d-limoneno en cantidades de por lo menos el
90%(Remington, 2003). Densidad 0,8451g/mL., indice de refraccion
1,4725 y rotacién 6ptica especifica +88 a +98 (Caceres, 1995).
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Tabla 1. Composicion quimica def aceite esencial de cascara de

naranja (Cifrus aurantium L.)

Compuesto Composicion % | Clasificacion
Limoneno 96,62 Monoterpeno
B-myrceno 1,72 Monoterpenc
B-pineno | 0,53 | Monoterpeno
a-pineno 0,47 Monoterpano
Alcohol isopropilico | 0,32 Alcohol
Citral-Z 0,15 Aldehido
Citral-£ 0,18 Aldehido

Fuente: Stashenko et al. (1996).

Figura 2, Estructura quimica de los componentes del aceite
esencial de cascara de naranja (Citrus aurantium L.)

A A

Creratiol Citeal Limoneno

Fuente: Primo (1885).

2.4.3 Usos medicinales

La corteza del fruto de Citrus aurantium L., contiene gran cantidad de
aceile esencial, muy aromatico. Se usan extensamente como
carminativo y anliespasmodico, en caso de malestares
gastrointestinates (Nufiez, 1982).
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También tienen propiedades medicinales como: antiséptico,
antitusigeno, sedante, etc, Los aceites esenciales del género citrus
presentan actividad antibacteriana e inseclicida de amplio especiro
(Céceres, 1985).

Ademas tiene la actividad antimicrobiana-insecticida. Por su parte, el
aceite esencial representa actividad antifungica (Laboratorio
Biokosma, 2008).

2.4.4 Actividad antimicrobiana de los aceltes esenciales

La actividad antimicrobiana de distintos aceites esenciales se ha
gvaluado en numerosas ocasiones, obteniendo resultados
satisfactorios para gran cantidad de vegetales y microorganismos.
Dicha actividad depende de diversos factores, entre los que se
destacan la estructura quimica de los componenies del aceite y su
concentracion (Guenthery col, 1973). Algunos componentes con
actividad antimicrobiana son ios flavonoides, terpenos, cumarinas y
carotenos, ademas de alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos
Gimferrer, (2008).

French (1985) sefiala que es extremadamente dificil correlacionar la
actividad antimicrobiana a un Unico compuesto o clase de
compuestos, ya que los diversos componentes de cualquier acsite
pueden actuar sinérgicamente. Por ellp, es necesario un enfoque
integral para explicar las capacidades antimicrobianas de un aceite
esencial, cuyo desempefio podria ser sl resuitado de cierto balance
cuantitativo de varios componentes, donde jos efectos sinérgicos
prevalecen (Cacciony col., 1998).

Daferera y col., (2000} reportaron gue la actividad antifingica de los
aceites esenciailes podria deberse a la formacion de puentes de
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hidrégeno enire el grupo hidrocilo de los compuestos fenélicos del
aceite y los sitios activos de ciertas enzimas; mientras qgue Lucini y
col., (2006) indicaron que la inhibicion dei crecimiento micelar es
causada por los monoterpencs presentes en los aceites esenciales.
Estos componentes podrian incrementar ia concentracion de
perdxidos lipidicos como radicales hidroxilo, alkoxico y alkoperoxilo y
dar como resultado la muerte de 1a célula (Zecaria, 2008).

Se piensa que la absorcidn del aceite esencial en el microorganismo
es fundamental para la exprasion de su actividad y que la absorcién
depende de la lipofilidad del aceite y del sitio de! moho donde esta
actuando.

Las tecnicas comunmente utilizadas para estudiar las propiedades
antimicrobianas de los aceites esenciales se centran en ia dilucion del
aceite en agar, reduciendo a |a obtencion de valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI) (Jansen y col., 1986).

Por oiro iado, (Gimferrer, 2008.-Velasguez, 2010) estudiaron,
mediante dilucion en agar, la accién aniiflingica de los aceites
esenciales de limon, mandarina, toronja y naranja en mohos
comunmente asociados con el deterioro de alimentos Asperguillus
niger, Asperguillus flavus, Feniciflium verrucosum; Hegando a ia
conclusion de que los cuatro aceites esenciales estudiados muestran
capacidad de reducir o inhibir el crecimiento de los mohos
mencionados.

2.4.5 Extraccién de aceites esenciales
Los aceites esenciales gensralmente se aislan de plantas gue no

poseen celulosa y lignina, a través de métodos como prensado,
extraccion, fermentacion o destitacion. En general los rendimiento de
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extraccion varian desde 0.1 a 2%, existiendo algunas excepciones,
como por gjemplo {2 badiana china con un rendimiento del 5% o el
clavo de olor, con mas de 15% aceite esencial (Luck de Ugaz, 1994),

2.4.5.1Extraccién por destilacién con arrasire de vapor

La destilacidn por arrastre con vapor es una técnica utilizada para
separar sustancias insolubles en agua y ligeramente volatiles de ofros
productos no volatiles mezclados con ellas. Es la mas comunmente
utilizada, tanto a nivel industrial como de laboratorio, para la
produccion de aceites esenciales, ya que esios poseen compuestos
volatiles y arrastrables por el vapor de agua; ademas de que es una
técnica sencilla y econdmica, que posee una gran versatilidad a la
hora de aplicarlo a materiales vegetales diferentes (Luck de Ugaz,
1994).

El fundamento detrds de esta técnica de exdraccidn estd por el
rompimiento del tejido vegetal por efecto de la temperatura del vapor
(100°C) liberando asi el aceite esencial después de un cierto tiempo.
(Sanchez, 2006).

Las sustancias arrastrables por el vapor son inmiscibles en agus,
tienen presién de vapor baja y su punto de ebullicién es alto. Al
destilar una mezcla de dos liguidos inmiscibles, su punto de ebullicién
sera la temperatura a la cual la suma de las presiones de vapor de
cada liquido es igual a la presion atmosférica (Jimenez y col., 20086).

En esta técnica, la muestra se sitta en un recipiente a través del cual
se hace pasar vapor de agua generado en ofro recipiente. Se hace
pasar una corriente de vapor de agua por la muesira gue contiene el
compuesto a extraer, 1o que ocasiona gue se caliente la muestra y el
vapor arrastre los componentes voldtiles hacia un sistema de
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enfriamiento tipico de una destilaciéon simple. E! destilado se recoge,
separa y purifica (Pérez, 2006).

2.5 UBICACION TAXONOMICA DE Fusarium semitectum.

REINO : FUNG!
DIVISION : ASCOMYCOTA

SUB DIVISION  : DEUTEROMYCOTINA
CLASE : SORDARIOMYCETES
ORDEN : HYPOCREALES
FAMILIA : NECTRIACEAE
GENERO : FUSARIUM

ESPECIE : Fusarium semitectum

Fuente: Mural (1995).

Fusarium semitectum, es un hongo de importancia en alimentos,
agente causal del deterioro de una amplia variedad de productos
como vegetales hortalizas, frutas, semillas, granos entre otros. Es una
cepa que presenta un micelio denso, algodonoso de color blanco a
marrén, cuando llega a la esporulacion, las esporas son dispersas y el
micelio aéreo, los esporodoquios forman masas limosas. Su
temperatura Optima de crecimiento es de 25° a 37° es capaz de
crecer en un rango de pH de 3,0 a 8,8, su actividad minima de agua
variade 0,82 0,9.

2.5.1Morfologia
La especie Fusarium semitectum se muestra con filamentos densos y

cotonosos, de micelio aéreo, blanco inicialmente, formado por hifas
ramificadas, {abificadas; con microconidios y macroconidios.
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Las macroconidias se forman a partir de fidlides tipicos, por lo general
se agrupan en forma afinada delgada, cortas y pueden tener una
abertura fértil {monofialide) o aberturas mas fértiles (polifialide). Las
microconideas son producidas por los conididforos de la celula
ramificado o no ramificado con moderacion resultante de micelio
aéreo, o directamente desde la superficie del agar. Hay resistencia de
estructuras asexuales y clamidosporas. {Garcia y Picazo, 1989).

Magcroscopicamente los hongos dan lugar a filamentos algodonosos,
su crecimiento filamentoso varia desde 1mm a mayor longitud de
diametro, y en general es de crecimiento relativamente rapido a fas 72
horas {Prats, 2006).

2.5.2 Culiivo e identificacién de los hongos

2.5.2.1 Medio de cultivo

Se utilizan medios especificos como el Papa dextrosa, muy rico en
glucosa y cuyo pH bajo {(pH=5-5,8) dificulta el crecimiento de las
bacterias, facilitando el crecimienio de los hongos. Para el crecimiento
de hongos filamentosos susle ser suficiente incubar a 30°C por un
periodo maximo de 7 dias (Prats, 2008).

El agar presenta propiedades tales como estabilidad, claridad y alta
resistencia al metabolismo durante el desarrollo in vitro de
microorganismos que fo convierten en agente gelificante de eleccion.

