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RESUMEN

Evaluacidén de la actividad antioxidante y antimicrobiana de cuatro residuos

verdes
Palabras clave: residuos verdes, antioxidantes, antimicrobianos

Los residuos verdes estan constituidos por residuos de alimentos, agroindustriales
y agroforestales y su volumen se ha ido incrementando generando problemas de
contaminacion ambiental y en la salud humana. Tales residuos son una fuente
potencial de compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos, los cuales
ademas de ser antioxidantes, poseen actividad antimicrobiana y antifangica. Por lo
que se probaron extractos (acuosos y etanol 70%) de residuos de semilla de
aguacate (Persea americana), orégano (Lippia sp.), café (Coffea sp.) y ruezno
(Carya illinoensis illinoensis). De tales extractos se determind que el extracto de
orégano con etanol fue el que presentd el mayor rendimiento con 22.71%, de igual
tuvo una mayor concentracion de fenoles totales (268.75 mg EAG/g ES) y de
flavonoides (121 ECA/g ES). Tal extracto también tuvo la mayor actividad
antioxidante respecto a los radicales ABTS (CEso 248.91) y DPPH (CEsg 573.14).
Las pruebas de actividad antimicrobiana de todos los extractos se realizaron a
concentraciones de 500, 1000 y 2000 ppm, contra cuatro microorganismos
fitopatdgenos, presentandose inhibicién por parte de los extractos etandlicos de
semilla de aguacate y orégano, principalmente contra las bacterias Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis y Xanthomonas vesicatoria, nula inhibicién
respecto al hongo Phytophtora capsisi, asi como una moderada inhibicion contra
Nalanthamala vermoesenii. Los residuos de orégano y semilla de aguacate
resultaron ser eficaces contra patégenos que causan enfermedades en plantas de
importancia econémica. Se recomienda analisis posteriores a nivel invernadero

para determinar la toxicidad de los extractos con potencial antimicrobiano.

Vi
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ABSTRACT

Evaluation of the antioxidant and antimicrobial activity of four green waste
Key words: green waste, antioxidants, antimicrobial

Green waste is made up of food, agro-industrial and agroforestry residues and its
volume has increased, generating problems of environmental pollution and human
health. Such residues are a potential source of bioactive compounds, such as
phenolic compounds, which in addition to being antioxidants, possess antimicrobial
and antifungal activity. Extracts (aqueous and 70% ethanol) of avocado seed
waste (Persea americana), oregano (Lippia sp.), spent coffe (Coffea sp.) and
ruezno (Carya illinoensis illinoensis). From these extracts was discover that the
ethanolic extract from oregano presented the highest yield with 22.71%, as the
higher concentration of total phenols (268.75 mg EAG / g ES) and flavonoids (121
ECA / g ES). Such extract also had the highest antioxidant activity against the
ABTS radical (EC50 248.91) and DPPH radical (EC50 573.14). The antimicrobial
activity tests of all the extracts were carried out at concentrations of 500, 1000 and
2000 ppm, against four phytopathogenic microorganisms, showing inhibition the
ethanolic extracts of avocado seed and oregano, mainly against the bacteria
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis and Xanthomonas vesicatoria, no
inhibition regarding the fungus Phytopthtora capsici, as well as a moderate ihibition
against Nalanthamala vermoesenii. The residues of oregano and avocado seed
turned out to be effective against pathogens that cause diseases in plants of
economic importance. Further analysis at the greenhouse level is recommended to
determine  the  toxicity @ of extracts with  antimicrobial  potential

VI



Silvia A. Aguirre de la Serna CIIDIR IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestiébn Ambiental

I. INTRODUCCION

Lo que actualmente se conoce como residuos verdes, son aquellos que estan
constituidos principalmente por residuos de alimentos, residuos agroindustriales y
agroforestales (Kuppusamy et al., 2015), los cuales se han incrementado debido a
la creciente industrializacién y consumismo, generando contaminacion ambiental
e impactos en la salud humana debido a la incorrecta gestion de tales residuos
(Cortinas, 2002)

Sin embargo, estos residuos pueden ser aprovechados por sus componentes
bioactivos, es por esto que se eligieron para esta investigacion los residuos de
orégano (Lippia sp.) que se generan después de la extraccién de aceite esencial,
semilla de aguacate (Persea americana Mill.), residuos de café (Coffea sp.) que se
obtienen al preparar la bebida que lleva el mismo nombre y residuos de ruezno de
nuez pecanera (Carya illinoensis illinoensis (Wangenh) C. Koch ).Residuos a los
cuales comunmente no se les da un uso alternativo y terminan como basura, se
queman a cielo abierto o se dejan en el campo como en el caso del ruezno,

generando problemas de contaminacion.

Existe evidencia de que estos residuos poseen compuesto fendlicos los cuales no
sblo proporcionan actividad antioxidante sino también otros mecanismos

preventivos como actividad antibacteriana y antifingica (Duenas et al., 2009).

Esto aunado a que en México y el mundo, dentro de las principales causas en las
pérdidas de productividad de los agroecosistemas se debe a enfermedades
ocasionadas por hongos, virus y bacterias (Ferrar-Cerrato y Alarcon, 2010), tales
como las bacterias Clavibacter michiganensis subsp michiganensis, Xanthomonas
vesicatoria y hongos como Phytopthora capsisi y Nalanthamala vermoesenii.
Enfermedades que generan grandes pérdidas econémicas para los productores y
que comunmente se contrarrestan con plaguicidas sintéticos los cuales generan

envenenamiento en agricultores y consumidores, contaminacion ambiental, asi
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como resistencia a las plagas y enfermedades que atacan tales cultivos. Estas
sustancias quimicas son ampliamente usadas debido a que existe poca
divulgacion respecto a la aplicacién y funcionalidad de los plaguicidas botanicos
(Barrera-Necha et al., 2008; Pérez, 2012).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es determinar la actividad tanto
antioxidante y antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de los residuos de
semilla de aguacate, café, orégano y ruezno, para sugerir un uso alternativo viable
y por lo tanto un posible valor agregado a tales residuos. Siempre con el objetivo
de disminuir el impacto ambiental que estan generando actualmente dichos
residuos.
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Il ANTECEDENTES

Las frutas, verduras y especias son parte importante de una buena
alimentacion, estos generan residuos en grandes cantidades, lo que representa un
grave problema para el medio ambiente. Dentro de esta investigacién se
considera que los residuos son cualquier material, producto, insumo, subproducto
que se genere durante el procesamiento de estos alimentos, los que se desechan.
Y se han incrementado debido a la creciente industrializacién y consumismo,
generando contaminacién ambiental debido a la incorrecta gestion de tales
residuos (Cortinas, 2002). Sin embargo, estos residuos pueden ser aprovechados
por sus componentes bioactivos, por lo que se han realizado esfuerzos para
reutilizarlos (Duda-Chodak y Tarko, 2007).

2.1 Residuos Verdes (RV)

2.1.1 Generalidades

Lo que actualmente se conoce como residuos verdes, son aquellos
que estan constituidos principalmente por residuos de alimentos, residuos
agroindustriales y agroforestales (Kuppusamy et al., 2015).

De acuerdo con Pinto y Zilberman (2014), la agricultura genera gran
cantidad de este tipo de residuos verdes, se estima que produce 140 billones de
toneladas métricas a nivel mundial de biomasa. Como fuente de residuos verdes
provenientes de la agricultura tenemos las ramas caidas, hojas y flores de arboles,
recortes de césped, lo residuos generados por la poda de arboles y arbustos,
malas hierbas y residuos de jardineria, todos estos considerados como basura.

2.1.2 Problematica de manejo de RV
Segun Pinto y Zilberman (2014), queda de manifiesto que el
aumento en el volumen y el tipo de residuos verdes que se produce a nivel
mundial representa un problema para la gestibn y minimizacién de residuos.
Dichos problemas se han generado principalmente por el manejo inapropiado que
se les da a los residuos y su acumulacion, lo cual solo ha contribuido a la
3
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contaminacioén del suelo, aire y agua. Estos problemas se ven aun mas afectados
por los efectos negativos que esta ocasionando el cambio climatico. Por lo tanto
resulta perjudicial la acumulacién de tales residuos verdes, en base a esto se ha
generado una necesidad para poder hacer desarrollos tecnolégicos, siempre y
cuando estos sean respetuosos con el medio ambiente con el fin de poder llegar a
lograr la disminucidn de tales residuos. La jerarquia que suele emplearse dentro
de la politica para su manejo es en primer lugar esta la reduccién de los residuos,
después reutilizarlos, reciclarlos, incinerarlos y recuperar el calor generado y por

ultimo colocarlos en rellenos sanitarios.

De las actividades agroindustriales se obtienen residuos verdes
principalmente como cdascaras, pulpas, como céscaras de nueces o semillas,

paja, entre otros (Kuppusamy et al., 2015).

En México se considera que se generan cerca de 120 millones de
basura al ano, lo cual conlleva a una generacién de 1.2 kg per capita. De esos
millones de basura cerca del 50% son residuos de alimentos y de jardin, es decir
residuos organicos 100% biodegradables. Si se llegara realmente a dar un
aprovechamiento a todos esos residuos organicos solo se generarian 17% de la
basura que en la actualidad se esta produciendo (Aguilar, 2008). Incluso para el
2012 en la Ciudad de México se estimdé que se generaban cerca de 12 mil
toneladas diarias de basura, cantidad con la cual se podria llenar el Estadio
Azteca en aproximadamente tres meses, y de igual manera se determind que

cerca del 40% de estos residuos eran organicos (Cadena et al., 2012).

2.1.3 Ventajas y desventajas del empleo de RV
Kuppusamy et al. (2015) mencionan ventajas y desventajas que se

tienen al emplear residuos verdes para remediacion:

* Ventajas: Estas van desde lo monetario que conllevan que seria algo
econdmico. Seria renovable y accesible.
Se considera seguro desde un punto de vista ecolégico, lo cual a su vez
conlleva a un proceso de limpieza natural y por tanto comenzar una
4
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restauracion del ambiente para intentar lograr que llegue a sus condiciones
originales. Con el manejo de este tipo de residuos verdes se puede
minimizar su desperdicio y por lo tanto la generacion de toxinas.

