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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto inhibitorio a nivel in vitro del extracto
etandlico de la cascara de Spondias dulcis sobre el Colletotrichum gloeosporioides que es un
hongo causante de la enfermedad conocida como antracnosis la cual afecta la calidad
organoléptica y su valor nutricional de diversos frutos como la palta (Persea americana),
mango (Mangifera indica), papaya (Carica papaya) generando pérdidas econdmicas. A causa
de este problema se realiz0 esta investigacion para tomar medidas para el control bioldgico, uno
de ellos son los extractos vegetales, como: las cascaras de mango ciruelo paso por un proceso
de deshidratacion , se trituro y se tamizo, luego se macero con etanol de 70° por un periodo de
15 dias, se aplicd agitacion manual por 20 minutos una vez cada 24 horas , se filtro y
posteriormente se usé el equipo rotavapor para extraer el solvente (etanol) hasta obtener hasta
concentrar la muestra y obtener un extracto viscoso , a partir de ese extracto se prepararon
tratamientos utilizando diferentes concentraciones del extracto etanodlico (10,30 y 50 %) donde
se observo el crecimiento inhibitorio contra el hongo (Colletotrichum gloeosporioides) después
de distintas evaluaciones la concentracion de 50 % se obtuvo una mayor inhibicion, concluyendo
que mediante estudios a nivel in vitro el extracto de la cascara de mango ciruelo (Spondias
dulcis) presenta actividad inhibitoria contra el hongo colletotrichum gloesporioides.

Palabras clave: Antracnosis, Inhibicion in vitro, Hongo (Colletotrichum gloeosporioides),
Spondias dulcis.
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Abstract

The objective of this research was to determine the inhibitory effect at in vitro level of the
ethanol extract of Spondias dulcis peel on Colletotrichum gloeosporioides, a fungus that causes
the disease known as anthracnose, which affects the organoleptic quality and nutritional value
of various fruits such as avocado (Persea americana), mango (Mangifera indica) and papaya
(Carica papaya), generating economic losses. Because of this problem, this research was carried
out to take measures for biological control, one of them are plant extracts, such as: mango plum
peels went through a dehydration process, crushed and sieved, then macerated with 70° ethanol
for a period of 15 days, manual agitation was applied for 20 minutes once every 24 hours, filtered
and then used the rotary evaporator equipment to extract the solvent (ethanol) until the sample
was concentrated and a viscous extract was obtained, From this extract, treatments were
prepared using different concentrations of ethanol extract (10, 30 and 50%) where inhibitory
growth was observed against the fungus (Colletotrichum gloeosporioides). After different
evaluations, the concentration of 50% obtained a greater inhibition, concluding that through
studies at in vitro level the extract of mango plum (Spondias dulcis) presents inhibitory activity
against the fungus Colletotrichum gloeosporioides.

Key words: Anthracnose, In vitro inhibition, Fungus (Colletotrichum gloeosporioides),

Spondias dulcis.
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1.  INTRODUCCION

El hongo Colletotrichum gloeosporioides es un fitopatdgeno, unos de los responsables de
causar la antracnosis en el fruto durante su crecimiento en la planta, hasta la postcosecha
generando perdidas hasta un 100% (Landero et al., 2016). Las especies de Colletotrichum por
lo general provocan la antracnosis, estas especies abarca una diversa gama de huespedes y
producen pérdidas econdmicas en diversos cultivos importantes como; los horticolas, los
arbdreos, los frutales. (Yang et al., 2014). Para controlar la antracnosis, se utilizan multiples
aplicaciones de fungicidas formulados con diferentes ingredientes quimicos que podrian traer
efectos negativos al ecosistema y la salud humana. Otro inconveniente con el uso de los
quimicos es su costo relativamente elevado (Valdez et al., 2022).Las plantas del género
Spondias presentan floracién correspondiente al linaje de los anacardos (Anacardiaceae). Esta
planta abarca 18 especies distribuidas en las distintas regiones tropicales del mundo (Sameh
et al.,2018). La especie a tratar en este trabajo es la del género Spondias dulcis conocido
popularmente como mango ciruelo que se cultiva en la ciudad de Marcavelica y constituye una
fuente significativa de ingresos familiar el periodo correspondiente entre junio a julio donde se
obtiene mayores cosechas. Para combatir esta enfermedad se recurren a practicas
convencionales como la aplicacion de productos quimicos, pero con uso inadecuado
ocasionando un desequilibrio ecolégico dando al surgimiento de plagas y enfermedades y
resistentes a ciertas sustancias de uso cotidianamente (Aguilar et al., 2022). Debido a esto se
requieren enfoques alternativos con el fin de mitigar las plagas, cuyas alternativas propuestas
por muchos investigadores proponen los extractos vegetales, ya que estos son econdmicos,
seguros bioefectivos y biodegradables para el ambiente (Zakaria et al., 2020).