A. Agar Papa Dextrosa (APD)

Es un polisacarido natural no ramificado y de alto peso molecular,
extraido de algas rojas, principaimente del género Gelidium. Es
termoreversible, es decir, se puede volver a disolver y a gelificar
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repetidas veces mediante variaciones en la temperatura y es
autoclavable. Su gelificacion depende del pH del medio de cultivo,
siendo optima para pH 5,4-5,7. , e APD cumple un rol importante en
el medio de cultivo ya que es Util para valorar el aspecto morfoldgico y
la coloracién de la colonia. Su alto contenido en carbohidratos
condiciona un mayor crecimiento (Garcia y Picazo, 1999),

2.5.2.2 |dentificacion de Fusarium semitectum

Las caracteristicas morfolégicas principales de Fusarium semitectum
son: colonias densas algodonosas que tienden del color blanco a
marrén cuando llega a la fase de ia esporulacion (Camazo y col,
2005).

2.5.3 Patologia y patogenia

Se ha determinado que las especies del género Fusarium conforman
el grupo mas importante de los hongos patégenos faculiativos. Entre
afos anteriores basta la actuslidad, la frecuencia de deterioro de
alimentos por Fusarium se ha incrementado a un riimo constante a
nivel mundial. (Murray y col., 2008).

La fusariosis es el deterioro de alimentos causados por hongos del
género fusarium, esta enfermedad es causada por aquellos horigos
descomponedores, son comunmente encontrados en fa tierra y que
tienen un desarrollo parasito. Se desarrolia en los cultivos o lugares
de almacenamiento de alimentos. Su desarrollo varia ampliamente
segin las plantas y variedades consideradas y en funcion de las
condiciones meteoroldgicas, favorables de temperatura y humedad en
el momento de la infeccidén y de principios de la floracion.
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En los cultivos se manifiesta como un marchitamiento,
empardecimiento y muerte de hojas y partes tiernas pudiendo llegar
incluso a causar la muerte de toda la planta, perdida de color verde en
las hojas, seguido de una necrosis que conduce al abatimiento de la
planta.

En los alimentos en almacenamiento, los vegetales atacados
empiezan a ser descompuestos y adquieren un aspecto rugoso, se
tornan de los colores marrén claro a rosados ¢ blanco grisaceos.

El Fusarium semitectum, es el principal causante del deteriorc de fos
alimentos, tales como productos de panificacion, frutas, hortalizas,
semillas, granos entre otros alimentos (Pumarola, 1995).

Respecto a la salud, las dos vias de adquisicion de la infeccion mas
probables son la respiratoria y la cuténea. Las conidias se inhalan y
en el paciente predispuesto causa una infeccién pulmonar. Por via
cuténes, el paciente puede estar colonizado y posteriormente tener
onicomicosis. Desde estas localizaciones el hongo se puede
diseminar por via hematégena a otros organos. (Brooks y col., 2002)

19



Ill. MATERIALES Y METODOS

3.9 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo se llevd a cabo en los laboratorios de Procesos
Agroindustriales, Transferencia de masa de la Facuitad de Ingenieria
Quimica y Metaiurgia y el laboratorio de Microbiologia de la Facuitad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga, durante los meses de Enero-Junio del 2014.
3.2 MATERIA PRIMA

Se recolecté 330 frutos de naranja (Citrus aurantium) fresca de la variedad
Sevilla, las cuales fueron adquinidas de un puesto de frutas del mercado “Nery
(Garcia Zarate” de {a provincia de Huamanga, fugar donde son expendidas,
Los frutos presentaban un estado de madurez uniforme, ligeramente limpias y
en buenas condiciones fisiolégicas (ver Anexo 2).
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3.3 MICROORGANISMO DE ENSAYQO

Fusanum semitectum 12pfs, contenido en una placa congelada, seliada, pura,
adquirido al laboratorio de Microbiologia de ta Facuitad de Ciencias Bioldgicas
de fa Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga {ver Anexo 1).

3.4 MATERIALES, INSUMOS, REACTIVOS Y EQUIPOS
Para el presente trabajo en estudio se utilizé lo siguiente:
3.4.1 Materiales

¢ Agua destilada

e Tubosdeensayo1mLy5SmL

» Placas petride 6 x1,5cm

¢ Sacabocado de 5mm de diametro

o Embudo de vidrio 5 y 12cm de diametro
+ Pera de decantacion de 25 y 50 mL.

s Probetas graduadas de 50, 100 y 1000mL
¢ Vasos de precipitado de 50, 100 y 300mL
o Matraz de 100, 250 y 300 mL

« Pipetasde 5, 10, 30 mL

* Asade kolle

¢ Varilla de vidrio

. Papét filtra watman

e Papel periddico

v Gradillas

¢ Soporte universal

» Corcina eléctrica

¢ Mechero

» Algeddn industrial

= Frascos de vidrio

» Frascos ambar

s Guantes estéril
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Protector nasobucal
Gorro desechable
Gasa

Ligas

Recipientes plasticos
Cuchillo

Olia

Colador

Espatula

Balén de gas

Y diversos materiales de vidrio para los diferentes ensayos.

3.4.2 Insumos

*®

*®

Almiddn de papa
Agar agar
Dextrosa

3.4.3 Reactivos

L4

[ J

Alcohol comercial de 80°

Fenolftaleina alcohdlica al 1%

Acido sulfirico P.A. 98% en pureza. MERCK.
Cloruro de Bario P.A.MERCK.

Hidréxido de sodio P.A.RIEDEL DEHAEN.

Diversos reactivos de grado analitico y quimico, segin anexos que describen

las técnicas utilizadas en el presente estudio.

3.4.4 Equipos

¢ Autoclave EVAR .Modelo EV-24, Serie ELV-D.

*®

Destilador
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¢ (Camara de incubacion BINDER. Modelo GMBH, Serie BD 53

¢ Balanza digital LIDONING TTD. Modelo ESJ200-4 Serie N°05-045363.
230 voltios.

¢ pH-metro JENWAY. Modelo 3510, Serie 02934.230 VAC.

¢ Refrigeradora BOSCH. Modeio ECO-TTAS8, serie KGN57PL30P.

» Refractémetro tipo ABBE.

Diversos equipos necesarios para el presente estudio, 1as que se encuentran
en el laboratorio de la FiQM vy FCB de ta UNSCH.

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.5.1 Procedimiento para la recoleccion de fa muestra

Se colectd naranja fresca madura de tipo comercial, con un estado de
madurez intermedio y uniforme, en condiciones aptas,; el lugar de coleccién

fue el mercado "Nery Garcia Zarate” de la provincia de Huamanga, del puesto
de venta de frutas.

Las muestras fueron transportadas en bolsa plastica al laboratorio de
Trasferencia de .Masa de la Facuitad de Ingenieria Quimica y Metalurgia,
luego fueron limpiadas, lavadas, peladas, cortadas y ventiladas, para poder
facilitar la extraccion del aceite esencial. Este proceso se realizo en el mes de
Enero del 2014.

3.5.2 Extraccion del aceite esencial mediante el fiujo de procadimiento
para la obtencidn de aceite esencial.

Se utilizd la céscara troceada del fruto (ver Anexo 2) y la extraccion del
aceite se realizd mediante {a destilacion por arrastre de vapor, utilizando un
equipo especialmente disefiado y adaptado(ver Anexo 3), segin lo
recomendado por (Lock de Ugaz, O.1884).
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MATERIA PRIMA

l

DESCASCARADO |» PULPA

LAVADO

ESCURRIDO

OREADO

CORTADO

EXTRACCION > RESIDUOS

DECANTADO —» AGUA

y

ENVASADO

Figura 3. Diagrama de flujo para la obtencion de aceite esencial de
cascara de naranja (Citrus aurantium L.)

24



MATERIA PRIMA
l 266679

DESCASCARADO [» PULPA (81.25%)

{ 5000g
LAVADO

5000g
ESCURRIDQ

¢ 9000g
OREADO

. 5000g
CORTADO

sooog
EXTRACCION _, RESIDUOS (18.57%)

35.7g
DECANTADO > AGUA (0.05%)

i 35.79
ENVASADO

Figura 4. Balance de materia para la obtencidon de aceite esencial de
cascara de naranja (Citrus aurantium L.)
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A. Materia prima

Se trabajd con la naranja fresca madura de tipo comercial, ta cual fue
colectada dei mercado Nery Garcia, lugar donde son expendidas, con un
estado de madurez uniforme.

B. Descascarado

En este proceso, se separd la cascara de la pulpa de naranja, mediante el
pelado mecanico con un cuchillo de mesa, para posteriormente lavar la

cascara y realizar la extraccion de su aceite esencial.
€. lavado

Se realizd el lavado de la cascara de naranja, liberandolas de impurezas,
residucs de tierra y microorganismos, este proceso se realizdé mediante un
flujo continue de agua potable y a temperatura ambiente,

D. Escurrido

En esita etapa las cascaras lavadas con exceso de agua fueron
somelidas a una eliminacion de la mayor parte del agua, colocandolas
encima de recipientes coladores, terminadc esie proéeso se pasod
seguidamente al oreado.

E. Oreado

Se procedid a tender la céscara encima de cartones, con una ventilacién a
temperatura de ambiente, para eliminar parte de ila humedad presents
después dei escurrido

F. Cortado

Para facilitar la operacion de exiraccién del aceite esencial, se comenzd a
trocear y cortar toda la cascara de naranja, este proceso se realizé en forma
manual.
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G. Extraccion

Se generd vapor en el tanque del equipo para realizar la extraccion del
aceite, el equipo fue calentado con gas propano, se obtuvo una mezcla de
aceite esencial mas agua como producto de la condensacion, esta mezcla
fue colectada en el vaso florentino. Una vez concluida la etapa de extraccion,
la mezcla de aceite esencial mas agua se sometio a un proceso de
decantacion para ser purificada de impurezas.