» Desventajas: Existe un espacio falto de conocimiento sobre el posible
proceso de recuperacién de los ecosistemas. De igual manera existe una
incertidumbre respecto a la interaccién que los residuos verdes puedan

tener con otros microorganismos o contaminantes.

De acuerdo al uso y manejo de los residuos verdes, estos se dividen en residuos
de los alimentos, residuos agroindustriales, agroforestales, principalmente.

2.2 Residuos de alimentos

2.2.1 Generalidades

Segun la literatura y como definicion se puede encontrar que los
residuos de alimentos se consideran aquellas pérdidas de alimentos que se
producen al final de la cadena alimenticia y que se encuentran relacionados con el

comportamiento del consumidor.

Dentro de la clasificacién de los residuos de alimentos existen tres categorias:

a. Pérdidas de alimentos: aquellos residuos que se generan durante la
produccion.

b. Residuos inevitables de alimentos: son los que se generan durante el
consumo (céscaras, centros de frutas, entre otros).
Residuos evitables de alimento: se generan a partir de aquellos alimentos
que pudieron ser consumidos, pero que al final terminan perdiéndose

durante la etapa de consumo (Thi et al., 2015).

2.2.2 Fuentes de los residuos de alimentos

Thi et al. (2015) mencionan que los residuos de alimentos provienen

principalmente de las siguientes fuentes:
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Realizando una revisién general sobre la generacion de residuos de
alimentos, se puede considerar que en los paises en vias de desarrollo los
residuos de alimentos constituyen de 50-55% del total de residuos soélidos. En
paises como Brasil, Malasia, México e India la relacion de residuos de alimentos
en relacion a los residuos sélidos totales es de 54.9%, 55%, 52% y 51%
respectivamente. De estos residuos un gran parte de ellos esta constituido por
residuos organicos. Se estima que la cantidad de generacién de residuos de
alimentos en las zonas urbanas a nivel global incrementara un 44% entre los afos
de 2005 y 2025.

2.2.3 Causas principales de su generacion

Como lo mencionan Girotto et al. (2015), en los paises con ingresos
bajos las causas principales de las pérdidas de alimentos y residuos que se
generan es debido a limitaciones financieras, técnicas y administrativas, de igual
manera debido a las pocas facilidades de refrigeraciéon y almacenamiento bajo
dificiles condiciones climaticas, de infraestructura, asi como los sistemas de
comercializacion y envasado.
En relacion a los paises con ingresos medios y altos las pérdidas aqui se
presentan principalmente por el comportamiento que tiene el consumidor. Por otro
lado los acuerdos que se realizan entre el agricultor y el comprador pueden llegar
a contribuir al aumento de desperdicios de cultivos agricolas. Ya en el nivel de
consumo, el planeo inadecuado del “consumase antes de” genera gran cantidad
de residuos, esto combinado con actitud de indiferencia que presentan los

consumidores
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2.2.4 Principales usos de residuos de alimentos

Actualmente de acuerdo con Thi et al. (2015), los usos que

principalmente se le estdn dando a este tipo de residuos de alimentos se

describen a continuacion:

a)

Alimentacién de animales: se emplea en aquellos paises donde la demanda
de alimento de ganado es muy elevada, teniendo como ejemplo a Japén,
Corea del Sur y Taiwan. En contraste, en paises en vias de desarrollo este
tipo de usos no puede ser aplicado aun, debido a que todo tipo de residuos
sélidos se mezclan y por lo tanto se vuelve muy complicado emplearse para
alimentacién de ganado.

Digestion anaerdbica: es un tipo de aplicacion que se lleva a cabo
principalmente en paises desarrollados como la Uni6n Europea y Asia. Lo
principales problemas a enfrentar con los digestores anaerdbicos son las
fallas técnicas que se generan, su operacién inadecuada y las regulaciones
de su manejo.

Compostaje: este tipo de aplicaciones es considerado como un método
eficiente principalmente para paises en vias de desarrollo. Uno de los
problemas que se tiene en este ambito es que el mercado de las compostas
tiene mucha competencia principalmente con los fertilizantes quimicos.
Incineracién: es un método que podria ser considerado como una manera
eficiente de disminuir el volumen de desperdicios que se acumulan en los
vertederos. Sin embargo su costo seria muy elevado, desde la operacion
técnica hasta el control de residuos de las emisiones de gas.

Vertederos: cerca del 90% del total de los residuos de alimentos termina en
vertederos. Se considera que esta es la disposicion final que mas
comunmente se les da a los residuos de alimentos en los paises en vias de
desarrollo. Uno de los principales problemas que se distinguen en los
vertederos es la generacidén de vectores de enfermedades, afadiendo que
el deposito de residuos de alimentos en vertederos puede aumentar las

emisiones de gas invernadero a una taza de 8%.
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f) Produccion de biocombustibles y bioenergia. Girotto et al. (2015) menciona
que el origen de los residuos de alimentos se encuentra directamente
relacionado con su composicién quimica, teniendo una variabilidad en el
contenido de lipidos, proteinas, carbohidratos, entre otros. Debido a estas
modificaciones existe la producciébn de distintos biocombustibles,
empleandose principalmente bioprocesos o procesos termoquimicos como:

a. Transesterificacion de aceites y grasas para producir biodiesel

Fermentacion de carbohidratos para producir bioetanol o biobutanol

Digestion anaerdbica para producir biogas (gas rico en metano)

Fermentacion oscura para producir hidrogeno

Pirolisis y gasificacion

~ ® oo T

Carbonizacion hidrotérmica

Incineracioén.

Q

2.3 Residuos agroindustriales
2.3.1 Generalidades

Los residuos agroindustriales estan constituidos por cascaras,
vainas, tallos, y pulpa los cuales no se pretenden usar (Vojvodi¢ et al., 2016).

Segun Chapla et al. (2010), actualmente los problemas de
contaminacién se encuentran relacionados con estos residuos agroindustriales
debido a la falta de lugares para su disposicién final asi como la falta de opciones
de tratamiento, esto ha forzado a realizar una bio conversion de este tipo de
residuos a productos de alto valor. El reciclaje es una actividad econdémica viable
que se encuentra en aumento como solucién a algunos de los problemas mas

serios de la humanidad.

Por lo tanto se considera que las grandes cantidades de residuos de
biomasa de plantas las cuales son consideradas como un deshecho tienen el
potencial para ser empleados para obtener productos de alto valor como
biocombustibles, alimento para animales, productos quimicos y enzimas.

8
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De igual manera se han determinado otras aplicaciones para residuos
agroindustriales como para la elaboraciéon de bloques ecolégicos de construccidn
(Fuentes et al., 2015), para la producciéon de metano (Gonzalez-Sanchez et al.,
2015) y Cury et al. (2017) menciona distintas aplicaciones para estos residuos
como son en obtencion de hongos comestibles, en la industria lactea (lactosuero),
produccién de biohidrogeno, elaboracion de compost, entre otras muchas mas

posibles aplicaciones.
2.4 Residuos agroforestales

2.4.1 Generalidades

Los residuos agroforestales son aquellos que se generaran como
consecuencia del mantenimiento y mejoras forestales tales como la poda,
limpiezas, etc., también se pueden generar estos residuos al cortar arboles para
elaborar productos. Todo esto genera residuos los cuales no puedes simplemente
quedarse en el lugar donde se generan ya que pueden incrementar el riesgo de
plagas e incendios (Ochoa, 2014).

Dentro de las investigaciones realizadas para lograr dar aplicaciones
a estos residuos se encuentra la fermentacion en estado solido para la produccion
de hongo Shiitake (Romero-Arenas et al., 2015), obtencion de bioenergia (Suarez
y Martin, 2010), como biofertilizantes (Luna et al., 2013), para la obtenciéon de
carbon activado (Lotfy et al, 2012), para la adsorcién selectiva de metales
(Rosales et al., 2015), entre otras.

Como se mencion6 anteriormente, los residuos pueden aprovecharse
por sus componentes bioactivos, dentro de los restos de alimentos,
agroindustriales y agroforestales, se encuentran el orégano, aguacate, nuez

pecana y café, por lo que se mencionara algunas caracteristicas de estas plantas.
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2.5 Plantas a emplear para esta investigacion
2.5.1 Orégano (Lippia sp.)
2.5.1.1 Generalidades

De acuerdo con Huerta (1997), el nombre de orégano se le da a mas
de 40 especies de plantas mexicanas, las cuales perteneces a las familias
botanicas Compuestas, Labiadas, Leguminosas y Verbenaceas.

Sin embargo comunmente al orégano mexicano se le denomina con
los nombres cientificos de Lippia graveolens H.B.K. y Lippia berlandieri Schauer,
empleandose de forma mas comun este ultimo. Siendo asi que Lippia L. es un
género conformado por casi 200 especies, de las cuales en México se reconocen
31 de ellas (Gonzélez et al., 2011).

2.5.1.2 Produccion mundial de orégano

La produccién mundial de orégano se encuentra distribuida entre
paises exportadores, donde México es el principal productor de orégano a nivel
mundial con el 35-40% de la produccién total mundial, del cual el 85% se exporta
a Estados Unidos y 5% a Europa y Asia. En segundo lugar de produccién mundial
se encuentra Turquia con el 30% (Origanum onites L.) y Grecia en tercer lugar con
una produccion del 22.5%(Origanum vulgare ssp.) (Vivas et al., 2017)

2.5.1.3 Produccion en México de orégano

En México el orégano se considera como un producto forestal no
maderable, la distribucion de especies de orégano se presenta en casi todo
México de forma silvestre, principalmente en zonas aridas y semiaridas. La mayor
obtencién de orégano se presenta en los estados de Durango, Guanajuato,
Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas, incorporandose recientemente
Chihuahua, Coahuila, Oaxaca, Puebla y Tamaulipas (Lépez et al, 2011).
Empleandose para su comercializacion sélo la hoja del arbusto, la cual representa
el 40% de la planta (Rosales, 2015)

Dentro del estado de Durango los municipios con mayor produccion
de orégano se encuentran General Simén Bolivar, Nazas, Rodeo, Cuencamé, El
10
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Mezquital y Mapimi. Reportandose que para el 2005 se obtuvieron 4,729,346
kilogramos de orégano en el Estado de Durango (Lépez et al., 2011).