Por tanto, se quiere obtener un producto natural que permita controlar el crecimiento del hongo
Colletotrichum gloeosporioides.
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1.1. Mango ciruelo (Spondias dulcis)

Este fruto usualmente se ubica en lugares de climas templados, tropical y subtropical (Pechyen
et al., 2022). Este fruto presenta un color amarillo-anaranjado, varian entre 4-5 cm de largo,
posee una forma de ovoide de cascara fina y lisa, su forma de propagacion puede ser
vegetativamente o por semillas ( Mostacero et al., 2017). La fruta madura se utiliza para
elaborar zumos y mermelada; pero también se consume en forma fresco. Las hojas jovenes se
utilizan como condimento o cocinadas como verdura, mientras que las hojas maduras se
utilizan en ensaladas (Sinan et al., 2021). ElI mango ciruelo se puede utilizar para preparar
diferentes productos como confitura, paletas de helado, extractos, etc. En la region de Loreto,
por ejemplo, es una regién productora de bebidas fermentadas a partir de esta fruta (Instituto
Tecnoldgico de la Produccion, 2019). En la tabla 1 este arbol pertenece a la familia de

anacardiaceae, genero Spondias, tal como detallara en la tabla 1.

Tabla 1

Clasificacion taxondmica de Spondias dulcis.

Categoria Nomenclatura
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Division Tracheophyta
Subdivision Spermatophyntina
Infradivision Angieospermae
Clase Magnoliopsida
Superorder Rosanae

Order Sapindales
Family Anacardiaceae
Genus Spondias

Nota: adaptado de (sameh et al, 2018).
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1.1.1 Origen de mango ciruelo

El fruto de Spondias dulcis es originario de Asia especificamente de la Polinesia (Santana et al.,
2018). Fue introducido desde el siglo XVIII en el pacifico sur y se planta en los huertos
domeésticos de todo el neotrépico himedo (Mitchell & Daly, 2015).

1.1.2 Composicion quimica del mango ciruelo

Este fruto es rico en vitaminas como Ay B, fibra, calcio fosforo y hierro, nutrientes esenciales
para una vida sana (Santana et al., 2018). En la tabla 2 se detalla su constitucion quimica.
Porcion por cada 100 gramos de pulpa.

Tabla 2

Composicion quimica del fruto Spondias dulcis.

Porciébn por cada 100

Composicion Unidades
gramos de pulpa

Agua G 84.5
Grasa G 0.3
Carbohidratos G 14.2
Proteinas G 0.5
Calcio Mg 41.0
Fosforo Mg 27
Acido ascorbico Mg 5.9

Nota: Adaptado de (Ministerio de salud, 2017).
Compuestos bioactivos

Entre los compuestos mediante andlisis de cromatografia liquida de ultra alta resolucion-
espectrometria de masas de alta resolucion (UHPLC-HRMS) ,se evalu6 a las Spondias dulcis
y Spondias mombin llegando a identificar cerca de 98 compuestos que muestran que los
principales metabolitos secundarios de la planta son los &cidos géalico y elagico y sus derivados
como; elagitaninos, hidroxibenzoico, &cidos hidroxicinamicos, acilquinicos y flavonoles,

flavanonas y flavanonoles (Sinan et al., 2021).
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Produccion nacional
La produccion nacional de Spondias dulcis durante el periodo comprendido entre los afios 2011

al 2017 se muestra en la figura 1 donde se observa una tendencia decreciente con un promedio
de 5479.71 de TM. (INEI 2018). Asimismo, las principales zonas de produccion son Ucayali,
Loreto, Huanuco y Piura (MINAGRI ,2018).

Figura 1

Produccion a través de los afios de Spondias dulcis

Produccion por afos

38358
l_
7665
I 5227 6477 6139 1356 2070 2424 5479.714286
2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017  suma promedio

Afos de produccion

Nota. Adaptado del INEI (2018)

1.2. Extractos vegetales

Es la preparacion que puede ser cualquier parte de la planta; tallos, hojas, frutos, semillas,
céscaras; estos tejidos son macerados con un solvente (metanol, etanol), posteriormente pasan
por un proceso concentracion hasta obtener un extracto solido o seco (Marcano & Hasegawa,
2018). Para la obtencion de extracto se tienen distinto métodos como; método de sohlext,
fluidos supercriticos, expresion, destilacién con vapor de agua y solventes volatiles (Bermudez,
1999). Se podria decir que debido a la presencia de metabolitos secundarios asociados a los
extractos vegetales presentan una actividad microbiana. (Zapata et al, 2003). En este estudio se
emplea la técnica de extraccion por solvente, un modelo de extraccion solido-liquido,

especificamente “extraccion etanoica”, para la obtencion de compuestos bioactivos vegetales
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se utiliza esta técnica ya que posee un amplio modo de aplicaciones, este proceso consiste
homogenizar soluto (material vegetal) y solvente (etanol) en un recipiente de preferencia
material &mbar para proteger los compuestos sensibles a la luz solar, este proceso es de acceso
facil de implementar ya que no requiere de un equipamiento sofisticado y permite obtener una
cantidad mayor de compuestos de interés sin alterarlos, un inconveniente seria que es un

proceso lento que puede tardar varios dias (Azwanida, 2015).

1.3.  Colletotrichum gloeosporioides

Denominado un agente facultativo, en una planta (tallo, hoja, fruto) puede vivir como un
patdgeno o como un saprofito.(Perez etal., 2017). Este hongo ejerce su crecimiento bajo
ciertas condiciones como temperaturas que varian entre 25-28 °C, y pH 5.8-6.5, generalmente,
se reporta que su genoma completo ain no estd debidamente secuenciado, pero se han
detectado distintos genes que intervienen en la patogénesis y la defensa del huésped (Sharma
& Kulshrestha, 2015). Por lo tanto, las especies de Colletotrichum provocan enfermedades en
los cereales, las hierbas, las legumbres, las plantas de ornamentacion, las hortalizas y los
arboles afrutados. Para introducirse en la planta huésped, desarrollan estructuras de infestacion
especializadas, denominadas apresorios, que son ceélulas individuales melanizadas
desarrolladas a partir de conductos germinales de conidios. La formacion de apresorios y la
invasion del huésped por el género Colletotrichum constituyen un mecanismo para evaluar la
recepcion de sefiales del entorno y el crecimiento celular de los hongos patégenos(Kubo, 2012).
A continuacion, mencionaremos algunos cultivos afectados por el género Colletotrichum spp

ver en la tabla 3.