H. Decantado

Se ¢limind el agua presente con el aceite esencial, se colocd fa mezcla
obtenida en la pera de decantacién, donde debido a la diferencia de
densidades se empezd a separar la mayor parte de agua, dejandolo reposar
por 24 horas,

. Envasado

El aceite esencial libre de agua, se envas) en frascos de color ambar para ser
protegidos contra la fuz y se conserven sus companentes.

3.5.3Determinacién de las variables de extraccidon, caracteristicas
organoléplicas, fisicoguimicas y el rendimiento del aceite esencial de
cascara de naranja (Cftrus aurentium L.).

Las variables que se han considerado en la extraccidon del aceite esencial
fueron la fraccién de destilado, rendimiento, temperatura y tiempo.

a) Propiedades organclépticas
Las propiedades organolépticas son las cualidades de las sustancias
grasas perceptibles directamente por los sentidos. Por io tanto su
determinacién es fundamentaimente subjetiva; en general, no
establece métodos concretos y definidos.
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b)

Para las determinaciones de estas caracteristicas, la muestra debe
ser agitada en forma adecuada por espacio de unos minutos, las
propiedades a evaluar fueron las siguientes:

Aspecto. Se determind mediante la consistencia, transparencia,
claridad o turbiedad, brillosidad, fluorescencia, turbidez, pesadez, etc.

Color, La determinacion del color se realizd por observacion visual,

mediante comparaciones con otros aceites naturales.

Cilor. Se hizo por comparaciones con los olores de los aceites
naturales utilizando por ejemplo el aceite de palta, soja.

Sabor. Dado los antecedentss con gue se cuenta respecio al acsite
en estudio, se pudo determinar su sabor sin riesgo alguno de
intoxicacion con el sentido de gusto, de una manera natural.

Las caracteristicas organolépticas se detallan en el (ver Anexo 4).

Propiedades fisicoquimicas

El aceite extraido de la cascara de naranja mediante decantacién, se
separa el aceite de los sedimentos y de otras impurezas gue pudieran
existir en el fondo de la muestra. Esta separacidon es importante,
debido a que las impurezas sdlidas pueden influir en la determinacion
de sus caracteristicas fisicoguimicas del aceite.

Las siguientes propiedades fisicoquimicas a determinarse fueron:

s Densidad

La densidad del aceite esencial se determiné mediante la medicién de
la masa en gramos y del volumen en mililitros, en una probeta. La
densidad esta expresada en g/mL.
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o)

e indice de refraccion

La medicidn del indice de refraccion del aceite se realizo recurriendo a

un refractometro a 25°C.

El equipo se calibré a2 cero con agua destilada, para después secar
con papel vy colocar una gota de muestra sobre el cristal. Para ia
lectura, se gird la perilla hasta que la zona oscura quede en el centro
de las lineas de {a pantalia.

e indice de acidez

En un mairaz se procedit a disolver 5g de aceite esencial en 50 mL
de aicohol, previamente incorporado con gotas de fenolftaieina, esta
solucidon se {ituid con una solucidn de hidroxido de sodio, el
procedimiento se realizé por duplicado, el indice de acidez se calcuid
con la ecuacion:

la = (VNEOHMHESETH.—VNEDH bluﬂcn)xNNaGHx56'1

Wuestra

Los valores de las caracteristicas fisicoguimicas se detallan {Anexo
5). |

Rendimiento

El rendimiento se determiné luego de haberse extraido la cantidad
total de aceite esencial en masa a partir de la cascara de naranja, una
vez habiendo finalizado este proceso, se calculd en base a la
siguiente formuia.

o, W,
%Rendimiento = leﬂ(}
1
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El proceso de calculo para determinar el rendimiento obtenido de

aceita esencial s muestra en el Anexo 6.
3.5.4 Preparacion del medio de cultive

Se preparé el medio de cultivo adecuado para el crecimiento de
hongos del género Fusarium, siendo éste el Agar Papa Dextrosa
(APD), los ingredientes para su preparacion fueron:

Papa : 200,09
Dextrosa : 20,09
Agar 15,09
Agua destilada : 1000mL
pH : 5,6

La forma de preparacioén fue la siguiente: se pelaron las papas,
previamente troceadas, luego éstas se pasaron a hervir por un
espacio de 30 a 40 minutos, para extraer gran partedel almidén, una
vez que se obtuvo esta concentracion, se procedid a colarlo y
desechar toda la parte sélidz, el liquido ¢olado el cual contiene al
aimiddn se diluyd en un litro de agua destilada, luego se le adiciono la
dextrosa y posteriormenis el agar, se continud agitando v diluyendo
hasta la obtencion de una solucidén homogénea, luego se procedi6 a
esterilizar el preparado del APD en un autoclave a 15PSI
{121°C)/15min, para obtener un medio de cultivo estéril.

Para la preparacion del Caldo Papa Dextrosa el procedimiento es el
mismo, con la diferencia de gue ya no se agrega el agar.(Ver Anexo
8)

3.5.5 Preparacién Escala Mc Fariand

Se realizd la preparacién del estandar de turbidez Mc Farland, para
usario como referencia en suspensiones microbiolégicas y hacer el
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conteo visualmenie del ndmero de microorganismos por mililitro

presente, segun la escala gue va desde 0,5 a 10.

Para la preparacion de la escala 0,5 Mc Fartand se uiitizd Cloruro de
Bario (BaCly) al 1% mezclada con una solucion de Acido Sulftrico
(H:S04) al 1%, con esta preparacion se busco obtener una
concentracién minima de 1,5*10°UFC/mL para e presente frabajo en
estudio.

3.5.6 Preparacion de las diluciones de la muestra

Para la determinacion de la actividad antifingica se prepararon
concentraciones de 1%, 2%, 4% y 8%, siguiendo la metodologia de la

formulacién de agar con diferentes cantidades de aceite.

Para la determinacion de la concentracion Optima antifungica, las
diluciones hechas para e! aceite esencial, se realizd de acuerdo at
requerimiento microorganismo en estudio y el comportamientc de
crecimiento realizado en {a siembra por el método de difusidn en
pocifio, medianie {a formulacion de agar con diferentes cantidades de
aceite.

3.6 DETERMINAGION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Segtn la metodologia de Lozina y col. (2005), para la determinacion de los
halos de inhibicion y la tesis (Patomino y Uribe2007), para determinar la CMI y
la concentracion éptima antiflingica.

3.6.1 Preparacion de Fusarium semitectum 12pfs

Para activar la cepa de Fusarium semitectum2pfs, se procedié a
inocutar, en una placa con agar papa dextrosa (APD), utilizando un

asa de kolle estéril se realizd una siembra por puntura en los
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extremos y centro de la placa para poder facilitar el aislamiento de
colonias. Se procedié a incubar a una temperatura de 30°C por 5-7
dias.

Para la utilizacién de la cepa se procedid a resembraren Agar Papa
Dextrosa (APD) contenido en dos placas, dejandolas incubar a
temperatura de 30°C por 5-7dias.

3.6.2 Preparacién del inéculo o suspensién

Se procedio a seleccionar las colonias del agar de cultivo, se toco la
colonia Fusarium semitectum?2pfs por arriba con un asa de kolle y el
crecimiento se transfirid a un tubo con 4 a 5mbL de caldo de nutritivo,
se incubd a 30°C por 5 dias.

La turbidez del indculo se ajusté con el caldo nutritivo obteniéndose
asi una turbidez dpticamente similar al estandar de 0.5 de la escala
de Mc Farland. Se realizd este paso visualmente, teniendo en cuenta
la luz adecuada, comparando asi el indculo con el estandar de 0.5 de
la escala de Mc Farland contra un fondo blanco.

3.6.3 Determinacion del halo de inhibicion

En 12 frascos tapa roscas de dilucion previamente esterilizados, se
agregaron 40ml. de agar papa dextrosa (APD). A cada frasco se
adicioné el aceite esencial de cascara de naranja para conseguir las
siguientes concentraciones 1%, 2%, 4% y 8%,; se agitaron
intensamente hasta que quedd bien integrado el aceite con el agar,
para luego colocar el agar en placas petri, seguidamente esperar a
gue se solidifique. Una vez sdlido el agar, se realizaron pocilios en la
parte central de la placa, con un sacabocado de un diametro de Smm,
los cuales fueron llenados con la preparacion del inéoulo que contiene
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a la suspensiéon deFusariumsemitectumi2pfscon una cantidad de
1mL, acompaniado del control en otra placa independiente, que no se
le incorpord nada de aceite esencial. Se incubaron a 30°C y se
observaron los halos de inhibicion a los 7dias (Anexos del 9 al 12),
luego se realizé la medicion del diametro del halo formado. Aquellos
que tuvieron halos de inhibicién similar o superior a la placa de
control, se utilizd para determinar la concentraciéon minima inhibitoria
(CML).

3.6.4 Determinacion de la concentracion optima antifiingica

Para determinar la concentracion doptima antifungica se procedié a
partir de la determinacion del halo de inhibicion, realizandose de la
siguiente manera:

Una vez realizada la siembra en las placas petri, al término de la
incubacién de 30°C por 7 dias, el cultivo de Fusanum
semitectum2pfs, muestra diferentes longitudes de crecimiento,
aquella concentracidn utilizada de aceite esencial en el cultivo, para la
cual se observe ausencia y escaso crecimientc de los halos de
inhibicién de Fusarium semitectumi2pfs, correspondera a la
concentracion optima antifingica (ver Anexo 11).