2.5.1.4 Principales usos del orégano
Algunos de los usos mas comunes que se le da al orégano son los

siguientes:

Medicinales: estudios demuestran que el aceite esencial de orégano posee
actividad biolégica contra hongos, bacterias, insectos y virus, como antioxidante y
desinfectante, asi como antiespasmadico lo cual ha incrementado su exportacion
(Corella-Bernal y Ortega-Nieblas, 2013). Algunos microorganismos patéogenos
contra los que ha sido probado el aceite esencial de orégano se encuentran B.
subtilis, S. aureus, E. coli, S. thyipi, P. aeruginosa (Rivero-Cruz et al., 2011),

Salmonella enterinditis, L. monocytogenes (Reyes-Jurado et al., 2016).

De igual manera es util para tratar enfermedades respiratorias, sifilis, gonorrea,
para infecciones cutaneas, desordenes hepaticos y desordenes menstruales
(Rosales, 2015). Se ha demostrado que extractos de orégano presentan
beneficios para la salud humana contra enfermedades crénico-degenerativas al
tener actividad hipoglucémica, hipotensiva e hipolipidémica, y beneficios contra
enfermedades neurodegenerativas empleando aceite esencial de orégano
(Garcia-Pérez et al., 2012).

Industrial: el Timol y Carvacrol que se obtiene de las plantas de orégano, se
extrae principalmente en empresas ubicadas en Europa y Estados Unidos, los
cuales los comercializan para su uso en la industria alimentaria ya sea como
antioxidante o como conservador de alimentos. De igual manera se ha llegado a
utilizar para limpieza de piezas automotrices y para hacer veladoras (Orona et al.,
2017).

Uso en perfumeria: se utiliza para fabricar jabones y cosméticos asi como de
igual manera forma parte de ciertos perfumes, empledndose como esencia
(Rosales, 2015).
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Usos culinarios: sus hojas principalmente se emplean como condimento para dar
sabor y aroma a los alimentos (Rosales, 2015), asi como para la elaboracion de

embutidos (Corella-Bernal y Ortega-Nieblas, 2013).

Agroindustrial: como aceite esencial de orégano se le emplea debido a su
activada contra hongos, bacterias, insectos y nematodos (Rosales, 2015), debido
a esto se emplea en granos almacenados lo cual podria sustituir el uso de
agroquimicos en estos productos post cosecha y por lo tanto disminuir el impacto
en el ambiente generado por los agroquimicos (Orona et al., 2017). De igual
manera el aceite esencia ha sido probado contra algunos microorganismos
fitopatbégenos como Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Gonzéalez-

Espindola et al., 2011) y Alternaria alternata (Rodriguez-Garcia et al., 2015)

Obtencion de aceite esencial de orégano: como se menciona anteriormente la
mayoria de las aplicaciones o0 usos del orégano es a partir de su aceite esencial el
cual es uno de los productos principales que se obtiene a partir de la hoja, este
producto en México se comercializa principalmente con Estados Unidos de
América, ltalia y Japdén. Cuando se realiza el proceso de extraccion del aceite
esencial de las hojas de orégano, por el proceso que sea, se genera un residuo
que se conoce como “bagazo” el cual es un residuo vegetal que constituye
aproximadamente cerca del 90% en pesos seco de su peso al inicio (Rosales,
2015) y es este es uno de los residuos empleados en esta investigacion.

Por otra parte cuando se obtiene dicho aceite esencial se obtiene un rendimiento
que se encuentra entre 2% y 6%, esta variacion se debe a la altitud del lugar de
cultivo, época de recoleccion, entre otros (Acevedo et al., 2013), otra razén por la

cual se emplea ese residuo para su investigacion.

2.5.1.5 Usos del residuo de orégano

De acuerdo con Meléndez et al. (2013) los residuos de orégano
obtenidos después de la extraccidén de aceite esencial pueden ser empleados para
fermentacién en estado sélido. Mientras que Oumam et al. (2013) sugieren que

12
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estos mismos residuos puede ser una buena opcién para la obtencion de carbdén
activado.

De igual manera se han realizado analisis para el compostaje de los residuos de
orégano (Corral, 2011).

2.5.2 Aguacate (Persea americana Mill.)
2.5.2.1 Generalidades

Persea americana Mill. es una arbol que se puede encontrar
principalmente en México, Guatemala y Antillas. Las variedades mas
comercializadas en el mercado internacional son las provenientes de Guatemala
o Mexicana, particularmente Hass, Fuerte y Nabal, siendo reemplazada la
variedad Fuerte por la Hass debido a su calidad, productividad y resistencia al
manejo comercial. En Estados Unidos se tiene un mayor consumo de aguacate
variedad Hass, mientras que en Europa las principales variedades que se
consumen son Hass y Fuerte (Secretaria de Economia, 2012).

Lo que comunmente se conoce como aguacates, son los frutos de
esta planta, entre las caracteristicas de este fruto es que tiene una cascara de
color verde olivo y una pulpa de color verde amarillo (Giffoni et al., 2009)

En México se pueden encontrar distintas variedades de aguacate
como lo son el Hass, Fuerte, Criollo, Bacén, Pinkerton, Gwen y Reed, los cuales
se encuentras disponibles en distintas épocas del afio (SAGARPA, 2011) y
poseen caracteristicas diferentes en cuanto a apariencia, tamafo y susceptibilidad
al frio (Imafidon y Amaechina, 2010).

2.5.2.2 Produccion mundial de aguacate

En cuanto a la produccion mundial México ocupa el primero lugar
con un tercio de la produccion global, seguido de paises como Chile y Republica
Dominicana (Ayala y Ledesma, 2014).
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2.5.2.3 Produccion en México de aguacate

Segun lo reportado por SIAP (2017) los principales estados en México
productores de aguacate son Michoacan, Jalisco y Estado de México. Teniéndose
un promedio de produccién entre el 2007 y el 2016 de 1,375 miles de toneladas de
las cuales se exporaron mas de un millébn de toneladas. Esto convierte a México
en el pais con la mayor produccién de aguacate a nivel mundial, teniendo como

principales destinos de exportacién de aguacate a Estados Unidos y Japén.

2.5.2.4 Usos del aguacate

Industrializacién del aguacate. El aguacate sufre procesos en la industria
principalmente para la obtencion de aceite de aguacate debido a su calidad
nutricional al contener entre 80-85% de acidos grasos insaturados ayudando a
disminuir el riesgo de padecer arterosclerosis. Por otro lado se industrializa el
aguacate para la conservacion de su pulpa, lo cual ocurre mediante su
congelamiento, teniendo principalmente la presentacién de guacamole debido a su
gran aceptacion en el mercado mundial (SAGARPA, 2011). De igual manera el
aguacate se emplea como base para elaborar productos untables en canapés,
papas fritas, y galletas (Olaeta, 2016).

Cosmeéticos. El aguacate procesado se puede emplear directo como aceite o
emplearse en la elaboracion de cremas corporales, cremas faciales, champus,

jabones, rimel y lapiz labiales (Ornela y Yahia, 2002).

Propiedades medicinales: La infusién de las hojas de aguacate se emplean para
contrarrestar padecimientos como la fiebre, calambres menstruales y migrafa,
cansancio, resfriados y tos. El aceite de aguacate se puede emplear para aliviar
malestares ocasionados por reumatismo y gota, frotandolo directamente en el area
afectada. Algunos otros malestares con los que coadyuva el aguacate son la mala
digestion, flatulencias, problemas renales, y de la piel (Pérez et al., 2015; Ornela y
Yahia, 2002).
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Fuente de alimento: La produccion del aguacate se da debido principalmente a la
demanda que existe debido a su consumo como alimento, ya que su pulpa es una

buena fuente de energia, proteina y minerales (Pérez et al., 2015).

Actualmente existe una tendencia global sobre el procesamiento de
frutas, de tales procedimientos se obtienen subproductos como la semilla del
aguacate la cual normalmente se desecha y por eso se plantea su analisis en esta
investigacién (Giffoni et al, 2009), ademas de que la cascara y semilla del
aguacate representan cerca del 33% del peso total de esta fruta (Dreher vy
Davenport, 2013), y la semilla por si sola constituye del 13-18% del total del
aguacate (Padilla-Camberos et al., 2013) y esto ultimo comunmente termina en la

basura.

Como ya se habia mencionado estos subproductos pueden
ocasionar problemas ecoldgicos lo cual a su vez traen como consecuencia que
aumente el nimero de insectos y roedores (Giffoni et al., 2009). Sin embargo este
tipo de residuos puede ser de gran interés para la industria ya que puede ser
usado para la obtencién de componentes bioactivos (Dreher y Davenport, 2013).

2.5.2.5 Usos de los residuos del aguacate

Como se aprecia anteriormente el consumo que se tiene del
aguacate es principalmente de su pulpa, por lo que comunmente la cascara y la
semilla se desechan. Sin embargo se ha probado que estos residuos poseen
actividad antioxidante, se ha evaluado la extraccion de pigmentos, harinas y/o
almidén. Asi como ambos residuos pueden ser transformados en composta o
como alimento para ganado, e incluso se han realizado pruebas para la obtencion

de biocombustibles (Mufioz y Rojas, 2016).

2.5.2.6 Usos de la semilla de aguacate

Dentro de los usos que se le dan a la semilla de aguacate, es
empleado como una fuente de agentes fitoterapéuticos, los cuales comunmente se
han utilizado para tratar infecciones tanto micéticas como parasitarias. De igual
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manera se conoce que las semillas del aguacate se emplean para disminuir el
dolor muscular, es decir que tiene efectos anestésicos. Debido a que en las
semillas de aguacate se ha logrado identificar fitoesteroles, triterpenos, acidos
grasos, dimeros de flavonoides, proantocianidinas y acido abscisico. Algunos de
los antes mencionados se encuentran relacionados con efectos larvicidas y
actividad antifungica (Giffoni et al., 2009). En Nigeria se emplea el extracto acuoso
de la semilla de aguacate para tratar los problemas de hipertension (Imafidon y
Amaechina, 2010).