Tabla 3

Cultivos afectados por el colletotrichum.
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Cultivos Especie Referencias
C. lindemuthianum
Arveja (Aguilar et al., 2021)
C. truncatum
Camu camu C. gloeosporioides (Perez et al , 2006)
Name C. gloeosporioides (Weir et al., 2012;
Papaya C. gloeosporioides (Suwannart et al., 2017).
Chilli C. acutatum (Oo M,2016)

Aguacate o palta

Soja

Arandanos

Mango Tommy Atkins

Té

palma de acai

Astragalus membranaceus

Fresa

C. gloeosporioides

C. truncatum

C. fructicola, C. siamense y

C. kahawae pertenecen al
complejo de especies C.
gloeosporioides

C. gloeosporioides

C. camelliae Massee

C. gloeosporioides

C. spinacia
C. gloeosporioides

C. truncatum

(Tapia et al., 2020)

(Ramos et al., 2010)

(Liu et al., 2020)

(Valdez et al., 2022)

(Villa et al ,2017; He et al.,
2019)

(Peters et al., 2020)

(Jinetal., 2021)

(Schnabel et al., 2021)

Nota: En la presente tabla se muestran los estudios que reportan el dafio por el
Colletotrichum sp. en principales cultivos.
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1.4. Inhibicion in vitro

Son aquellos procedimientos de laboratorio que nos permiten determinar la sensibilidad de las
bacterias por acciones de sustancias antibacterianas, las pruebas de dilucion y difusion son los
més empleados en inhibicién in vitro (Khan et al., 2019).

1.5. Problema de investigacion

La antracnosis es provocada por el hongo Colletotrichum, el mismo que estd presente en
muchas subclases, como gloesporioides y acutatum. Como sintomas se observan en el fruto ya
maduro manchas de color pardo oscuro de forma circular y con una depresion en el fruto, frutos
como la palta (Persea americana), mango (Mangifera indica), papaya (Carica papaya)
afectando la produccion para la exportacion y abastecimiento de alimentos. Para el control de
este hongo actualmente se usan diversos insumos quimicos para su control que afecta a la salud
de las personas. por lo tanto, en la blsqueda de alternativas de nuevas fuentes naturales que
permiten inhibir el crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides es de mucho interés. Ante
los expuesto se plantea como problema: ¢Existira efecto inhibitorio in vitro estadisticamente
significativo aplicando extracto etanolico de la cascara de S. dulcis al 10%, 30% y 50% sobre

Colletotrichum gloeosporioides?

1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo general

e Determinar si existe efecto inhibitorio in vitro estadisticamente significativo
aplicando extracto etanolico de la cascara de Spondias dulcis sobre Colletotrichum

gloeosporioides.
1.6.2. Objetivos especificos

e Obtener extracto etandlico de la cascara de Spondias dulcis.
e Caracterizar el extracto etandlico de la cascara de Spondias dulcis.
e Determinar la actividad inhibitoria in vitro del extracto sobre el colletotrichum

gloesporioides.
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1.7. Antecedentes

Se han seleccionado trabajos relacionados con el tema planteado en el presente proyecto de
tesis, para lo cual se parti6 de una busqueda de literatura cientifica en diversas bases
bibliogréaficas, asi tenemos:

En el trabajo realizado por Bautista et al. (2002), evaluaron la capacidad de inhibicién de los
extractos acuosos elaborado de hojas y tallos de Spondias purpurea sobre Colletotrichum
gloeosporioides, los estudios in vitro evidenciaron una moderada actividad antifungica del
extracto acuoso de hojas de S. purpurea con un porcentaje de inhibicién micelial del 50% y en
el caso del extracto del tallo, el efecto fue menor alcanzando tan s6lo un 37.5 % de indice de
inhibicion.

Por su parte , Hernandez-Albiter et al. (2007), evaluaron el efecto antifungica de macerados
crudos de 40 plantas tropicales sobre Colletotrichum gloeosporioides; de los cuales sélo 12
mostraron actividad inhibitoria contra el hongo objetivo, los mejores efectos inhibitorios se
obtuvieron con extractos Schinus molle , Petroselinum sativum, Origanum majorana, Citrus
aurantifolia, Citrus aurantium, Justicia spicigera, Ricinus communis, Parthenium
hysterophorus, Bougainvillea spectabilis y Carica papaya, especies caracterizadas por un alto
contenido de fenoles totales.