3.6.5 Determinacion de {a Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

El cultivo de Fusarium semitectum12pfs fue ajustado al estandar de
0.5 de la escala de Mc Farland. Para hallar la CM! se prepararon 15
tubos previamente esterilizados y rotulados del nimero 1 al nimero
15.

A continuacion se detalla el procedimiento:

o A partir del tubo N° 1 hasta el tubo N° 15 se agregd 1mbL del
caldo nutritivo.
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e  Posteriormente se agregé 1mL de la concentracién del aceite
esencial al tubo N°1, a partir del cual se traspasd 1mL al tubo N° 2y
asi sucesivamente hasia el tubo N° 14, del tubo N° 14 se extrajo 1mL
y se descartd. El tubo N° 15 no recibié aceite esencial siendo éste el

control.

¢ luego se agregd 1mL del indculo de Fusarium semitectum12pfs
a todo los tubos y se llevd a incubacién a 30°C por Sdias (Palomino y
Uribe, 2007) (ver Anexos del 13 al 16).

Tabla 2.Concentraciones decrecientes de las diluciones del

aceite esencial.

Tubos | Aceite esencial (mg/ml)
1% 2% 4%
1 0,785 |0,787 0,886
2 0,778 (0,784 | 0,808
3 0,774 0,781 {0,775
4 0,772 0,773 | 0,766
5 0,769 | 0,768 | 0,746
6 0,766 | 0,768 | 0,737
7 0,733 (0,764 | 0,729
8 0,719 10,763 10,728
9 0,707 10,745 0,726
10 0,693 |0,728 |0,724
11 0,674 | 0,709 |0,712
12 0,667 0,698 | 0,706
13 0,666 | 0,674 | 0,702
14 0,632 | 0666 | 0,681
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3.7. DISENO EXPERIMENTAL

Para el presente trabajo se formé cuatro grupos de diferentes
concentraciones y cada grupo de tres repeticiones con Fusarium
semitectum12 pfs, distribuido de la siguiente manera:

Grupo | : Administrado con aceite esencial al 1% de concentracion
Grupo |l : Administrado con aceite esencial al 2% de concentracion
Grupo Il : Administrado con aceite esencial al 4% de concentracion

Grupe iV : Administrado con aceite esencial al 8% de concentracion
Control : Administrado sin aceite esencial

Para determinar el efecto antifingico se procedio a medir el diametro de los
halos de inhibicidn de las diferentes concentraciones de la musstra y del
control, los que permitieron determinar la concentracién ideal que mostré
una mayor eficacia antifingica en relacién a la muestra de control elegida
como patrén.

Para el calculo de porcentaje de inhibicién se usé la siguiente férmula:

% de inhibicidn = didmetro del halo de inhibicion de la muestra 100
0 denmualcion = didmetro del halo de control *

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se procesaron en cuadros mediante el modelo estadistico
Disefio Completo de Bloques al Azar (DCBA), el andlisis de varianza
(ANOVA) y comparaciones muitiples de Tukey, con un nivel de significancia
de 0,05, para ello se us6 el programa SPSS 21.
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NModelo estadistico
Vit + 7+ B + 2y
Donde:
Y. Observacién individual
¢ Media general
7; . Concentracién de aceite esencial

B Crecimiento de los halos de inhibicion

&; - Efecto del error experimental
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IV.RESULTADOS Y DISCUSIONES

Un estudio realizado sobre el aceite esencial de la naranja recuperado de la
piel del fruto, reporta un mayor rendimiento de aceite mediante la extraccion
con vapor de agua, especiaimente a medida que aumenta el flujo y la
presion. El aceite de limdn y naranja contiene mas del 90% de limoneno,
componente mayoritario en su composicién normal y ademas, en menor
proporcién, contiene una gran cantidad de terpenos. La cascara de naranja
que es considerado un residuo, se amonta al aire libre, con este estudio se
pretende anadir un valor agregado al fruto, por la aplicacion potencial que se
puede dar a la cascara, a partir de la extraccién y comercializaciéon de su
aceite esencial (Yafiez y col,, 2007).

4.1 EXTRACCION DEL ACEITE

Se extrajo aceite esencial a partir de céscara de naranja fresca mediante la
técnica de destilacion por arrastre de vapor, ya que esta técnica representa
un bajo costo, ademas de ser facil de usar y brindar rendimientos efectivos;
por lo que es ampliamente usada a nivel tanto industrial como laboratorio. Al
utilizar agua como solvente en dicha técnica, se obtiene una ventaja
importante en la posible aplicacidén del aceite en contacto directo con los
alimentos, puesto que las propiedades del agua no perjudican al aceite.
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4.2 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS, FiSICOQUIMICAS Y EL
RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE NARANJA
(Citrus aurantium L.)

Las variables de extraccion del aceite esencial de cascara de naranja (Cifrus
aurantium L.) presentaron 10s siguientes resultados:

Tabla 3: Variables de extraccion del aceite esencial de céscara de haranja
(Citrus aurantium L.}

Fracci6n | Volumen | Rendimiento Temperatura | Tiempo(h)

(ml) (%) °C
F1 42mk. 0.71% 22 1
Residuos | 5826 mL__ | 98.49% 28 1.5

Pérdidas 14,4 mL 0.24%
Fuente: Elaboracion propia

E!l aceite esencial de Citrus aurantium L. se presentd transparente, de color,
sabor y aspecto caracteristico, con una densidad de 0,850 o/ml, indice de
refraccion de 1,472 valores gque se aproximan bastante con el rango
reportado por (Céaceres, 1995) en el cual la densidad y el indice de refraccion
son de 0,8451gfml y 1,4725 respectivamente, en cuanto al color varia del
amarillo claro al anaranjado oscuro, (Veldsquez, 2010). Menciond una
densidad de 0,860g/ml y el indice de refraccidon de 1,470 para el aceite
esencial de cascara de naranja, por lo tanto los resultados tanio para la
densidad y el indice de refraccion de este trabajo se encueniran dentro de
estos parametros estudiados.

Como se puede observar, la densidad del aceite es menor a la del agua,
caracteristica que era de esperarse. Esta caracteristica es la responsable de
hacer posible {a separacion del aceite dei agua al final del proceso de
destilacion, también el indice de refraccion, se encuentra dentro de los
parametros de referencia bibliografica, este valor nos permite realizar fa
prueba fisicoquimica en el control de pureza y calidad de aceites puros.
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El compuesto predominante en el aceite esencial de la naranja (Cifrus
aurantium L.) es el limoneno, presente en un 96,62%, citrai 0,18% de
acuerdo con el analisis estudiado por espectrometria de masas (Stashenko,
1996). La eficacia antifingica de algunos aceites esenciales se ha
relacionado con el contenido de monoterpenos. Entre ellos el limoneno; asi
como fa presencia de citral (Gimferrer N., 2008). Sin embargo, es
sumamente dificl comrelacionar fa actividad antimicrobiana con los
componentes de manera individual. French (1985) sefiala que los diversos
componentes que conforman el aceite deben actuar de manera sinérgica
para inhibir el crecimiento de los microorganismos.

La extraccién del aceite se lievo a cabo con un rendimiento aproximado del
0,71% (p/p), ya gue para 5000g de cascara de naranja fresca, se obtuvieron
alrededor de 42mL (35,7g) de aceite, tras un proceso de destilacion de
alrededor de tres horas, partiendo desde la carga de cascara al sistema y
calentamiento del agua.

El rendimiento de extraccién obtenido es aceptable, ya que se ha reportado
que la mayoria de los aceites cuentan con un rendimiento de extraccion de
0,5 a 2% vy, particularmente para naranja oscilan entre 0,5 y 0,8%, el cual
depende de la variedad y madurez de la fruta, equipo y método de
extraccion, preparacion de la muestra y solventes utilizados {Lock de Ugaz,
1894).

4.3 ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

4.3.1 Efectos de la concentracién por el método de siembra difusién en
pocillo y determinacién de la concentracién optima

Se ha determinado que ias especies def género fusarium conforman el grupo
mas importante de los hongos patégenos facuitativos. Entre afios anteriores
hasta la actualidad la frecuencia de infeccidén de alimentos por fusarium se
ha incrementado a un ritmo constante a nivel mundial. (Murray y col., 2009).
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La presencia de Fusarium semifecturn esta vinculado en gran parte con los
alimentos, siende un agente causal del deterioro de una amplia variedad de
productos como, panificacion, vegetales, semillas entre otros En los
alimentos en almacenamiento, los vegetales atacados adquieren un aspecto
rugosc, se vuelven marrdn claro, rosados o blanco grisaceos (Pumarola,
1995).
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Figura 5. Promedio de los halos de inhibicion por efecto del aceite
esencial de naranja Citrus aurantium L. frente al hongo Fusarium
semitectum 12pfs. Ayacucho, 2014.
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Tabla 4. Andlisis de varianza para los halos de inhibicibn de las
concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantium L. y del control

frente a Fusarium semitectum 12pfs.