Mufos y Rojas, 2016 mencionan que incluso la semilla de aguacate
ha sido probada para tratar agua con azul de metileno preparada en laboratorio,
mediante su transformacion a carbén activado, o convertir el residuo en compost.

Existen una gran variedad de investigaciones que demuestran que a
partir de extractos obtenidos de la semilla de aguacate, estos presentan actividad
antimicrobiana al ser probada contra distintos microorganismos patégenos como
E.coli, K. pneumonia, B. subtilis, S. aureus, S. typhi, Candida albicans (ldris et al.,
2009), B. cereus, L. monocytogenes, Pseudomonas spp Yy A. niger (Rodriguez-
Carpena et al., 2011).

2.5.3 Nuez pecanera (Carya illinoensis (Wangenh) C. Koch)
2.5.3.1 Generalidades

El arbol de donde se obtiene esta nuez llega alcanzar una altura de
hasta 30 metros y su edad llega a ser mayor de 100 afnos. El fruto que se obtiene
de esta planta, la nuez pecan, es una drupa seca que tiene una forma oblonga y
elipsoidea con un largo de 3-5 cm, tiene una parte comestible (embridén), una
cascara delgada (endocarpio liso) y un epicarpio y mesocarpio los cuales tienen la
caracteristica de ser carnosos, estos Ultimos se abren en la madurez y forman
cuatro valvas longitudinales (ruezno) (Frusso, 2007).

Existen un gran numero de variedades de cultivos de nuez, segun la
variedad sera el tipo de polinizacién, es decir, que dentro de la polinizacion
temprana (protandra) se encuentran variedades como Apalache, Caddo,
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Cheyenne, Desirable, Lipan, Mandan, Oconee, Osage, Pawnee, Prilop, Waco y
Western. Mientras que las pertenecientes al grupo de protégina (flor hembra
temprana) se encuentran las variedades Apalache, Elliot, Forket, Hopi, Kanza,
Lakota, Nacono, Sioux y Wichita (Lozano, 2013).

2.5.3.2 Produccion mundial de nuez

Las areas de mayor produccién de nuez en el mundo se encuentran
entre los 25° y 35° de latitud norte y entre 25° y 35° latitud sur, en centros de
origen de nuez pecanera siendo extensiones nativas las cuales se emplean para
produccién comercial. Los principales paises productores de nuez son Estados
Unidos con el 72% de la produccién mundial, México con el 25%, existiendo otros
pequenos productores como Australia, Sudéfrica, Israel, Brasil, Argentina, Peru y
Egipto (Ojeda-Barrios et al., 2009).

2.5.3.3 Produccioén en México de nuez

Segun el SIAP (2017) se estima que en México entre los estados con
mayor produccion de nuez se encuentran en primer lugar Chihuahua, después
Sonora, Coahuila y Durango. Se considera que entre 2007 y 2016 el promedio de
produccién de nuez en el pais fue de 106 miles de toneladas, el 60% de esta
produccién nacional se exporta principalmente a Estados Unidos, Vietham y Hong
Kong.

2.5.3.4 Usos de nuez

Alimento: Su comercializacién se hace principalmente en algunas presentaciones
con cascara o sin cascara, en mitades, pedaceria, polvo de nuez. Se suelen
consumir frescas o se procesar para elaborar dulces, botanas, pasteles, nieves,

pasteles, reposteria, entre otros (Lozano 2013).

Obtencion de aceite de nuez: Se usa desde la antigledad como antiparasita

intestinal. Actualmente se emplea como aderezo en alimentos (COFUPROQO, 2003).

El consumo regular de nuez puede mejorar el perfil lipido sérico y el estado

antioxdiante. Se considera que el aceite de nuez pecanera proporcion los

beneficios para la salud que posee el consumo de nuez, debido a su contenido de
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acidos grasos poliinsaturados, fitoesteroles, tocoferoles y otros micronutrientes
(Dominguez-Avila et al., 2015).

Subproductos obtenidos de la nuez: Durante el procesamiento de la nuez, se
obtiene como residuo el pericarpio de la misma y el cual por un costo bajo puede
ser empleado como precursor del carbén para llevar a cabo la adsorcion de
metales pesados y colorantes de soluciones acuosas (Hérnandez-Montoya et al.,
2011). De esta misma céscara de la nuez se ha determinado su actividad
antimicrobiana contra L. monocytogenes, S. aureus, S. aurerus, B. cereus, V.
parahaemolyticus (Phinerio et al., 2014), Aeromonas hydrophila, P. aeruginosa
(Caxambu et al., 2016).

2.5.3.5 Usos de ruezno
Actualmente existen pocos reportes de investigacion con este
subproductos, dentro de las que se pueden encontrar es su evaluacion como
antioxidante y antimicrobiano presentando buenos resultados contra bacterias
Gram positivo como B. aureus, B. subtilis, S. aureus 'y S. epidermis (Férnandez-
Argullé et al., 2013) asi como el trabajo de Mendez et al. (2012) donde al probar
diferentes extractos de plantas, entre ellos el de ruezno, este presenté la
menor inhibicion contra los microorganismos probados que fueron E. coli, S.

aureus, S. typhi, E. aerogenes.

2.5.4 Café (Coffea sp.)
2.5.4.1 Generalidades

Se llama café o cafeto a un género de arboles que pertenecen a la
familia de las rubiaceas, sus semillas y la bebida que se puede preparar con ellas.
El arbusto mide entre 4 y 6 metros de altura, posee una floracién de color blanca,
después de seis 0 siete meses de dicha floracién aparece el fruto el cual cambia
de color verde a rojo. Es por esto ultimo que se le dice cereza, uva o capulin
(SAGARPA, 2017Db).
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Dentro de las especies que mas se cultivan para produccion
comercial se tiene Coffea arabica (Arabica) y Coffea canephora var. Robusta
(Robusta). Actualmente de la produccién mundial de café el 70% es de Arabica
debido a que se considera superior al Robusta (Panusa et al., 2013).

La mayoria de las variedades de Arabica en el mundo son
genéticamente similares, sin embargo, difieren en su morfologia y frutos poseen
distinta calidad. En México los principales cultivares son de Typica, Bourbon,
Caturra Rojo, Mundo Novo, Garnica y Caturra Amarillo (L6pez-Garcia et al., 2016).

2.5.4.2 Produccion mundial de café
Segun SAGARPA (2017a) durante el periodo de 2007 a 2017 los
paises con mayor produccion de café a nivel mundial son Brasil, Vietham,

Colombia, Indonesia y Etiopia.
2.5.4.3 Produccion en México de café

En México se producen ambas variedades, tanto la denominada
Arabica (97%) y el tipo Robusta (3%). México tiene una producciéon de café
proveniente de 13 estados cafetaleros, entre los que se encuentran como
principales productores Chiapas, Veracruz, Puebla y Oaxaca, debido a que a partir
de ellos se obtiene mas del 80% de la produccién total del pais. Por lo tanto
México ocupa el noveno lugar en produccion de café a nivel mundial. En cuanto a

la produccién de café organico México ocupa el segundo lugar (SAGARPA, 2015).

2.5.4.4 Usos del café

Se estima que la bebida de café es la segunda mas popular después
del agua, debido a que se tiene un consumo de cerca de dos billones de tazas por
dia, ademas de que se consume en casi todos los paises y por todos los estratos
sociales mediante diferentes formas de preparaciéon (Gaascht et al., 2015).

En México se estima que el consumo de café per capita es de 1.7
kilogramos, para 2014 el consumo creci6 a una tasa anual del 2.3%. Este
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incremento en el consumo de café a resultado como consecuencia de que los
consumidores cuentan con mayores conocimientos sobre las propiedades vy
beneficios del café (SAGARPA, 2015)

Mussato et al. (2011) expone que la industria del café instantaneo ha
experimentado en los ultimos afnos un crecimiento, por lo tanto, se ha tenido como
consecuencia la generacion de muchos residuos de granos de café, los cuales se
obtienen durante el proceso de mezcla del polvo de café con agua caliente o con
vapor para poder preparar café, de estos residuos se han generado mundialmente
cerca de 6,000,000 toneladas/afio. Aun cuando se conoce que son ricos en
componentes que son de importancia industrial tal como los carbohidratos,
compuesto fendlicos y proteinas.

De la elaboracién de bebidas comercialmente conocidas como
espresso o café soluble, el residuo café que se obtienen no se considera que
tenga algun valor comercial y simplemente se elimina como residuo soélido, en
algunos casos se ha empleado como fertilizante o simplemente es quemado
(Panusa et al., 2013), es por esto que en esta investigacion se le pretende sugerir
un uso o darle un valor agregado a este y los tres residuos anteriores ya

mencionados.

2.5.4.5 Usos de los residuos de café

En recientes estudios los residuos de café han mostrado tener
actividad antitumoral y antialérgica, esto debido a que tales residuos contienen
compuestos fendlicos, como el acido clorogénico, se ha reportado que este acido
presenta un gran numero de beneficios para la salud debido a su gran actividad
antioxidante asi como actividad hepatoprotectiva, hipoglucémica, antiviral,
antiinflamatoria, antibacterial y anticarcinégena (Mussato et al., 2011a).

Existen evidencias de investigacién de que estos residuos pueden o

no tener actividad antimicrobiana, tal como lo reporta Monente et al. (2015)

presentando una inhibicion contra S. aureus, L. monocytogenes y Candida
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albicans. A diferencia de los encontrado por Sant’/Anna et al. (2016). Otra prueba
realizada con éxito con residuos de café fue probar su actividad antimicrobiana en

textiles presentando inhibicidén contra S. aureus (Kho y Hwa, 2017).

De igual manera Mussatto et al. (2011b) exponen que los residuos

de café pueden ser una buena fuente para la obtencién de azucares.