Por su parte, Silva et al. (2012), caracterizd quimicamente los macerados metanoélicos de hojas
de Spondias tuberosa y Spondias mombin, determinando un importante contenido de
flavonoides expresados en equivalentes a quercetina, &cido elagico y rutina. La mayor cantidad
de compuestos bioactivos se obtuvieron con la especie Spondias mombin con 24,46 + 0,87 mg
/ g de quercetina, 169,76 £ 0,17 mg / g de acido elagico y 53,38 £ 1,71 mg / g de rutina. La
presencia de estas sustancias, se asocian con el potencial microbiano y antioxidante de la planta.
En un estudio desarrollado por Marisco et al. (2017), registro el efecto antiflngico de los
macerados etandlicos de las hojas Sondias purpurea, recolectadas en Bahia-Brasil. El
microorganismo diana fue el fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa, el cual afecta
principalmente a los cultivos de cacao ocasionando la enfermedad cominmente conocida como
“escoba de bruja”, los resultados evidenciaron una capacidad de inhibicion del 60% en base a
10 mg/mL, asimismo, se logrd inactivar las hifas a un 90% con un contenido de 8 mg/mL.
Por lo tanto, definitivamente, los antecedentes nos indican que las plantas del género Spondias
contienen compuestos fitoquimicos importantes como fenoles y flavonoides que otorgan un
potencial antioxidante y antimicrobiano a estos productos vegetales, sin embargo, la especie a

tratar en el presente proyecto; Spondias dulcis, no ha sido adecuadamente explorada en su
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actividad antifangica contra Colletotrichum gloesporioides. por lo que se pretende cubrir este
vacio de conocimiento mediante el estudio de una especie vegetal que se encuentra en las zonas
de cultivo del Valle del Chira, asimismo, se busca encontrar alternativas viables para el control
de Colletotrichum gloeosporioides, un hongo que afecta la calidad de las frutas en la etapa

postcosecha y que genera pérdidas econdmicas en las agroexportaciones.

1.8. Hipotesis

e HO: No existe inhibicion in vitro estadisticamente significativa aplicando extracto
etandlico de la céscara de Spondias dulcis a concentraciones de 10, 30, 50 % sobre
Colletotrichum gloeosporioides.

e Hi: Existe inhibicion in vitro estadisticamente significativa aplicando extracto etanolico
de la cascara de Spondias dulcis a concentraciones de 10, 30, 50 % sobre Colletotrichum

gloeosporioides.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Material vegetal

Los frutos de Spondias dulcis fueron recolectados en el pueblo de mallaritos perteneciente al
distrito de Marcavelica, sus coordenadas son; 4°52'54"S 80°42'12"0 y altitud 48 msnm de la
provincia de Sullana.

Se esterilizo el recipiente, el cual se manipulo exclusivamente para recolectar los frutos de
mango ciruelo; una vez listo adquiridos los frutos en el distrito de Marcavelica, Sullana-Piura.
Posteriormente se trasladaron hacia las instalaciones del laboratorio de analisis de Alimentos
de la Universidad Nacional de Frontera ubicado en Av. Pert Canada S/N, Nuevo Sullana, para
su procesamiento y obtencion de las cascaras, el material vegetal fue identificado
taxonémicamente en el Herbarium Truxilliense con registro N° 63636.

Criterios de inclusion: Frutos maduros, libres de dafios fisicos, mecanicos, o con evidencias
de ataque por hongos, procedentes de campos de cultivo ubicados en el distrito de Marcavelica.
Criterios de exclusién: Frutos inmaduros, con dafios fisicos, mecéanicos y con ataque por
hongos, procedentes de campos de cultivo ubicados en zonas que no pertenecen al distrito de

Marcavelica.

2.1.2. Colletotrichum gloeosporioides.

Se colect6 el hongo aislado purificado e identificado de un trabajo de investigacion previo

(Saavedra, 2022) desarrollado en los laboratorios de la UNF.

2.1.3. Equipos
e Rota evaporador
e Camara de bioseguridad
e Estufa de laboratorio
e Autoclave
e Refrigerador
e Molino de cuchillas
e Espectrofotometro UV-Visible

e Balanza de precision



2.1.4. Medios de cultivo e insumos

e Agar papa dextrosa (PDA)
e Etanol de 70°

e Agua destilada

e Folin

e Carbonato de sodio

2.1.5. Material de laboratorio

e Tubos de ensayo de vidrio con tapa rosca

e Tamizador # 20

e Micropipeta automatica

e Puntas para micropipeta

e Cubetas descartables para espectrofotometria
e Papel Whatman # 1, de 125 mm de diametro
e Placas Petri de borosilicato

e Frascos de vidrio color ambar de 100 ml con tapa rosca
e Pinza estéril

e Asa bacteriolégica con mango

e Palitos de madera estériles

e Picnoémetro

e TermOmetro

e pH-metro portatil

e Vernier digital

2.1.6. Elementos de proteccion personal

e Toca descartable
e Guantes de latex
e Tapa boca descartable

e Guardapolvo
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2.2. Meétodos

La presente investigacion fue de tipo experimental y fue realizado en los laboratorios de la
Universidad Nacional de Frontera. La metodologia aplicada en este estudio se muestra en la
Figura 2, la misma que se detalla en las siguientes secciones y subsecciones.

Figura 2

Procedimientos generales del estudio

Frutos de mango ciruelo Colletotrichum gloeosporioides

----------------------------
| 1
I |
! T e 3 o a ]
: Identificacion taxondmica 1 l
i i
! |

Elaboracién de extractos

Reactivacion

| |

Andlisis de referencia Pruebas de susceptibilidad
Antifingica a nivel vitro

— l

pH Densidad Fenoles totales

Difusion en placas

Nota. Elaboracion propia (2022).