En el cuadro de analisis de varianza se observa que existe una diferencia
significativa en las distintas concentraciones practicadas, a un nivel de
significancia del 5%, de ello se deduce que Jas concentraciones tienen efecto
inhibitorio frente a los halos de crecimiento.

Tabla 5. Prueba de Tukey para halos de inhibicién
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En la tabla 4 del Analisis de Varianza, las medidas de los halos de inhibicion
de las concentraciones de aceite esencial de Cifrus aurantium L., del
1%(9,67mm), 2%(4,78mm), 4%(1,56mm) y 8%( 0,61mm), son menores al
control (11,22mm), siendo los resultados estadisticamente significativo
(p<0,05).

El aceite esencial de naranja (Cifrus aurantium L.), a la concentracién del
4% presenta una medida del halo de inhibicidn de 1,56 £ 0,53 mm, el cual es
estadisticamente significativo(p<0,05) al halo de inhibicion del 8% que tiene
un valor de 0,61 % 0,22 mm, como también se aprecia que la concentracion
del 1% y 2% que tiene una medida del halo de inhibicién de 9,67 £ 1,22mm y
478 * 0,83 mm respectivamente, el cual es estadisticamente
significativo(p<0,05) al halo de inhibicién del control que tiene un valor de
11,22 + 1,72mm, tal como se muestra en la tabla 4y en el andlisis de
comparaciones multiples de Tukey, Tabla 5 y en los datos descriptivos
(Anexo 17).

En el coeficiente de variabilidad de las concentraciones de 4% y 8% del
aceite esencial, presentaron resultados del 0,28 y 0,05 respectivamente, con
significante variacién en las repeticiones (Anexo 17).

Como se ha observado, el aceite esencial de cascara de naranja (Cifrus
aurantium L.), agregado mediante la técnica de difusion en pocillo, es
efectivo contra el crecimiento de Fusarium semitectum 12pfs, habiéndose
inhibido su crecimiento en su mayoria utilizando la concentracion de 8%.

En la Figura 5, se puede observar el modo en que disminuyd el crecimiento
del microorganismo con el incremento de la concentracion de aceite en el
agar, esto es una clara sefial de que el uso de este método con la
incorporacion del aceite esencial provoca un retraso en el crecimiento del
microorganismo, el crecimiento disminuye conforme se incrementa la
concentracion, partiendo de 1% hasta llegar a 8%, dando como resultado
que a la conceniracion de 8% el crecimiento del Fusanum semitectum 12pfs
fue casi nula, es decir se mosiré trazas de crecimiento del microorganismo.
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De esto se deduce que la concentracidn optima antifingica de aceite
esencial de naranja (Cifrus aurantium L.) aplicando la técnica de difusion en
pocillo contra el crecimiento de Fusanum semitectum 12pfses del 8%.
(Gimferrer, 2008)Reporté una concentracion de 9% de aceite esencial de
naranja para inhibir completamente el crecimiento de Asperguillus flavus
durante un periodo de 9 dias. Dicho valor no se aleja demasiado del rango
obtenido en este estudio, como también es necesario mencionar que la
comparacion se ha realizado con el hongo del género Asperguillus debido a
gue existen investigaciones hechas para este tipo de cepa, y por tener
caracteristicas similares al hongo estudiado en ese frabajo, como se sabe no
existe una investigacién especifica para esia especie de hongo, pero si
investigaciones hechas con especies muy semejantes a la cepa estudiada,
es por ello que el proposito del trabajo fue de realizar el efecto antiflingico
del aceite esencial de cascara de naranja con ia cepa Fusarium semitectum
12pfs. Se ha reportado que las diferencias en el efecto antimicrobiano en un
mismo tipo de aceite esencial pueden atribuirse a factores como la calidad
de la fruta, las condiciones ecoldgicas en que se cultivd, asi como su grado
de madurez al momento de la extraccion.

La alta bioactividad de los aceites esenciales, se ha reportado previamente
(French, 1985), indicé gue las moléculas lipofilicas en medio acuoso, tienden
a asociarse entre ellas formando micelas, o que reprime el acoplamiento y
absorcion de los componentes del aceite al organismo objetivo, o cual es
esencial para la expresion de su bioactividad.

De acuerdo con (Inouye, 2003), es sumamente importante la accion direcia
de los vapores de los aceites esenciales sobre las conidias, ya que estas, al
flotar en el aire, son usualmente estables al calor, la luz y agentes quimicos,
ademas de ser dificiles de eliminar, El efecto antiesporulante se ha
observado (nicamente por contacto gaseoso. Asimismo, los aceites en
estado gaseoso pueden ligarse directamente a las hifas reproductivas,
mientras que cuando se encuentran diluidas en el medio, no pueden
adherirse a las hifas presentes en el aire.
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4.3.2 Porcentajes de inhibicion

100 4 88,12%

80 -

43,56%

40

14,25%

% de inhibicién o crecimiento
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Figura 6. Porcentaje de inhibicién del aceite esencial de naranja Citrus
aurantium L. frepte al hongo Fusarium semitectum 12pfs. Ayacucho,
2014.

Para una mejor interpretacion de resuitados se reaiizé e! promedio de
porcentajes de inhibicién (Figura 5), cuyo resultado se obtuvo después de
medir los diametros de los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones de la muestra y del control, el cual permitié determinar ia
concentracion ideal que mostré una sficacia antifingica en relacién al control
tomado como patrén. |
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Tabla 6. Andlisis de varianza para los porcentajes de inhibicion de las
concentraciones del aceite esencial de Cifrus aurantium L. frente a Fusarium

semitectum 12pfs.

| 46430,346 320 145,095

383714,972 323

Cv=0,21

En el cuadro de analisis de varianza para porcentajes, se observa que existe
diferencia significativa a un nivel de significancia de 5%, de ello se deduce
gue las concentraciones practicadas tienen efecto inhibitorio en los halos de
crecimiento en cuanto a la evaluacion en porcentaje.

Tabla 7.Prueba de Tukey para porcentajes (%) de inhibicién.

En la tabla 6 del Analisis de Varianza, los porcentajes de inhibicion del aceite
esencial de Citrus aurantium L., correspondientes a las concentraciones 1%,
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2%, 4%, 8% respecto al control fueron de 88,12%, 43,56%, 14,25% vy 5,63%
respectivamente, siendo estadisticamente significativos (p<0,05).

De acuerdo al andlisis de comparaciones multiples de Tukey (Tabla 7) y en
los datos descriptivos del Anexo 18, los porcentajes de inhibicion de las
concentraciones del aceite esencial de Citrus aurantium L., del 1%, 2%,4% y
8%, son estadisticamente significativo (p<0.0%5), los cuales muestran valores
del 88,12 +19,33%, 43,56x£10,88%, 14,25+5,31% y
5,89+2,01%,respectivamente, determinando que estas concentraciones
tienen efecto antifingico diferente, siendo estadisticamente significativo a
{p<0,05).

4.3.3 Efectos de la Concentracion Minima Inhibitoria

Tabla 8. Resultados de la Concentracién minima inhibitoria (CMl) del
aceite esencial de naranja Citrus aurantium L. a las concentraciones de
1%, 2% y 4%, frente al hongo Fusarium semitectum 12pfs. Ayacucho,
2014,

] Acelis esencial (mg/mi] .
Tubos 1% 2% 4%
1 0,785 |S 0,787 |S 0,886 |S
2 0,778 |S 0,784 |S 0,808 |S
3 0,774 |S 0,781 |S 0,775 1S
4 0,772 |S 0,773 |8 0,766 |S
5 0,769 |S 0,762 |S 0,746 |S
6 0,766 |S 0,768 |8 0,737 |S
7 0,733 |8 0764 |S 0,729 |8
8 0,719 |S 0,763 _|S 0728 S
9 0,707 |S(CMl} 10,745 |S 0,726 |S
10 0,693 |R 0,729 |S 0,724 |S
11 0674 IR 0,709 | S{CMi) 0,712 |S
12 0667 |R 0,698 (R 0,706 [S
13 0,666 |R 0,674 |R 0,702 | S{CM)
14 0632 |R 0666 |R 0681 |R
S: SENSIBLE

R: RESISTENTE
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(Ingraham, 1998), sostiene que el tubo transparente que contenga la
concentracion de sustancia mas baja (méxima dilucién) correspondera a la
CMi de la sustancia. Si los microorganismos no crecen en los fubos de
ensayo querra decir gue han muerto.

Los resultados de este procedimiento muestran que en la Tabla 8, la
Concentracion Minima Inhibitoria CMI del aceite esencial de naranja (Citrus
aurantium L.) frente a Fusarium semitectum 12pfs, presentdé 0,706 g/mi,
siendo este valor una dilucién promedio de aceite esencial de céscara de
naranja de la Concentracidn Minima Inhibitoria entre las diluciones del 1%,
2% y 4%.
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V.CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de cascara de naranja (Citrus aurantium L.) al 8%,
present6 mayor actividad antifangica, respecto a las demas
concentraciones, con halo de inhibicion de 0,61mm,; inferior al control
que presentd 11,22mm, siendo estadisticamente significativo
(p<0,05).

2. El aceite esencial de cascara de naranja (Citrus aurantium L .)exiraido
mediante la técnica de destilacién por arrasire de vapor, se presentd
de aspecto transparente, fiquido y viscoso, olor acentuado y sabor
acido, con una densidad de 0,850 g/ml, indice de refraccion de 1,472
y rendimiento de 0,71%.