Entre otras aplicaciones a considerar para los residuos sélidos
obtenidos del café se encuentran la produccion de biocombustibles como etanol y
biodiesel, emplearlo como sustrato para los cultivos de hongos para la
fermentacién en estado sélido, para la adsorcién ya sea de colorantes o metales
pesados. Una de las propuestas poco exploradas es el obtener compuestos
funcionales de gran interés para la industria alimentaria y farmacéutica a partir de

los residuos solidos del café (Panusa et al., 2013).

Dentro de los componentes bioactivos de las plantas, también se

encuentran los antioxidantes y antimicrobianos.

2.6 Radicales libres y actividad antioxidante en plantas
2.6.1 Radicales libres
2.6.1.1 Generalidades

Como lo indican Avello y Suwalsky (2006) los radicales libres (RL)
son atomos o grupos de atomos que tienen un electrén libre o desapareado, lo
que los hace ser muy reactivos ya que tienden a captar un electron de otras
moléculas estables para alcanzar su estabilidad electroquimica.

Una vez que el radical libre obtiene el electron que necesitaba, ahora la molécula
que se lo cedi6 se convierte en un radical libre debido a que queda con un electrén
desapareado, lo cual hace que comience una reaccion en cadena lo cual destruye
las células. El RL tiene una vida media de microsegundos, el problema es que
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que le rodea, lo cual termina
ocasionando un dafo a las moléculas, membranas celulares y tejidos.
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El oxigeno es un elemento esencial para la vida, sin embargo, es
fuente de radicales libres, que si no se neutralizan de manera correcta pueden
tener efectos sobre la funcion celular. Se dice que existe “estrés oxidativo” cuando
se da una exposicion excesiva a oxidantes y/o existe una baja capacidad
antioxidante. Es decir, que todos los seres vivos que emplea oxigeno para liberar
energia estan generando RL. Algunas de las fuentes de generacion de RL son las
mitocondrias, peroxisomas y la enzima xantina deshidronasa que esta presente en
los endotelios (Mayor-Oxilia, 2010) conociéndose a estas como fuentes
endogenas, mientras que las fuentes exdgenas son aquellas que favorecen la
formacibn de RL como son la exposicion a rayos X, al ozono, tabaco,
contaminantes del aire, productos quimicos industriales y medicamentos. Se ha
llegado a clasificar a los RL en relacion al grupo funcional que tienen presente en
su molécula; como bromo, nitrégeno, tioles, fésforo, oxigeno, cloro, entre otros.
Aungue como se mencioné anteriormente los RL de oxigeno reactivo son los mas
comunes e importantes por su participacion en procesos aerobicos (Corrales y
Mufoz, 2012).

El proceso que realizan los radicales libres debe ser controlado con

una proteccion antioxidante.

2.6.1.2 Problemas de salud que generan

El problema de salud que ocasionan los radicales libres se presenta
cuando el organismo tiene que soportar durante anos el exceso de tales radicales
libres, los cuales se producen principalmente por contaminantes externos tales
como la contaminacion atmosférica y el humo de cigarros. Otras razones por las
cuales aumentan las cantidades de radicales libres es el consumo de aceites
vegetales hidrogenados como la margarina, el consumo de grasas acidos grasos
trans como el de la carne y de la leche (Avello y Suwalsky, 2006). Dentro de las

enfermedades donde los RL como los antioxidantes juegan un muy importante son
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las enfermedades cardiovasculares, hipertensién arterial, insuficiencia cardiaca

congestiva, cancer, entre otros (Dabrowska y Moya, 2009).
2.6.2 Antioxidantes

2.6.2.1 Generalidades

Las reaccione de oxidacidon son esenciales durante los procesos
celulares, generando RL. Esto es incompatible con la vida, por lo cual existen
mecanismos de defensa los cuales tienen por objetivo neutralizar a los RL. A estas
defensas se les llama antioxidantes y son cualquier sustancia que en
concentraciones normales tiene una afinidad mayor que cualquier otra molécula
para interaccionar con un RL. La forma de actuar de los antioxidantes es que
estos al impactarse con el RL, le ceden un electrdén oxidandose y transformandose
en un RL débil y no téxico. Sin embargo no todos los antioxidantes actuan de la
misma manera, los enzimaticos actuan catalizando reacciones quimicas que

utilizan sustratos que reaccionan con los RL (Mayor-Oxilia, 2010).

Los antioxidantes son moléculas pequenas enddgenas y exdgenas,
estos Ultimos son lo que se obtienen mediante la dieta e incluyen a los
carotenoides, vitamina E y C. La vitamina E se puede obtener de la ingesta de
aceites vegetales, aceites de semillas, mani, carnes, germen de trigo, pescado y
algunas frutas y verduras. Mientras que la vitamina C se encuentra presente en
frutas y verduras, de igual manera los carotenoides se obtienen de frutas y
verduras solo que estas deben de ser de color amarillo, naranja, verde oscuro, lo
cual indica la presencia de carotenoides debido a que son compuestos coloreados
como los betacarotenos. Incluso se ha descubierto recientemente que en ciertos
alimentos existen ciertos antioxidantes que no son nutrientes, los compuestos
fendlicos, entre las fuentes de estos compuestos se tiene citricos (flavonoides),
frijoles (isoflavonas), cebolla (quercetina), aceitunas (polifenoles), de igual manera
se han encontrado antioxidantes fendlicos en el té, vino y café (Avello y Suwalsky,
2006).
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Es asi que existen dos tipos de antioxidantes los naturales y los
sintéticos. Con respecto a los primeros son aquellos que se encuentran en
diferentes cantidades en frutas, hojas, flores, raices, granos y semillas, estos han
estado ganando un lugar prometedor para ser empleados en lugar de los
antioxidantes sintéticos, esto se ha estado presentado debido a que en todo el
mundo existe la tendencia de ingerir alimentos con aditivos naturales, y se
presume que como los antioxidantes naturales son menos perjudiciales debido a
su origen pues esto incrementa su demanda en el mercado. Existen algunos
extractos de plantas de los cuales se ha demostrado su poder antioxidante como
son el romero, salvia, té, ajo, uvas, manzana, clavo, orégano, entre otros. Sin
embargo, existe un mayor interés en la investigacién de las propiedades de otros
antioxidantes naturales como la vitamina E, vitamina C, carotenoides, acidos

fendlicos, extractos de especias y flavonoides (Valenzuela et al., 2003).

Con respecto a los antioxidantes sintéticos estos son muy empleados
en la industria alimentaria debido a que disminuyen los fenédmenos de oxidacién y
por lo tanto la aparicién de olores y sabores no deseados o incluso la pérdida de
vitaminas o aminoacidos en el producto final. Es asi que se emplean antioxidantes
sintéticos como butil-hidroxi-aisol o E-320 (BHA), butil-hidroxi-tolueno o E-321
(BHT), galato de propilo (PG) y la terbutil-hidroquinona (TBHQ), entre muchos
otros. Sin embargo el uso de los antioxidantes sintéticos se limita a ciertas
cantidades y presentan inconvenientes ya que son volatiles y se descomponen
con facilidad a altas temperaturas. Desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria existe una gran controversia con el uso de estos antioxidantes ya que
se ha comprobado su efecto téxico, como promotores de cancer y/o teratégenos,
lo cual ha ocasionado su prohibiciébn en muchos paises. Es por esto que se ha
incrementado el uso de antioxidantes de origen natural ya sea como compuestos
puros, extractos y/o aceites esenciales (Armenteros et al., 2012).

2.6.2.2 Usos de los antioxidantes
La FAO establece que el mexicano promedio carece de una dieta
equilibrada y variada (Martinez y Villezca, 2005). Es por esto que actualmente en
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el pais se tiene gran demanda de aquellos productos que beneficien a la salud
como los alimentos que contienen antioxidantes, debido a que se ha recomendado
que para mantener una buena salud es recomendable incrementar las defensas
antioxidantes y el ejercicio fisico. Se ha demostrado que durante la actividad fisica
se generan radicales libres y acido lactico, por lo cual se ha llegado a considerar
que el consumo de antioxidantes en la dieta podria ser insuficiente cuando se
realice ejercicio excesivo o0 un sobre entrenamiento por lo que de forma

responsable podrian consumirse antioxidantes dietarios (Coronado et al, 2015).

Por otro lado se tiene a los antioxidantes que se adicionan a los
alimentos con el objetivo de evitar que se hagan rancios. Deben ser inocuos para
la salud humana, sin embargo la mayoria de los antioxidantes que se emplean
actualmente existen investigaciones que establecen que generan consecuencias

adversas a la salud (Bueno, 2002).

A parte de la industria alimentaria, los antioxidantes también se
emplean en la cosmética, aceites, polimeros, y cualquier sustancia susceptible a la
oxidacién mediante radicales libres (Montoya et al., 2003).

2.7 Antimicrobianos

2.7.1 Sustancias con actividad antimicrobiana procedentes de plantas

Las plantas pueden llegar a producir hasta 100,000 productos
naturales de bajo peso molecular, conocidos como metabolitos secundarios. Esta
diversidad se ha dado debido por una parte a procesos evolutivos con el objetivo
de que las plantas obtengan una mejor defensa contra el ataque ocasionado por
microorganismos, insectos y otros animales. Estas sustancias se pueden dividir en
dos grupos fitoanticipinas que estan presentes de forma constitutiva en las
plantas, y las fitoalexinas las cuales aumentan por respuesta de la planta cuando
existe una invasiébn microbiana. Sin embargo no existe una diferencia bien
definida entre las fitoanticipina y las fitoalexinas, ya que en unas plantas los
compuestos pueden ser fitoalexinas y en otras fitoanticipinas. A manera de
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definicion las fitoalexinas y fitoanticipinas es la actividad antimicrobiana in vivo de

estos compuestos (Domingo y Lopez-Brea, 2003).