2.2.1. Recolecciéon frutos de Spondias dulcis

Los frutos de mango ciruelo fueron adquiridos en el pueblo de Mallaritos perteneciente al
distrito de Marcavelica, una vez recolectado los frutos se trasladd hacia las instalaciones del
laboratorio de anélisis de Alimentos de la Universidad Nacional de Frontera ubicado en Av.

Pert Canada S/N, Nuevo Sullana, para su procesamiento y obtencién de la cascara.

2.2.2. ldentificacién taxonémica

Se recaudd varias muestras de ramas con hojas y flores que son caracteres anatomicos foliares
de la planta de mango ciruelo, las mismas que se prenso y deshidrato expuestas a la radiacion
solar, luego se monto y etiqueto en un carton de acuerdo a las indicaciones del proveedor del
servicio y se ingresaron a la coleccion botanica del Herbarium Truxilliense de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion. ElI material
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en estudio fue identificado como Spondias dulcis, tal como se muestra en la Figura 2 con el
Registro N°63636 del Herbarium Truxilliense.
Figura 3

Identificacion taxonomica de la especie vegetal. Este material vegetal identificado como

Spondias dulcis depositado en la coleccion del Herbarium Truxilliense

Nota: El ejemplar ingreso con el registro N°63636 del Herbarium Truxilliense.

2.2.3. Elaboracién del extracto etanolico

El extracto etandlico de Spondias dulcis se elaboré de acuerdo a lo descrito por Linares et al
(2018) con algunas modificaciones; las cascaras de mango ciruelo se llevo a un proceso de
deshidratado, se trituro, luego se macero con disolvente de etanol de 70° por 15 dias agitando
manualmente por 20 minutos una vez cada 24 horas se filtrd y concentr6 en equipo rotavapor
para extraer el solvente (etanol) hasta obtener un extracto viscoso. El procedimiento
experimental de este proceso se muestra en la Figura 4 y cada una de las etapas del proceso, se
detallan en las subsecciones siguientes:
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Figura 4

Procedimiento para la elaboracion del extracto etanélico de Spondias dulcis

Frutos de mango ciruelo
| Recepcion I
B

| Seleccion |

L ______ +» Frutos no aptos

Frutos aptos

Aguaclorada S0 ppm - — - — — +| Lavado |
l Pelado l
r ------- » Pulpa, semilla y zumos
Epicarpio(cascara) i T40°C |
l 1 : 24 horas E
Secado en estufa P ’
l ____________ » Agua
Cascaras secas
Molienda y tamizado
Cascara secal, molidas y
tamizadas
l ¢ Con Agitacion ;
Etanol 70° ey [ Maceracion ‘ ———— 15 dias ;
| filtrado |
------------ » Bagazo
Extracto filtrado
‘ + Presion: 100mBar :
Concentracion » Tiempo: 60 min :
.............. » Etanol

Extracto

Nota: La figura muestra la secuencia, materiales, insumos y pardmetros que intervinieron en
la obtencion del extracto etanolico. Elaboracion propia (2022).



A continuacion, se detalla se detallara el proceso de la obtencion del extracto basando en
el proceso descripto por Linares et al. (2018), con ciertas modificaciones del autor:

Recepcion: frutos de Spondias dulcis se llevd a los Laboratorio de Tecnologia de los

Alimentos de la Universidad Nacional de Frontera, para su procesamiento inmediato.

Seleccion: En este proceso, por medio de un reconocimiento, visual, se seleccionaron
manualmente los frutos verificando especificamente sin signos de estropeo durante el
transporte, los frutos severamenteestropeados se consideraron como no aptos para el
proceso y se descartd. Los frutos calificados como aptos cumplan con los criterios de

inclusién como se indican en la subseccion 2.1.1.

Lavado: Los frutos que se encontré aptos fueron lavados con agua clorada a 50 ppm por
un tiempo de 2 minutos para eliminar las impurezas fisicas y principalmente

microbiol@icas que puedan estar presentes en la superficie de los frutos.

Pelado: Luego del lavado se dejo reposar los frutos por 5 minutos, inmediatamente
después se les retirb la cascara, mientras que la pulpa, semillas y zumo, se
recolectaron de forma separada para una adecuada disposicion por no ser de utilidad en el

presente estudio.

Deshidratado en estufa: Las cascaras del mango ciruelo se pesdy coloco en estufa
a 40°C hasta que el peso de la muestra seca se estabilizd. Este proceso requirid un tiempo

de 24 horas. Para comprobar el peso de las cascaras se utilizd una balanza de precision.

Molienda y tamizado: Las céscaras secas se trituro en un molino elétrico y se tamiz6
con malla n°® 70 para estandarizar el tamafio de las particulas y favorecer el proceso de
liberacion de metabolitos durante el proceso de macerado.

Macerado: Se pes6 200 g de polvo seco y se colocaron en un frasco de vidrio color &ambar
de 500 ml, luego se agregaron 400 ml de etanol de 70 °, se tapd el frasco y se ubico en un
lugar oscuro, protegido de la radiacién luz para evitar perdida de compuestos
antioxidantes. En estas condiciones, se dejo macerar por 15 dias, aplicando agitacion

manual por 20 minutos cada 24 horas.

Filtrado: La solucion macerada en etanol se filtr6 usando papel Whatman # 1, esta

operacion permitid separar gran parte de los solidos en suspensién, descartando asi los

27
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solidos conocidos comUnmente como bagazo.