3. Las concentraciones de aceite esencial de cascara de naranja(Citrus
aurantium L.)al 1%, 2%,4%y 8%, presentaron actividad antifungica
con halos de inhibicion de 9,67mm, 4,78mm, 1,68mm ¥ 0,61mm
respectivamente, siendo estadisticamente significativo (p<0,05),
reportando la concentracion optima antifingica a la concentracion del
8%.

4. La Concentracion Minima Inhibitoria CMI, frente a Fusanum

semitectum producido por el aceite esencial de céscara de naranja
(Citrus aurantium L.), fue de 0,706 g/ml.
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VI.LRECOMENDACIONES

. Proseguir con el estudio del aceite esencial de cascara de naranja
(Citrus aurantium L.}, con la finalidad de determinar si tiene efecto en
ofras especies de hongos.

. Realizar estudios de ifoxicidad det aceite esencial de cascara de

naranja (Citrus aurantium L.), con el objeto de usarlo comeo aditivo

alimentario.

. Continuar con el estudio del aceite esencial de cascara de naranja
(Gitrus auranfium L.) para su utilizacion como revestidores nafuralss
“en {a conservacion de alimentos.

. Incentivar el estudio de las plantas aromaticas utilizadas

tradicionaimente, sobre fodo en relacibn a las propiedades
antimicrobianas.
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ANEXO 1

Figura 7. Cepa conservada de Fusarium semitectum 12pfs, obtenido del
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la UNSCH.
Ayacucho, 2014.
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ANEXO 2

Figura 8. Frutos de Citrus aurantium L., recolectados en el mercado Nery
Garcia Zarate. Ayacucho, 2014.

Figura 9. Troceado de la cascara de la cascara de naranja {Citrus
aurantium L.). Ayacucho, 2014.
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ANEXO 3

Figura 10. Procedimiento de extraccion del aceite esencial de cascara de
naranja {Citrus aurantium L.), por arrastre de vapor. Ayacucho, 2014.

Figura 11. Obtencién del aceite esencial de cascara de naranja (Citrus
aurantium L) y aceite esencial en frasco de color ambar para su
conservacion, Ayacucho, 2014.
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ANEXO 4

Tabla 9. Resultados de las caracteristicas organolépticas del aceite
esencial de cascara de naranja Citrusaurantium L. Ayacucho, 2014.

A Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de
o cascara de naranja Citrus aurantium L. o
Caracteristica Descripcion
Aspecto Liguido y viscoso
Color Incoloro
Olor Caracteristico (muy pronunciado)
Sabor Caracteristico (acido)
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ANEXO 5

Tabla 10. Resultados de las constantes fisicoquimicas del aceite esencial
de céscara de naranja Citrus aurantium L. Ayacucho, 2014,

6érécte;isticas fisicoquimicas | Valores T
Densidad 0,850 g/mL

indice de refraccién 1,472

indice de acidez 1,4025 mg KOH/ g aceite
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ANEXO 6

Calculo del rendimiento de aceite esencial a partir de cascara de naranja

W
% Rendimiento = szll)o
1

wy: Masa cdscara de naranja (g)

w,: Masa aceite esencial (g)

35,7g aceite esencial

% Rendimiento = x100

5000g cascara de naranja

% Rendimiento = 0,71%
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ANEXO 7

Figura 12. Preparacion y esterilizacion de materiales y medios de cultivo.
Ayacucho, 2014.

i
)

e

{1)Frascos para dilucion; (2)Sellado de frasco para esterilizacion; (3)Sellado de
tubos de ensayo para preparacion de CMI; (4)Sellado de Caldo Papa Dexirosa;
(8)Sellado de los medios de cultivo para esterilizacién; (6)Materiales listos para
ser-esterilizados; (7)Materiales colocados al autoclave.
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ANEXO 8

Figura 13. Preparacion de los medios de cultivo de Agar Papa Dextrosa
(APD) y Caldo Papa Dextrosa (CPD).Ayacucho, 2014.

(1)Pelado de la papa; (2) Troceado de la papa;(3) Extraccion del almidén;{4,5)
Vaciado del almiddn;(8) Filtrado del almiddn;(7) Preparaciéon de los medios de
cultivo.
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ANEXO 9

Figura 14. Esquema de siembra del Método de Difusion en Pocillo.
Ayacucho, 2014,

Método de Difusion en Pociilo

& —f—

Cepa Fusarium Cultivo 12 pfs inéculo 12 pfs 0.5 Mc
semitectum 12 pfs Farland
— incorporacion APD Incorporacidn aceite

- - O
Ej Agitacion
APD
Solidificado de concentracién Excavacién con sacabocado
&
—
1 min

Con pipeta estéril 1mL de indculo 12fps

Incubar a 30°C x 7dias

27

Lectura y medicion del halo de inhibicién

64



ANEXC 10
Figura 15. Preparacién de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de céascara de naranja (Citrus aurantium L.) y procedimiento de
siembra de! método difusién en pocillo. Ayacucho, 2014.

-

{1)Calentamiento del agar; (2, 3,4)Agregando 40mL de agar; (5) Vertiendo 1mL

de in6culo; {8)Dilucion del aceite y agar; (7)Placas contenidas con la dilucion;
(8,9)Cubrimiento de placas; (10)Placas cultivadas en camara de incubacion.
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ANEXO 11
Figura 16. Halos de inhibicién de las concentraciones de 1%, 2%, 4% y
8% del aceite esencial de céscara de naranja (Cifrus aurantium L.)
frente al hongo Fusarium semitectum 12pfs. Ayacucho, 2014.
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ANEXO12

Figura 17. Halos de crecimientc del hongo Fusarium semitectum 12pfs,
usado en el control.Ayacucho, 2014.
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ANEXO 13

Figura 18. Protocolo para la determinacién de la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI). Ayacucho, 2014.

Caldo Papa Dextrosa {CPD)

1mL de caldo nutritivo

g del tubo N°1 al tubo
TR

Aceite esencial Desechar

7
% g Control

 —
Indculo 12 pfs 0.5 Mc Farfand

—

% T 5 G0N (0™ 7Y O MYy

- O O

Estandarizar

imL del indcuto

——
% e Control
1 4 5 10 11 12 13 14 15
SN e
Incubar por 5 dias U
E—— % *“-/ Control
1 2 3 4 5 11 12 13 14 15
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ANEXO14

Figura 19. Preparacion de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de
las -concentraciones de 1%, 2% y 4% del aceite esencial de cascara de
naranja {Citrus aurantium L.). Ayacucho, 2014.
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ANEXO 15

Figura 20. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de
las concentraciones 1%, 2%, 4%, respectivamente. Ayacucho, 2014.




ANEXO 16

Figura 21. Crecimiento de Fusarium semitectum12pfs del conirol usado
en 1a Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de las concentraciones 1%,
2%, 4%, respectivamente. Ayacucho, 2014.
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Tabla 11.Datos descriptivos de los halos de inhibicién del efecto antifiingico del aceite esencial de céscara de naranja

ANEXO 17

(Citrus aurantium L.) frente a Fusarium semitectum12pfs. Ayacucho, 2014.

Halo de inhibicion(mm)/tratamientos

Columnai ColumnaZ2 Columna3 Columna4

Media 88.074074 |Media 43.592593 |Media 22.000000 | Media 12.000000
Error tipico 3.720248 Error tipico 2.094804 Error tipico 1.186342 | Error tipico 0.947331
Mediana 86.000000 | Mediana 44000000 |Mediana 21.000000 | Mediana 11.000000
Moda 100.000000 |Moda 36.000000 |Moda 22.000000 | Moda 11.000000
Desv. estandar 19.330975 |Desv. estandar 10.884920 | Desv. estandar 6.164414 | Desv. estandar 4.922476
Var. de la muestra | 373.686610 |Var. de la muestra|118.481481 | Var. de la muestra|38.000000 |Var. de la muestra|24.230769
Curtosis -0.342077 Curtosis -0.238421 Curtosis -0.600241 | Curtosis -0.228800
Coef. de asimetria | 0.406378 Coef. de asimetria | 0.607584 Coef. de asimetria | 0.521342 | Coef. de asimetria | 0.959099
Rango 76.000000 |Rango 38.000000 |Rango 19.000000 |Rango 15.000000
Minimo 57.000000 | Minimo 29.000000 | Minimo 14.000000 | Minimo 7.000000
Maximo 133.000000 |Maximo 67.000000 | Maximo 33.000000 | Maximo 22.000000
Suma 2378.000000 | Suma 1177.000000 | Suma 594.000000 | Suma 324.000000
Cuenta 27.000000 | Cuenta 27.000000 |Cuenta 27.000000 |Cuenta 27.000000
Mayor (1) 133.000000 |Mayor (1) 67.000000 |Mayor (1) 33.000000 | Mayor (1) 22.000000
Menor(1) 57.000000 | Menor(1) 29.000000 | Menor(1) 14.000000 | Menor(1) 7.000000
N.C.(95.0%) 7.847079 ‘N.C. (95.0%) 4.305931 N.C. (95.0%) 2438561 |N.C. (95'.0%) 1.947267
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ANEXO 18