De las plantas se han logrado aislar cerca de 12,000 compuestos y
un gran numero de ellos poseen actividad antimicrobiana, la razén de ser de esto
no se conoce por completo, por un lado se cree que estos compuestos podrian
tener distintas funciones y de forma accidental presentan el poder antimicrobiano o
si su objetivo inicial es proporcionar protecciéon contra microorganismos. Se ha
demostrado que los principales grupos que se producen en las plantas y poseen
actividad antimicrobiana son los fenoles simples, quinonas, taninos, cumarinas,
flavonas, alcaloides, terpenos (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Compean e Ynalvez,
2014).

La bioactividad de las plantas se debe principalmente a la presencia de los
metabolitos secundarios (extractos vegetales), los cuales son de interés en el

control de plagas y enfermedades de plantas de importancia econémica.

2.8 Metabolitos secundarios (MS) en plantas
2.8.1 Generalidades

Las plantas sintetizan un gran numero de compuestos llamados
metabolitos secundarios (MS), los cuales a diferencia de los productos del
metabolismo primario, los MS difieren entre especies y esto ha reflejado su
evolucién y las relaciones interespecificas. Se llaman metabolitos secundarios ya
que no todas las plantas los poseen, ademas de que no son esenciales para el
funcionamiento de la planta (Vilela et al., 2011).

2.8.2 Funcion de los MS en las plantas

Segun Sepulveda et al. (2003) los MS son compuestos de bajo peso
molecular que no sélo tienen importancia en relacion a la adaptacién de las
plantas a su ambiente, estableciendo una simbiosis con otros organismos vy

atrayendo insectos que polinizan y dispersan semillas y frutos, sino que son de
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importancia también debido a la sintesis activa de metabolitos secundarios cuando
las plantas se encuentran frente a condiciones adversas como:
a) Ataques por microorganismos como virus, bacterias y hongos
b) Consumo por herbivoros tanto artropodos como vertebrados
c) Competencia por el espacio de suelo, luz y nutrientes entre distintas
especies de plantas
d) Exposicion a luz solar y otros tipos de estrés abidtico que se puedan

presentar

Actualmente se conocen cerca de 20,000 estructuras de metabolitos
secundarios. Se sabe que a un microorganismo patdégeno o insectos y vertebrados
herbivoros, se les dificulta lograr infectar o alimentarse de plantas que contienen
una mezcla de diferentes metabolitos secundarios a diferencia de aquellas que

tienen una mezcla homogénea de metabolitos secundarios.

2.8.3 Sintesis en plantas de MS

La biosintesis de metabolitos secundarios es a partir de precursores
de rutas del metabolismo primario como la glucélisis, el ciclo de Krebs o la via del
shikimato. Existen metabolitos secundarios que se sintetizan en todos los 6rganos
y tejidos de la planta, pero que su almacenamiento se realiza en 6rganos y tejidos
diferentes que en los que se llevé acabo su sintesis, esto se da debido a su
redistribucién por medio del xilema y/o floema, o mediante el espacio apopléastico.
Sin embargo, la sintesis de estos metabolitos secundarios va a depender de la
etapa de desarrollo de la planta y sus niveles se incrementan como respuesta al
estrés ya sea abio6tico o bibtico. Este aumento que se realiza en los niveles de
metabolitos secundarios resulta de gran importancia para la supervivencia de la
planta (Sepulveda et al., 2003).

2.8.4 Clasificacion de MS
Segun Pérez-Alonso y Jiménez (2011), los compuestos secundarios
de plantas de interés comercial se clasifican en relacion con las vias de su

biosintesis en tres grupos:
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» Terpenos
¢ Compuestos fendlicos

» Compuestos nitrogenados

Via de la pentosa
~ fosfato eritrosa 4P

CHS

> Glicolisis

|

Fosfoenol piruvato

Acetil CoA Via del Acetato malato——|  Compuestos
fendlicos

rio Ao Ciclo de Krebs (acido citrico) —— Aminas alifaticas
Via del
Aminas aromaticas

Via del Shikimato

Acetil-Mevalonico

J/ Compuestos

nitrogenados

Figura 1. Vias de sintesis de los metabolitos secundarios principales. Obtenido de
Garcia (2004)

2.8.4.1 Terpenos

Los terpenos o también conocidos como terpenoides, son el grupo
de metabolitos secundarios mas numeroso con mas de 40, 000 moléculas
distintas. Estos metabolitos son importantes para el crecimiento y supervivencia
de las plantas. Suelen ser insolubles en agua y se derivan de la uniéon de
unidades de isopreno, es decir cinco atomos de carbono. Es por esto que los

terpenos se clasifican segun el numero de isoprenos (5C) que contienen:

* Monterpenos. Aquellos terpenos que poseen 10 carbonos, contienen
dosunidades de 5C.

» Sesquiterpenos. Poseen 15C, es decir tres unidades de isopreno.

» Diterpenos. Tienen 20C, por lo tanto cuatro unidades de 5C.

o Triterpenos. Se denominan a los que tienen 30C.

» Tetraterpenos. Tienen 40C.

* Politerpenos. Poseen méas de ocho unidades de isopreno.
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Los terpenos incluyen las hormonas (giberelinas y acido abscisico),

pigmentos carotenoides (xantofilas y carotenos), esteroles (ergosterol, sitosterol,
colesterol), asi como derivados de esteroles (glicésidos cardiacos), latex y aceites
esenciales (responsables del sabor y olor de las plantas).
La mayoria de los terpenoides se comercializan para ser empleados como aromas
y fragancias en cosmética y alimentos, o por su importancia para la calidad de los
productos agricolas. Por otro lado otros terpenoides tienen importancia medicinal
debido a que poseen propiedades antiulcerosas, anticariogénicas, antimalariales,
antimicrobianas, etc (Avalos y Pérez-Urria, 2009)

2.8.4.2 Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos también son llamados polifenoles o
fenilpropanoides reciben tales nombres debido a que derivan del fenol, el cual es
un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (OH).
Se considera que segun el numero de grupos hidroxilo y su posicién en el anillo se
encuentra directamente vinculado con la toxicidad de la planta frente a
microorganismos, es decir, se presenta una alta toxicidad cuando la hidroxilacién
es elevada. De igual manera en este grupo se deben destacar los aceites
esenciales los cuales proporcionan el olor caracteristicos a determinadas plantas y
pueden tener poder antimicrobiano. Estos compuestos fendlicos son un grupo muy
variado que van desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta
polimeros complejos como los taninos y la lignina. Dentro de este grupo también
se encuentran los flavonoides. Entre los compuestos fendlicos tenemos a las
cumarinas de la familia de las lactonas, se han identificado mas de 1500 diferentes
en mas de 800 especies de plantas desempefiando una funcién de
antimicrobianas e inhiben la germinacion.
Otros compuestos fendlicos son los que se obtienen del acido benzoico como la
vainillina y el acido salicilico los cuales desempenan un papel de defensa de las
plantas (Domingo, 2017).
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Por otra parte se encuentran los flavonoides, son de bajo peso
molecular, estan constituidos por 15 atomos de carbono, en configuracién de C6-
C3-C6. De forma esencial la estructura de los flavonoides es a partir de dos anillos
aromaticos A y B, unidos por un puente de tres carbonos, usualmente en forma de
anillo heterociclico C (Figura 2). El anillo aromatico A se deriva de la ruta del
acetato-malonato, mientras que el anillo B se deriva ruta del acido shikimico. Las
distintas variaciones de los sustituyentes en el anillo C dan como resultado
distintas clases de flavonoides (Balasundram et al, 2006) dentro de los mas
importantes estan las antocianinas, flavonas, flavonoles e isoflavonas, su objetivo

es defender a la planta (Domingo, 2017).
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Figura 2. Estructura genérica de un flavonoide. Obtenido de Balasundram et al.
(2006)

Por ultimo los taninos tienen una estructura polimérica vy se
clasifican en dos grupos: taninos condensados y taninos hidrolizables (Avalos vy
Pérez-Urria, 2009), esta clasificacion se realiza en funcién de que los taninos
puedan ser hidrolizables o no. Existen mas de 30 taninos los cuales se sabe que
pueden inhibir bacterias y hongos (Domingo, 2017).

Balasundram et al. (2006), refieren que los polifenoles poseen
actividad antioxidante debido a que poseen la habilidad deshacerse de los
radicales libres, esto se logra debido a que los compuesto fenélicos donan atomos
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de hidrogeno o electrones o quelatos de cationes metdlicos. Esta actividad
antioxidante estd determinada por la estructura del compuesto fendlico.

Sin embargo de acuerdo con Mufioz y Ramos (2007), los compuesto
fendlicos no sélo poseen actividad antioxidante, poseen otros mecanismos

preventivos tales como:

» Disminuyen colesterol
* Anti diabéticos

* Anti hormonal

* Anti inflamatorio

* Antitromboético

* Antitumoral

* Antimutagénico

* Antibacteriano

* Antiviral

» Antifingico

» Anticarcinogénicas (Duenas et al., 2009)

Residuos de alimentos y agroindustriales como fuente de polifenoles. En
relacion a los residuos agro industriales, se tiene que los compuestos fendlicos se
encuentran presentes en casi todas las clases de residuos tanto de alimentos
como de origen agroindustrial, tal como las frutas, vegetales, semillas oleaginosas,
nueces, bebidas y cereales. La mayor parte de los residuos antes mencionados se
obtienen a partir de la industria y de los hogares. Hasta el momento los polifenoles
se han identificado en un gran numero de productos alimentarios y agricolas tales
como el arroz (Oryza sativa), cacahuate (Archis hypogaea), avellana (Corylus
avellana), café (Coffea arabica), entre muchos otros como se muestra en la

siguiente tabla (Balasundram et al., 2006).
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Cuadro 1. Reporte de contenido de polifenoles en residuos. Obtenido de

Kupussamy et al., 2015

Muestra de residuo

Residuo

Fenoles totales

(A) Residuos de alimentos y agro-industriales

1. Frutas

Céscara de manzana Céscara 3.7-33.7%5.2-9.7° 5.22

(Malus sp.)