Concentracion: El extracto filtrado se concentrd en un equipo rotavapor con el fin de
eliminar el solvente, las condiciones de operacion fueron a una presion reducida (100
mbar), temperatura de 40 °C por un tiempo de 60 minutos. El extracto en forma de pasta
se colocoenun frasco estéril, luego se almaceno en un desecador provisto con gel
silice hasta su uso, el desecador se cubrid papel aluminio con fin de impedir el paso de la

luz solar.

2.2.4. Caracterizacion fisicoquimica del extracto

Se realizd la caracterizacion del extracto en base a los siguientes indicadores; densidad, pH y
contenido de fenoles totales.

Densidad:
La densidad se determinara por el método de picndmetro descrito por Oliag (2020), cuyo céalculo
se rige de acuerdo a la formula siguiente:

We

pE=
Ve

(1)
Donde: p E corresponde a la densidad del extracto; W e representa el peso del extractoy V e es

el volumen del extracto.

Potencial de hidrogeno -pH:

Para obtener lectura de pH se hard segun lo especificado en la norma mexicana para
determinacion de pH en alimentos (NMX-F-317-S-1978) para lo cual se uso6 el equipo pH-
metro digital debidamente calibrado con soluciones buffer de 4.0 y 7.0, luego se introducird el

electrodo en un recipiente que contendra la solucidon del extracto y se realizaré la lectura.

Contenido de fenoles totales:

Para hallar el contenido de Fenoles totales se empleara el método Folin-Ciocalteu, empleando
espectrometria de UV visible, segun el procedimiento descrito por Blainski et al (2013), los

resultados seran expresados en equivalentes de acido galico.
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2.2.5. Preparacion de las concentraciones del extracto

Se prepard una solucion madre, donde se pes6 9 g extracto, como diluyente se utilizé 28.8 de
agua destilada,1.2ml de dimetilsulféxido (DMSO), en un matraz esterilizado, seguidamente se

midid en las concentraciones; al 10 %, 30 % y 50 %.

2.2.6. Preparacion del inoculo.

Primero, se reactivd el hongo Colletotrichum gloeosporioides, en agar papa dextrosa
usando la técnica siembra por estrias en placas Petri incubandose a 28 °C por 5 dias hasta
alcanzar su crecimiento correspondiente.

Figura 5

Procedimiento de reactivacion de Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum gloeosporioides

Agar papa dextrosa = = == == = = = - - i
on: 20909090 |messmmemson ) N
Incubacion : 28% x 5 dias |
| R A L S SO 35 S ey A £ S

Popestiiag = T miEmiemiemam l

Siembra en placas

l

Obtencion de discos de 0.5 cm

Nota: La reactivacion del hongo se realizd segln lo descrito por Saavedra (2022).

2.2.7. Pruebas de inhibicidn de crecimiento a nivel in vitro

Se realizaron 4 pruebas a nivel in vitro incluyendo el control; | Se realizaran la prueba in vitro
de sensibilidad antifingica de acuerdo a los procedimientos establecidos por la Organizacion
Panamericana de la Salud (1992).

Determinacion del efecto antifingico

Con la ayuda de una pipeta se midio la solucion madre para cada concentracion del extracto la
cantidad de ml que se necesita y se vertidé en un matraz pequefio junto con 20 ml de PDA; se

agitd hasta que todo quede homogéneo la mezcla y se vertio en la placa Petri previamente
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esterilizada, este paso se repitio para las demas concentraciones. Posteriormente solidificado el
medio se colocé en cada cuadrante de la placa, 4 discos de 5 mm del hongo Colletotrichum
gloesporioides; todas las placas fueron selladas por film e incubadas a una temperatura de 28°C
yseevalioal 1, 3,5, 7,10y a los 15 dias.

Célculo de porcentaje de inhibicion

Para realizar el calculo del porcentaje de inhibicién se considerd el promedio del halo,
menos (-) el tamario del disco (0.5 cm) generando el tamafio real del halo. (Guo et al.,
2006).

Formula:

I [C _ T] 100
= X
C

2.2.8. Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados en software IBM SPSS Statistics, se aplico la prueba de Analisis de
Varianza (ANOVA) vy la prueba de rangos multiples para determinar diferencias significativas

entre los tratamientos.

3. RESULTADOS

3.1. Obtencion del extracto

Se obtuvo el extracto etanélico de aspecto viscoso con las siguientes caracteristicas; macerado
con un solvente en este caso etanol de 70°, el extracto presente un color marrén oscuro, con su
olor caracteristico muy intenso. Para la elaboracion del extracto se utilizé 20.119 Kg de frutos
de mango ciruelo; la céscara constituyo aproximadamente el 23% del peso total del fruto,
obteniéndose a partir de 4.631 kg de cascaras frescas, las cuales fueron deshidratadas en una
estufa a 40° por 24 horas, donde se obtuvo un peso de 1.579 kg, las mismas que presentaron un
alto contenido de humedad (66 %). Durante el proceso de molido y tamizado de las cascaras
secas se produjo una merma del 14 %, obteniendo 1.357 Kg de polvo seco. Por cada 100 g de
polvo seco macerado en 200 ml de etanol al 70% se obtuvieron 15.67g de extracto seco.
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En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del extracto etan6lico de la cascara

de Spondias dulcis (mango ciruelo). En esta tabla se muestra el promedio de los pardmetros

de pH, densidad y fenoles totales. Se evidencia que el pH del extracto es de tipo muy &cido,

tiene una alta densidad y presenta un considerable contenido de fenoles totales.