Tabla 12. Datos descriptivos de los porcentajes de inhibicion del efecto antiflingico del aceite esencial de cascara de
naranja (Citrus aurantium L.) frente a Fusarium semitectum12pfs. Ayacucho, 2014.
% de inhibicién/tratamientos
CONTROL C1% C2% C4% . C8%
Media 11.222222 |Media 9.666667 | Media 4.777778 | Media 12.444444 | Media 1.333333
Error tipico 0.571979 | Error tipico 0.408248 |Error tipico 0.277778 | Error tipico 0.175682 | Error tipico 0.166667
Mediana 11.000000 | Mediana 2.000000 |Mediana 5.000000 |Mediana 2.000000 |Mediana 1.000000
Moda 9.000000 Moda 9.000000 |Moda 4.000000 |Moda 12.000000 |Moda 1.000000
Desv. Estan. [ 1.715938 |Desv. Estan. |1.224745 |Desv. Estan. |0.833333 |Desv. Estan. | 0.5627046 |Desv. Estan. |0.500000
Var.delamu |2.944444 |Var.delam |[1.500000 |Var.delam [0.694444 |Var.delam [0.277778 |Var.delam |[0.250000
Curtosis -0.824798 | Curtosis 0.349206 |Curtosis -1.275429 | Curtosis -2.571429 | Curtosis -1.714286
Coef. de asim.[{0.133519 | Coef. de asim. |0.816497 |Coef. de asim. |0.500571 | Coef. de asim.|0.271052 |Coef. de asim.|0.857143
Rango 5.000000 Rango 4.000000 |Rango 2.000000 |Rango 1.000000 |Rango 1.000000
1 Minimo 9.000000 | Minimo 8.000000 |Minimo 4.000000 |Minimo 2.000000 |Minimo 1.000000
| Méaximo 14.000000 | Méaximo 12.000000 | Maximo 6.000000 | Maximo 13.000000 |Maximo 2.0600000
1 Suma 101.00000¢ | Suma 87.000000 | Suma 43.000000 | Suma 22.000000 | Suma 12.000000
Cuenta 9.000000 |Cuenta 9.000000 |Cuenta 9.000000 |Cuenta 19.000000 | Cuenta {9.000000
IN.C. (95.0%) |1.318987 [N.C.(95.0%) |0.941422 |N.C.(95.0%) |0.640557 |N.C.(95.0%) 10.405124 |N.C. (95.0%) |0.384334
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ANEXO 19

Matriz de consistencia

-Determinar la  Concentracién
Minima Inhibitoria del aceite
esencial de cascara de naranja
(Citrus aurantium L.), frente al
hongo Fusanum semitectum,

aceites esenciales
2.5Ubicacioén
taxondémica de
Fusarium semitectum

Minima Inhibitoria

;l‘ Titulo Problema Objetivos Marco tedrico | Hipétesis Variables Metodologia
\' Actividad antifingica | (Cual s la actividad | Objetivo general 2.1.Antecedentes El acejte esencial de | Variable Tipo de investigacidn:
| del aceite esencial de | antifungica del aceite | Determinar la actividad | 2.2Aspectos cascara de naranja | independiente Experimental
cascara de naranja | esencial de céscara de | antifingica del aceite esencial de | botanicos de la | Citrus auranfium L. | Aceite esencial de | Poblacién:
(Citrus aurantium L.) | naranja (Citrus | cascara de naranja (Cifrus | planta tiene actividad | cdscara de naranja | 330 frutos de naranja Cifrus
frente al hongo | aurantium L.) frente al | aurantium L.) frente al hongo - Descripcién | antiflingica sobre | Citrus aurantium L. aurantium L.
Fusarium semitectum. | hongo Fusarium | Fusarium semitectum taxondmica de la | Fusarium semitectum. Muestra:
semitectum? Objetivos especificos naranja (Citrus indicadores: 5Kg de céscara de naranja Citrus
-Extraer el aceite esencial de | aurantiumL.). Concentraciones, aurantium L.
céscara de naranja mediante la | -Descripcion pH, lemperatura e | Unidad experimental:
técnica de destilacion por arrastre | botanica de la inéeulo. 13 placas de cultivo de Fusarium
de vapor, asi como determinar | naranja (Citrus -1% semitectum 12pfs.
sus caracteristicas fisicoquimicas | auvrantium L.). 2% Determinacion de la actividad
y organolépticas. -Distribucion -4% antifangica.
geografica de (Citrus -8% La metodologia empleada para la
-Conocer la actividad antifingica | aurantium L.). determinacion de la actividad
a diferentes concentraciones y la | 2.3Agentes Variable antifingica se basd en el método
concentracion éptima antifingica | antimicrobianos dependiente: de difusion en pocillo con
del aceite esencial de céscara de | 2.4 Aceites Actividad antifingica | diferentes concentraciones de
naranja (Citrus aurantium L), | esenciales aceite esencial,
frente al crecimiento de Fusarium | -Propiedades fisicas Indicadores: Analisis estadistico
semitectum. y organolépticas -Halos de inhibicidn Los resultados se procesaron en
-Composiciéon de los -Concentracion cuadros mediante el analisis de

varianza (ANOVA) y
comparaciones  multiples de
Tukey con un nivel de

significancia de 0.05, para esio se
usé el programa SPSS 21.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA

_ FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
AREA ACADEMICA DE BIOTECNOLOGIA

Av. Independencia s/n Huamanga Telf. 066-318553, 066-312510 Anexo 145

LA QUE SUSCRIBE, JEFA DEL LABORATORIO DEL AREA ACADEMICA DE
BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA:

CERTIFICA:

Que la cepa 12pfs corresponde a Fusarium semitectum, la cual fue aislada e
identificada en base la claves taxonémicas propuestas por Leonor Carrillo.

La cepa macroscopicamente presenta un micelio denso, algodonoso de color blanco a
marrén cuando llega a la esporulacion y microscépicamente se observa a los esporas
dispersas y en el micelio aéreo y los esporodoquios formando masas limosas.

Se expide la presente certificacion a solitud de la interesada para fines que considere
pertinentes.

Ayacucho, 20 de julio del 2014

c.c. Archivo
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MicroBiologicse

RECOMMENDEDGROWTHREQUIREMENTS
LYFODISK®ANDKWIK-STIK™Microorganisms

SELECTION OF GROWTH REQUIREMENTS

4. Primarygrowthonanon-
selective agamediumispreferred.Primarygro
wihinafluidmediumshouldonlyoccurinspeciali
nstancesorwhenrecommended.Becauseof

themanipulationsrequiredduringhydratio
n,itisdifficulttoobtainpurityofatyophilizedstraini
nafluidmedium.Acontaminantmaycompletely
overgrowandobscurethepresenceofthelyophi
lizedstrain.

2. Theavailabilityofnonselectiveagarmediawilldi
flerbetweenlaboratories. The
following lists altemative agar media
selection, if applicable, AND

growthrequirementselections:

Method 1

e TryplicSoyAgar,NonselectiveSheepBloodAg
ar,StandardPlateCountAgarorNutrientAgar-
35°Cinambientatmosphere
— 24to48hours.

fiethod 2

+ -NonselectiveSheepBloodAgar-

_ 35°Cinambientatmosphere — 24to48hours.

Method 3

¢ ChocolateAgarwithHemoglobin/NAD-
35°Cin5%t010%CarbonDioxide—
24to48hours.

Method 4

¢  AnaerobicBloodAgar35°CinAnaerobicEnviro
nment — 48to72hours.

¢  Someocbligateanaerchbesmayrequire5to?
daystodemonsiratesufficientgrowth.

¢  FreshpreparedNufrientAgar, TrypticSoyAgar,
‘StandardPlateCountAgar(StandardMethods
Agan)areappropriatealternatives
fortheClostridiumspeciestogetherwithan
additionalperiod(24hours)ofincubation.

Method 5

+  SaboraudDextroseEmmonsAgar-
25°Cinambientatmosphere — 3 to 7 days.

+ ‘NonselectiveSheepBloodAgarisanappropriat
‘ealternative.

s NuirientAgar, TrypticSoyAgar,PotatoDextros
eAgarandStandardPlateCount
Agarareapprepriatealternativestogetherwitha
nadditionaiperiod(24hours)of
incubation

Method 6

» ChocolateAgarw/Hemoglobin/NAD-
35°CinMicroaerophificEnvironment—
48to72hours.

Method 7 »

« LowensteinJensenAgarorMiddiebrookAgar-
35°Cin5-10%C02o0rambientatmosphere -
uptooneweek.

Method 8

+ BufferedCharcoalYeasiExiractAgar-
35°Cinambientatmosphere — 3 fo 5 days.

Method 9

«  VAgarorChocolateAgar-
35°Cin5%to10%CarbonDioxide — 48hours.

Method10

s RehydrateinsterileBrainHeartinfustionBroth, Tr
ypticSoyBrothor0.85%Saline.Rehydrationwith
watermayresultindecreasedornorecovery.Reh
ydrationwithfluidprovidedinthe KWIK-
STIKTMun|tprovndessatlsfactoryrecovery

¢  Growonnon-
selectiveSheepBloodAgarorTrypticSoyAgar-
35°Cinambientatmosphere — 24to48hrs.

Method11

¢ The primary growthmediumisMRS(\Man,
Rogosa,Sharpe)Broth.Incubateat
at35°Cinambientatmospherefor48hioufs. Tran
sfertoColumbiaCNAwithSheepBlood.incubate
at35°Cin5%CarbonDioxidefor48hrs.