Fresa (Fragaria sp.) Pulpa 7.8-17.12

Pera (Pyrus sp.) Pulpa 1.0-11.42

Pina (Ananas comosus) Pulpa, semilla y 9.1-21.72
cascara

Fruta de la pasién Pulpa, semilla 'y 41.2°

(Passiflora alata) cascara

Granada(Punica granatum) | Cascara 249 .42

Uva (Vitis vinifera) Piel y semillas 0.4-9.4%
Pulpa 48.2-54.0%
Semillas 103.3-1112
Piel 9.7-36.3%

Datil (Phoenix dactylifera) Semilla 0.2-0.4%; 35.4°

Naranja (Citrus cinensis) Pulpa 9-35%

Aguacate (Persea Céascara y semilla 4.3-88.2%

americana)

Platano (Musa acuminata) | Cascara 0.01-3.3%

Mango (Mangifera indica) Semilla 1.8-117¢2

Tamarindo (Tamarindus Semilla 94.52

indica)

Acerola (Malpighia Pulpa y céscara 94.6%

emarginata)

Fruta estrella (Averrhoa Pulpa 32.22

carambola)
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Rambutan (Nephelium Cascara 7622
lappaceum)
Membrillo (Cydonia Piel y semilla 0.3-7.12
oblonga)
Longan (Dimocarpus Semilla 0.22
longan)
2. Vegetales
Remolacha roja (Beta Pulpa 0.4-20.12
vulgaris)
Tomate (Solanum Piel 10.6-39.92
lycopersicum)
Esparrago (Asparagus Piel y tallo 4.2-50.12
officinalis)
Achicoria (Cichorium Tallo 2.3-33.5%
intybus)
Cebolla (Allium cepa) Bagazo 3.3-4.1°
Piel 37.22
Broécoli (Brassica oleracea | Tallo 4.942
var. botrytis)
Coliflor (Brassica oleracea) | Trozos cortados 3.4-42
Papa (Solanum tuberosum) | Piel 9.7.7%
3. Nueces
Nuez (Juglans regia) Céscara 31.6-33.72
Avellana (Corylus avellana) | Cascara 56.6-72.2%
4. Bebidas
Café (Coffea sp.) Residuo 1.4-17.5%
5. Semillas oleaginosas
Cacahuate (Arachis Cascara 27.6°
hypogaea)
6. Cereales
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Arroz (Oryza sativa) Vaina 1.2-2.2°
(B) Residuos forestales y de arboles

Olivo (Olea europaea) Hojas 40.2%
Residuos de podas de | 0.02-0.02?%
arboles

Algarroba (Ceratonia 13.8%

siliqua)

Tarap (Artocarpus Semilla 14.72

odoratissimus)

Eucalipto (Eucalyptus Corteza 0.1-0.22

globulus)

Roble (Quercus sp.) Bellotas 0.22
Corteza 23.7-55.0%

Nuez (Carya illinoinensis) Vaina 86.4-925%

2 mg de 4cido galico equivalente a g de extracto seco

® mg de catequina equivalente a g de extracto seco

De acuerdo con el Cuadro 1 la variacién en la concentracion total de
polifenoles es muy variada entre los residuos de alimentos y los agroindustriales,
estas variaciones se presentan debido a factores intrinsecos y extrinsecos. Los
factores intrinsecos se refieren a diferencias en el género, especies, cultivos u
organos, en relacién a los factores extrinsecos se pueden encontrar variaciones
ambientales, agronémicas, asi como su manipulacion y practicas de

almacenamiento (Kuppusamy et al., 2015).

Residuos agroforestales como fuente de polifenoles Resulta de gran
importancia mencionar que no se ha explorado mucho el contenido de polifenoles
en residuos verdes, forestales y de jardineria. Las concentraciones de polifenoles
de residuos secos obtenidos de actividades de cultivo y de cosecha provenientes
de arboles contintan la mayor de ellas desconocidas. Esto ultimo resulta de gran

importancia debido a que es necesario conocer si los compuesto fendlicos se
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encuentran presentes en residuos forestales asi como en residuos
agroindustriales y si el hecho de seguir realizando analisis en este tipo de residuos
tendra una finalidad practica (Kuppusamy et al., 2015).

2.8.4.3 Compuestos nitrogenados

Son aquellos metabolitos que como su nombre lo indica poseen
nitrégeno en su estructura. Algunos como los alcaloides y glicosidos cianogénicos
resultan toxicos para el ser humano. Mientras que los glucosinolatos vy
aminoacidos no proteicos generan sustancias que en este caso resultan toxicas

para insectos y microorganismos (Llenera, 2011).

2.8.5 Importancia econdmica de los metabolitos secundarios

Actualmente existe una gran demanda de productos naturales de
interés farmacéutico principalmente proveniente de las plantas, esto se ha
incrementado debido a la limitacibn de los procesos de obtencién de
medicamentos por sintesis quimica ya que mundialmente existen un 44% de
nuevos medicamente que se basan en sustancias naturales. Es tan grande la
importancia de los MS que cerca del 60% de compuestos anticancerigenos y el
75% de los medicamentos contra enfermedades infecciosas son de origen natural
o derivado de ellos (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

Segun Vilela et al. (2011), a distintos MS se les ha dado un uso en la industria

» Alcaloides, cuyo obijetivo principal es para la prevencion vy tratamiento de
enfermedades, incluso su venta legar reporta anualmente 4,000 millones de
dolares anuales al ser empleados como antidepresivos, analgésicos,
antitusivos, antihipertensivos, relajantes musculares y afrodisiacos.

» Polifenoles, su uso se da principalmente como antioxidantes debido a que
su consumo en la dieta disminuye el riesgo de padecer enfermedades
cronicas, produciendo alimentos con elevada capacidad antioxidante. De
igual manera se les da usos a los polifenoles como antioxidante para

almacenamiento de caucho sintético y natural.
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» Terpenoides, se emplean principalmente en la industria de las pinturas y la

perfumeria, en este Ultimo caso principalmente como aceites esenciales.

Durante décadas un gran numero de productos naturales fueron
sustituidos por derivados sintéticos del petréleo, un claro ejemplo, los insecticidas
sintéticos reemplazaron al aceite de citronella después de la Segunda Guerra
Mundial, los antioxidantes naturales fueron reemplazados por antioxidantes
sintéticos. Actualmente la era del petroleo se acerca a su fin y asi el desafio de
reemplazar todos los productos sintéticos de los cuales ahora la industria depende
y comenzar a sustituirlos por productos naturales (Vilela et al., 2011).

2.8.6 Métodos para aislar MS

La extraccién es el primer paso importante en el andlisis de los
metabolitos secundarios de las plantas, esto es debido a que es necesario extraer
los componentes quimicos deseados para futuras separaciones 'y
caracterizaciones (Sasidharan et al., 2011). Dentro de los objetivos de toda
extraccion se encuentra: la extraccién de los compuestos bioactivos de interés;
incrementar la selectividad de métodos analiticos; hacer una buena extraccién del
compuesto para lograr su deteccion y separacion; lograr un método reproducible.
Existen distintos tipos de técnicas de extraccibn unas que comuUnmente son
llamadas como convencionales y otras que son nuevas técnicas desarrolladas, las
primeras son aquellas donde se emplean solventes organicos (hexano, acetona,
metanol, etanol, etc.) o agua y se realizan normalmente a presion atmosférica
mientras que las técnicas nuevas emplean elevadas temperaturas y/o presiones.
Dentro de las técnicas convencionales se encuentran la decoccién, infusién,
Soxhlet, maceracién, hidrodestilacién. Y dentro de las nuevas técnicas se pueden
encontrar extraccion asistida por ultrasonido, extraccién asistida por microondas y

extraccion con fluidos supercriticos (Ngaha et al., 2017).

Para esta investigacién se emplea la maceracién que es un
método de extracciéon sélido-liquido donde los compuestos bioactivos del material

vegetal deben ser afines al solvente empleado para la extracciéon. Normalmente el
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material vegetal se corta, se muele y puede ser en fresco o seco, se afade el o los
solventes y se deja reposar por determinado tiempo en reposo o agitacién (Verde-
Star et al., 2016).

Una vez que se obtienen los extractos de las plantas estos estan
constituidos por combinaciones de diferentes tipos de compuestos bioactivos con
distintas polaridades, por esto existen distintas técnicas para el aislamiento de
estos compuestos como Cromatografia en capa fina (TLC), Cromatografia de
columna, Cromatografia flash, Cromatografia Sephadex y Cromatografia liquida
de alto rendimiento (HPLC) (Ngaha et al., 2017).

2.8.7 Usos y aplicaciones de metabolitos secundarios

Como lo expresan Avalos y Pérez-Urria (2009) los metabolitos
secundarios también se denominan productos naturales debido a su importante
valor tanto medicinal como econdémico, este valor econémico se debe al uso que
se les da en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica. Gran parte de
estos productos naturales se empleaban en la medicina antigua como remedios
para enfermedades, en la actualidad se utilizan como medicamentos, gomas,

resinas, potenciador de sabores, colorantes, aromas, etc.

Otra forma de emplear los metabolitos secundarios de las plantas es
como sustitutos de los plaguicidas sintéticos (Pérez, 2012). Ya que los metabolitos
secundarios pueden tener actividad insecticida, nematicida, viricida, fungicida,
bactericida y herbicida (Alonso, 1999).

2.8.7.1 Plaguicidas botanicos

El concepto de plaga es considerado como artificial, debido que en la
naturaleza ningun organismo es una plaga en si mismo, incluso si algunos son
mas daninos que otros, en realidad ninguno es malo. La palabra plaga esta
referida a cuando un microorganismo, planta o animal incrementa tanto su
densidad que termina afectando al ser humano, ya sea en su salud, comodidad y
principalmente cuando representa una pérdida econdémica (Brechelt, 2004).
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Los productos quimicos sintéticos con efecto plaguicida se han
estado empleando debido a que actualmente las principales causas de pérdida de

productividad en agroecosistemas se debe a:

» Plagas
» Enfermedades
o Hongos
o Virus
o Bacterias (Ferrar-Cerrato y Alarcon, 2010)

El empleo de plantas para el control de plagas y enfermedades llega
a ser tan antiguo como las plantas domésticas. Estos productos de origen botanico
se han dejado de usar durante las ultimas cinco décadas debido a las tecnologias
gue surgieron con la revolucion verde (Rivera et al., 2003).