Tabla 4.

Nivel de pH, acidez y contenido de fenoles totales del extracto.

Nivel de pH, y contenido de fenoles totales del extracto

Pardmetro Unidad Promedio Desv. Est.
. 3.35
pH A 0.18
Densidad g/ml 0.84 0.04
Fenoles totales mg AGE/100g ** 48.95 2.71

Nota: (*) El valor es adimensional, (**) expresado como equivalente a ac, galico por cada

100 g de extracto.

3.3. Prueba de efectoinhibicion sobre el hongo

Se evalu6 la medida de diametro de los halos de inhibicion generados por el extracto etanolico

de la c&scara de mango ciruelo, en concentraciones de 10 30 y 50%. Como control se empled hongo

con agar sin extracto.

Figura 6

Pruebas de difusion en placa; medida del porcentaje inhibicion de crecimiento de hongo
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Nota. La concentracion mas alta de 50% presento un mayor efecto de inhibicion de crecimiento

durante los dias.
Tabla 5.

Anadlisis de varianza para los resultados de la prueba de difusion en placa

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
PRIMER_DIA_PORC_INH Entre grupos 0134180 7 1304883 541703 000
Dentro de
oo 57,813 24 2.409
, Total 9191,992 31
TERCER_DIA_PORC_INH Entre grupos 56616992 7 8088142 2344035 000
Dentro de
oo 82,813 24 3451
, Total 56699.805 31
QUINTO_DIA_PORC_INH Entre grupos 58762305 7 8394615 3684.037 .000
Dentro de
orupos 54688 24 2279
, Total 58816.992 31
SEPTIMO_DIA_PORC_INH Entre grupos 61724219 7 8817746 11286.714 000
Dentro de
orunos 18,750 24 781
’ Total 61742969 31
DECIMO_DIA_PORC_INH Entre grupos 50662500 7 8523214 5454.857 000
Dentro de
orunos 37.500 24 1,563
, Total 59700,000 31
DECIMOQUINTO_DIiA_PORC_INH Entre grupos 50762500 7 8537500 9366857 000
Dentro de 21875.000 24 911
grupos
Total 59784375,000 31

Nota. En esta tabla 5 se evidencia que se encontrd diferencias significativas entre los grupos
por lo tanto el extracto puede inhibir el desarrollo del hongo. Fuente: ANALISIS POR IBM

SPSS STATISTICS 22.
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4.  DISCUSION

Los analisis realizados en este trabajo con respecto al contenido de polifenoles totales arrojaron
un promedio de 48 mg AGE/100g de extracto etandlico obtenido del macerado de la cascara
de mango ciruelo (Spondias dulcis), véase en la tabla 4, mientras que Rodriguez, (2021) reporto
un promedio menor de 18mg AGE/100g en extractos elaborados a partir de la pulpa de
Spondias dulcis, por lo tanto, se podria decir que el tiempo de macerado influye en los
resultados. Por lo tanto, a mas tiempo de macerado se podria obtener mayores resultados. Por
otro lado, tiburski. et al (2011) reporto un promedio de 260 mg AGE/ 100g en pulpa de
Spondias mombin un familiar de los anacardos.

En el trabajo de (Pechyen et al., 2022) en su metodologia detalla que su muestra de cascara de
Spondias dulcis lo llevo a un proceso de hervor con agua desionizada durante una hora ,en sus
resultado de fenoles totales obtuvo un promedio de 10,27 + 0,46 mg CAE/g de extracto. Siendo
un valor menor reportado con respecto a este estudio podriamos decir que la temperatura y el
tipo de solvente puede que influya de manera significativa.

Neto y De Melo (2019) reportaron un valor promedio de pH=2,28 de frutos de madurez
comercial mientras que en lo reportado en este caso que es la cdscara macerada en etanol nos
da un promedio de pH=3.35, donde se podria decir que la cascara tiene un valor elevado de pH.
En los resultados del presente estudio el extracto etandlico de la céscara sub producto de
Spondias dulcis en un principio solo se diluyo el extracto con DMSO y se mezcl6 con 20 ml
de PDA, al pasar los dias de medicién solo el hongo crecid el en el tratamiento control
(PDA+C.gloesporioides), debido a la acidez del extracto, por lo tanto se reformulo una nueva
solucién madre (PDA+extracto+agua destilada) y a partir de esta solucion se realizaron 3
tratamientos: T1(10% de solucion madre+PDA), T2(30% de solucién madre + PDA), T3(50%
de solucion madre + PDA) mas un control T4 (PDA + gloesporioides), donde el T3 mostro
un 75 % de inhibicion. De igual modo Bautista et al. (2002), evalud el porcentaje de inhibicion
micelial del extracto acuoso de hojas y tallos de Spondias purpurea sobre Colletotrichum
gloeosporioides encontrando un porcentaje de inhibicion de un 50% y 37.5 % respectivamente.
Se podria decir que la cascara de Spondias dulcis presenta un mayor porcentaje de inhibicion
que las hojas y tallos de las demas especies pertenecientes al género Spondias. Asi mismo se
ha reportado que los extractos acuosos de hojas de Citrus limon L. (limon), Persea americana
Mill. (palta), mostraron porcentajes de inhibicion miceliar del 100 %, mientras Tamarindus
indicus L. (tamarindo) y Pouteria sapota (Jacq) mostraron un porcentaje de inhibicion de 65y

52.5% respectivamente, por otro lado, los extractos acuosos de tallos Tamarindus indicus L.
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(tamarindo), Achras sapota L. (zapote), mostraron un porcentaje de inhibicion de 42.5 % en
cambio la Carica papaya L.(papaya) y Dyospiros ebenaster Retz. (Zapote negro) presentaron
un porcentaje de inhibicion menor de 35% (Bautista et al. 2002).