Method12

« Potato DexfroseAgar -
45°Cinambientatmosphere -
48to72hours.

Method13

e Rehydratein10 B ArginineBroth.MakeSerial
Dilutions.Incubateat35°C inambientatmosp
here.AssoonastheArgininevialturnspink,sub
brothtoA-
8Agar. DONOTusecoﬁonswaborwoodensh
aft. IncubateMycoplasmaat35°C inCO2.
IncubateUreaplasmaat35°Canaerobically.
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3. The followinginformationliststhegrowth

requirementsforthestrainslisted:

Acinetobactersp. Method 1
Actinobacillussp. Method3
Actinomycessp. Method 4
Aerococcoussp. Method 1
Aeromonassp. Method 2

Néte:Aeromonashydrophilashouldbe
incubatedat30°C. Aeromonassalmoncida

shouldbeincubatedat25° C.
Alcaligenessp. Method 1
Alicyclobaciliussp. Method12
Aneurninibacillussp. Method1
Agquaspiriflumsp. Method 1
Nota:Incubateat25°Cfoi6days
Arcanobacteriumsp. Method 2
Arthrobactersp. Method 1
Note:incubateat25° C.
Aspergillussp. Method 5
Bacillussp. Method 1
Bactervidessp. Method 4
Note:Bacteroidesureolyticusshouldbe
incubated5days. Thecoloniesareverysmall.
Severalsubcultureplatesmayneedtobe
inoculatedinordertohavesufficientquantityof
_themicroorganismfortesting.
Bifidobacteriumsp. Method 4
Bordetellasp. Method 3

‘Note:Mayrequireuptotweekofincubation. iay
beincubatedinNormaiEnvironment.
Note:Bordetellapertussis(MicroBioLogics Catalog
#0843)requiresBordetGengouwith
15%DefibrinatedSheepBlood.

Brevibatifiussp. Method 1

Brevundimonassp. Method 1

Brochothrixsp. Method 1

] Note:incubateat?5°C

Budlviciasp. Method 1
Note:Incubateat25°C

Burkholderiasp. Method 1

Campyfobactersp. Method

6Note:Chocolateagaristhebestmediumfortheprim
arygrowthofCampylobacterfefuni DONOTopenthei
noculatedagarmediumpetriplatefor

thefirstd8hours.
Candidasp. Method 5
Capnocytophagasp. Method 3
Celiulosimicrobiumsp. Method 1
Chryseobacteniumsp. Method 1
Citrobactersp. Method 1
Clostridium sp. Method
‘4Note: ClostridiumbaratiionlygrowsonAnaerobic
BloodAgar
Corynebacteriumsp. Method 1
Cryptococcussp.

MethodSN
ofe:Cryptococcusshouldbeincubatedat25°Ctoas
suregrowth.

Deinococcussp. Method1

Delftiasp. Method 1
Edwardsiellasp. Method 1
Eggerthellasp. Method 4
Eikeneliasp. Method 3
Enterobaciersp. Method 1

Enferococcussp. Method 1

Erysipelothrixsp. Method 2
Escherichiacoli Method 1
Exiguobacteriumsp. Method 1
Finegoldiasp. Method 4
Noterincubate72to98hoursinanaerobic
atmosphere.
Flavobacteriumsp Method 1
Note:Incubateat30°C .
Fluoribactersp. Method 8
Fusobacteriumsp. ‘Method 4
Gardnerellasp. Method 9
Gemellasp. Method 4
Geobacillussp. Method 1
Note:Geobacillusstearothermophilussirains
mustbeincubatedat55°C. )
Geotrichumsp. Method 5
Haemophilussp. Method 3
Hafniasp. Method 1
Issatchenkiasp. Methed 5
Kingellasp. Method 2
Note:Incubatein5-10%C02
Kilebsiellasp. Method 1
Kloeckerasp. Method 5
Kocuriasp. Method 1
Lactobaciflussp. Method 2
Note:Lasidophilus,L.ca
ssei L. delbrueckii
andL.gasserimustuseMethod11.
Lactococcussp. Method 2
Leclerciasp. Method 1
Legionellasp. Method 8
Listeriasp. Method 1
Macrococcussp. Method 1
Mannheimiasp. Method 1
Methylobacteriumsp. fMethod
1Note:Incubateat25°C. GrowsbestonStandardPi
ateCountAgar
Microbacteriumsp. ‘Method1
Note:incubateat30°C
Micrococcussp. Method 1
Micromonassp. Method
4Note:MicromonasmicrostequiresSto7daysofan
aercbicincubation.
Microsporumsp. Method 5
Moraxellasp. Method 2
Morganeflasp. Method 1
Mycobacteriumsp.
Mathod7N

ote:Mycobacteriumgordonae, terrasandfuberculo
sismayrequireuptoonemonthincubaction.

Mycoplasmasp. Methodi3
Myroidessp. Method 2
Neisseriasp. Method 3

Note:Chocolateagaristhebestmediumfortheinitia
lgrowthofNeisseriaspecies. DONOT
opentheinoculatedagamediumpetriplateforthefirst

48hours.
Nocardiasp. Method 1
Novosphingobiumsp. Method 1
Note:incubateat25° C.
Ochrobactrumsp. Method 1
Oligellasp. Method 2
Paecilomycessp. Method 5
Paenibacillussp. Method 1
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Pasteuréliasp. Method 2 Vibriosp. Method10
Pediococcussp. Note: Vibrioalginolyticusshouldbegrowno
Method11 nColumbiaBloodAgarorTryplicSoyAgar
Note:Pediococcusdamnosusmustbesubcul Virgibacillussp. Method 1
turedioMRSAgarfromMRSBroth Yarrowiasp. Method 5
Penicilliumsp. Method 5 Yersiniasp. Method 1
Peptoniphilussp. Method Zygosaccharomycessp. Method 5
-4Noteiincubate72to96hoursinanaerobicat
‘mosphere.
Peptostraptococcussp. Method 4
Plesionmonassp. Method 1
Porphyromonassp. Method
4Note:5to7daysofanaerobicincubationisreq
-uired.
Prevotéllasp. Method
4Note:5to7daysofanaerobicincubationisreq
ired,
Propionibacteriumsp. Method
4Note:721096hoursofanaerobicincubationi
srequired.
Profeussp. Method 1
Protothecasp. Method 5
Providenciasp. Method 1
Pseudomonassp. Method

1Note:Pseudmonasfiuorescensshouldbein
cubatedat25° C_Pseudomonasspecies{iicr
oBioLogicsCatalog#0162)shouldbeincubat

edaf30°C
Ralstoniasp. Method 1
Raoultellasp. Method 1
Rhizopussp. Method 5
Rhodocoscussp. Method 2
Rhodotorulasp. fiethodd

Saccharomycessp.Method5Note:SabouraudDex
troseEmmonsAgaristhebestmediumforgro

withofSaccharomycessp.
Salmonellasp. Method 1
Scopulariopsissp. Methodb
Serratiasp. Method 1
Shewaneliasp. Method10
Shigellasp. Method 1
Sordanasp. Method 5
Sphingobactériumsp. Method 1
Sphingomonassp. Method 1

‘Note:Incubateat25°C.
Staphyloceccussp. Method 1
Stenotrophomonassp. Method 1
Streptocaccussp.Method

2Note:Streptococcuscricetusmusibeincuba
tedinamicroaerophilicenvironment

Streptomycessp. Method
SNote:Strepfomycessp.doesnotgrowonPot
atoDextroseAgar

Thermoanaérobacteniumsp. Method 4

Noete:Primarygrowthmediumfor
T:thermosaccharolyticum(iMicroBioL ogics
Catalogi#0728)isCookedMeathiedium.Inc
‘ubationatd5° Cfor72hoursisrequired.After
[initialgrowth,organismmaybegrownonAna
erobicBloodAgarwhichisincubatedat45°
-Clor72hoursinanaerobicatmosphere.

Trichophytonsp. Method 5
Trictiosporonsp. Method 5
Ureapfasmasp. Method13

Veilloneliasp. Method 4



KWiK-sTIK™ devices contain a jyophilized pellet of a
single stain of microorganism or a defined mixed
population of microogranisms. The selection of
KWIK-STIK™ microorganisms supports guality
assurance programs in microbiology laboratories
providing clinical diagnostic services and a wide

variety of testing services.

2 KWIK-STIK™

OOO Also for kwik-sTik™ Plus & Ez-coup™

Simply E(cient

1

o~

Tear open pouch at notch and
remove the KWIK-STIK™.

@

Tear off Pull-Tab portion on the label
and attach it to the primary culture
plate or QC record.

3

Yy,

Pinch the bottom of the ampule in
the cap to release the hydrating fluid.

Noss]

©y
Hold vertically and =
tap to facilitate flow ~
of fluid through shaft "=
. e
into bottom of unit T

containing pellet.

5
/
A

Crush the pellet
and mix in fluid
using a pinching
action.

(8) <

Inoculate the primary culture platels)
by using pressure and rolling the
swab in a circular area approximately
25 mm in diameter.

Using a sterile loop, streak through
the inoculated area approximately
10-20 times and streak to facilitate
colony isolation.

)

Using proper bichazard disposal,

discard the KWIK-STIK™.
e’
/2

IRPEDIATELY incubate the inoculated
primary culture plate{s).
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