En otro estudio desarrollado por Marisco et al. (2017), donde evaluaron el efecto antifungico
de los extractos etanolicos de las hojas de Spondias purpurea, recolectadas en Bahia-Brasil. El
microorganismo diana fue el fitopatdgeno Moniliophthora perniciosa, el cual afecta
principalmente a los cultivos de cacao ocasionando la enfermedad cominmente conocida como
“escoba de bruja”, los resultados evidenciaron una capacidad de inhibicién del 60% a una
concentracion de 10 mg/mL. El hongo sufre estrés oxidativo debido a la presencia de terpenos
dentro del extracto de Spondias purpurea.

Asi también Beg et al. (2022) evaluaron el porcentaje de inhibicion miceliar de 32 de diferentes
partes de 19 arboles angiospérmicos contra el hongo Fusarium lycopersici Sacc. Donde los
extractos de hojas de Spondias pinnata (Linn.F) Kurz presentaron un porcentaje menor de
inhibicion de 26.20 % y el extracto de corteza presento un porcentaje inferior del 14.90%
pudiendo demostrar que el extracto de la cascara de Spondias dulcis podria tener un mayor
efecto contra diversos hongos fitopatogeno, de igual forma se ha encontrado que diversas
plantas presentan propiedades antifingicas contra el hongo Fusarium lycopersici Sacc donde
los extractos acuosos de hoja de Psidium guajava, perteneciente a la familia Myrtaceae,
presento una mayor inhibicién del 89,56%. En sgundo lugar el extracto de hojas de Azadirachta
indica de la familia Meliaceae presento un porcentaje de inhibicion del 73,84% en tercer lugar
los extractos de hojas de Polyalthia longifolia (70,84%), Acasia arabica (69,20%) y Citrus
lemon (69,13%), presentaron un porcentaje de inhibicion menor que extracto etandlico de
cascaras de Spondias dulcis (Beg et al. 2022). Por lo tanto, se observa que la inhibicién micelial
puede cambiar segun la familia y especie. Asi mismo Field et al., (2006) y Giordani et al.,
(2008) mencionan que actividad antifingica de los extractos acuosos de las plantas antes

mencionadas es debido a la presencia varios compuestos bioactivos.
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CONCLUSION

Se obtuvo 15.67 g del extracto etandlico a partir de la cascara de Spondias dulcis, el
cual presento una coloracién marron oscuro, un olor caracteristico, aspecto viscoso.
Posteriormente se prepararon tratamientos utilizando diferentes concentraciones del

extracto etanodlico (10,30 y 50 %), compuesto por extracto, DMSO y agua destilada.

Se logro caracterizar el extracto donde se obtuvo un pH promedio de 3.35 y acidez de
1.28 (dato no mostrado), en cuanto al contenido de fenoles totales se obtuvo un
promedio de 48 mg expresado en AGE, con una densidad de 0.84 g/ml por cada 100g

de extracto.

Se logro determinar la actividad inhibitoria del extracto etandlico a nivel in vitro sobre
el hongo Colletotrichum gloeosporioides, mediante la prueba de difusién en placa,
donde se evidencio que el hongo objetivo frente al extracto a una concentracion del 50
% luego de 15 dias se observé una mayor inhibicion micelar del 75 %, mientras que el
extracto a una concentracion del 30 % logro un porcentaje de inhibicién micelar del
65%, concluyendo que mediante estudios a nivel in vitro el extracto de la cascara de
mango ciruelo (Spondias dulcis) presenta actividad inhibitoria contra el hongo

Colletotrichum gloeosporioides.

RECOMENDACIONES

Se recomienda determinar el nivel de capacidad antioxidante del extracto de Spondias
dulcis por métodos como DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

Se recomienda aplicar el extracto en otros tipos de microrganismos que estén ligados
de interés alimentario.

Se recomienda estudiar el hueso en extracto etanolico de este fruto para cubrir ese

espacio vacio de conocimiento.
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8. ANEXOS

Figura 7

ldentificacion taxondmica

Figura 8

Frutos de Spondias dulcis pelados




Figura 9

Céscara de Spondias dulcis
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Figura 10

Molienda de la Cascara de Spondias dulcis
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Figura 11

Macerado de las cascaras molidas de Spondias dulcis con etanol

Figura 12

Filtrado de la solucion macerada

44



Figura 13

Concentracion del extracto en equipo rotavapor

figura 14

Extracto seco almacenado en desecador
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Figura 15

Medicién de la densidad del extracto

Figura 16

Medicién del pH del extracto
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Figura 17

Medicion de fenoles totales
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Figura 18

Reactivacion e incubacion del hongo




Figura 19

Medicidn de crecimiento del hongo sobre el extracto dia 1
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Figura 20

Medicidn de crecimiento del hongo sobre el extracto dia 3




Figura 21

Medicion de crecimiento del hongo sobre el extracto dia 15
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Figura 22

Gestion de autorizacion de permiso hacia el proveedor para el recojo de muestra vegetal