Actualmente se aplican principalmente plaguicidas sintéticos, a pesar
de las consecuencias que conlleva su empleo como son envenenamiento en
agricultores y consumidores de alimentos que se encuentran contaminados,
destruccion de habitats naturales, asi como la contaminacion agua y la resistencia
de plagas a tales productos. Estas sustancias quimicas son ampliamente usadas
debido a que existe poca divulgacion respecto a la aplicacion y funcionalidad de
los plaguicidas botanicos (Barrera-Necha, et al., 2008; Pérez, 2012).

Ante el nuevo reto del consumo de productos inocuos, el uso de
sustancias naturales (biocontrol) para el control de plagas y enfermedades ha
recobrado interés en los Ultimos afos y se considera que se debe promover el uso
de plaguicidas botanicos debido a que son econdémicos, se obtienen y degradan
facilmente, porque su agresividad es menor que la de los plaguicidas sintéticos
(Rivera et al., 2003), tiene un origen biol6gico, presentan menor impacto negativo
en la salud humana y el medio ambiente (Barrera-Necha y Bautista-Barnos, 2008),
no afectan la viabilidad de la semilla, la mayoria no inhiben la germinacién ni
afectan cualidades alimenticidas de los granos y presentan baja o nula toxicidad

para mamiferos (Villavicencio-Nieto y Pérez-Escandon, 2010).
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Debido al uso indiscriminado de plaguicidas sintéticos y las
consecuencias que estan generando, ha incrementado la necesidad de productos
capaces de controlar plagas y/o enfermedades que afectan la agricultura, pero
con un menor grado de afectaciéon a la salud humana y al medio ambiente, los
plaguicidas botanicos (Barrera-Necha y Bautista-Baros, 2008). Para lo cual en las
ultimas dos décadas se han estado reportando metabolitos secundarios de
plantas los cuales han presentado actividad semejante a la de los plaguicidas
sinteticos por lo cual pueden ser un sustituto para tales productos quimicos
(Perez, 2012).

El control biolégico de enfermedades de plantas es una de las
principales razones para desarrollar distintos tipos de investigaciones. Es por esto
gue una gran cantidad de extractos vegetales han sido evaluados contra distintos
hongos y bacterias, encontrandose en algunos de ellos actividad antimicrobiana, lo
cual resulta prometedor. Por lo anterior surge la necesidad de emplear productos
elaborados a partir de plantas tratando de evitar la dependencia actual que se
tiene a los productos quimicos sintéticos (Celis et al., 2008).

Dentro de los compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana de los extractos vegetales se encuentran los flavonoides, fenoles,

terpenos, aceites escenciales, alcaloides, lectinas y polipéptidos (Cowan, 1999).

Dentro de los trabajos de biocontrol contra enfermedades de plantas

se encuentran los siguientes.
2.9 Caracteristicas de fitopatogenos en estudio

2.9.1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Smith

Hasta 1983 se le conocia como  Corynebacterium
michiganensis, pero actualmente se clasifica como Clavibacter michiganensis
subespecie michiganensis. Es una bacteria Gram positivo, no mévil, aérobica,

productor de capsula y en agar nutritivo se presenta como colonias de color
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amarillo a naranja, con textura mucoide y su temperatura 6ptima de crecimiento in
vitro es de entre 25 y 28 °C (Borboa et al., 2009).

El cancro bacteriano es causado por la bacteria Clavibacter
michiganensis subespecie michiganensis (Cmm) la cual es una enfermedad que
afecta el cultivo y produccién de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) (Borboa
et al., 2009). Por lo tanto, esta bacteria se encuentra distribuida en todas las zonas
donde existe el cultivo de jitomate, reportandose epidemias en lIsrael, Japédn,
Espana y México, generando pérdidas de 80 a 100%. Es por eso que el cranco es
una enfermedad cuarentenaria que puede llegar a tener un impacto econdémico
internacional en cuanto a las pérdidas generadas por tal enfermedad. Cmm puede
sobrevivir en restos de suelo o de planta infectada hasta por lapsos de 2 a 3 afios
lo cual incrementa la problematica sobre su control. Las pérdidas en la produccion
de jitomate pueden llegar a ser de entre 80 a 100% (Frias-Pizano et al., 2016).

Una vez que las plantas estan enfermas pueden sobrevivir hasta la
cosecha y en el fruto pueden llegar aparecer manchas de tamano pequefo las
cuales se rodean de un halo claro, comunmente se les conoce como “ojo de
pajaro o de pavo”. Esta enfermedad genera pérdidas econémicas como se
menciond anteriormente debido a que mata a plantas jévenes y esto reduce la
produccién comercial, es decir, las pérdidas pueden ser directamente con la
pérdida de la planta completa o con la obtencién de producto de menor tamano y
cantidad (Borboa et al., 2009).

En México es de suma importancia el control de Cmm debido a que
el jitomate es uno de los principales productos agroalimentarios exportados
durante el 2016, siendo los estados de Sinaloa, San Luis Potosi y Michoacan los
principales productores dentro del pais (SIAP, 2017).

2.9.2 Xanthomonas vesicatoria (Doidge) Dowson
Xanthomonas vesicatoria (Xv) es una bacteria aerdbica, movil, Gram
negativo, en agar nutritivo son colonias largas amarillas y mucoides. La
enfermedad que genera esta bacteria se le conoce comiunmente como mancha
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bacteriana y sus principales hospederos son los cultivos de tomate y de chile
(EPPO, 1995).

Los sintomas de la enfermedad se presentan inicialmente como
manchas circulares cafés llegando a infectar toda la planta, el problema radica en
que alrededor de dichas lesiones pueden crecer otro hongos o bacterias lo cual

finalmente termina por disminuir su valor comercial (Arcos et al., 2013).

Esta enfermedad se presenta anualmente en las regiones horticolas
del mundo donde se cultiva tomate y chile, teniendo como consecuencia pérdidas
importantes en su producciéon y por lo tanto econdomicas. Es una de las
enfermedades de mayor importancia que se presentan en lugares con climas

tropicales y subtropicales (Carrillo-Fasio et al., 2001).

Siendo el cultivo del chile al igual que el del jitomate uno de los mas
importantes econdmicamente hablando para México, debido a que en cuanto a
produccién de chile es el pais que ocupa el segundo lugar de produccién a nivel
mundial, después de China. Siendo Chihuahua, Sinaloa y Zacatecas los estados
con mayor produccion de chile en el pais (SIAP, 2017).

Para el control de la mancha bacteriana comiunmente se recomienda
la aplicacién de productos quimicos comerciales como bactericidas a base de
cobre, 0 en mezcla con mancozeb o estreptomicina; sin embargo su control no ha
sido del todo satisfactorio (Carrillo-Fasio et al., 2001). Razones por las cuales en
esta investigacion se desea determinar si se pueden proponer extractos vegetales
con caracteristicas antimicrobianas como alternativa en lugar de los productos

quimicos sintéticos.

2.9.3 Phytopthora capsici Leonian

Es un oomiceto Phytophota capsici el causante de la pudricién foliar,
de raices, asi como del fruto en distintos vegetales. Se pensd en un inicio que
tenia como Unico hospedero el cultivo de chile, sin embargo, poco después se
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observé su presencia en jitomate y curcubitaceas (meldn, calabaza, entre otros)
(Lamour et al., 2012).

Su temperatura de crecimiento optimo se encuentra entre 25 y 28 °C,
su forma de reproduccion puede ser de dos tipos una asexual, la cual conlleva la
formacién de clamidosporas y esporangios y la otra la sexual, la cual se realiza
mediante la formacién de oosporas (Hausbeck y Lamour, 2004).

Con respecto al chile (Capsicum annum L.) se presenta la
enfermedad que genera marchitez del chile y que es ocasionada por P. capsiciy la
cual ha ocasionado pérdidas entre 60-100% de este cultivo en México. Esto ha
traido como consecuencia que se disminuya superficies de siembra o se ha

llevado la produccién a otras zonas agricolas (Rico-Guerrero et al., 2004).

Con respecto al cultivo de jitomate, P. capsici ocasiona pudricién de
raiz de cuello en las plantas, generando pérdidas tanto en la calidad como en la
cantidad de produccion de este cultivo en México. Este tipo de enfermedades es
comunmente tratado empleando control quimico, sin embargo, su uso
discriminado ha generado grandes problemas tanto ambientales como de salud
publica, lo cual s6lo ha generado una mayor incidencia de enfermedades en

cultivos.

Es de suma importancia buscar nuevas alternativas para el control de
la enfermedad generada por este hongo fitopatdgeno debido a que sigue
encontrando nuevos hospederos en México, tanto asi que en afno reciente se ha
identificado su presencia en el cultivo de chayote (Sechium edule) en el estado de
Veracruz (Andrade-Luna et al., 2017).

2.9.4 Nalanthamala vermoesenii (Biourge) Schroers

Es un hongo que ocasiona la enfermedad conocida como raiz rosa
(pink rot), afectando principalmente a palmas débiles o estresadas, logrando
atacar todas las partes de las palmas, impidiendo principalmente que emerjan
nuevas hojas e incluso llegando a lograr la pudricion del tronco de las palmas.
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Cuando se encuentra presente la enfermedad se logra ver la masa de esporas
color salmén, es por esto que recibe su nombre. Anteriormente se le conocia a
este hongo como Penicillium vermoeseni o Glicodium vermoseni (Mohamed et al.,
2016).

Sus colonias son de entre 38-55 milimetros de diametro, formandose
una especie de polvo en la superficie de las colonias de color salmén o rosa.
Nalanthamala vermoesenii ha sido identificada principalmente en las costas de
Norte América, en California, también reportando su presencia en Florida y Hawai.
Otros paises con presencia de éste hongo fitopatogeno a parte de Estados
Unidos, se encuentran Australia, China, Cuba, Republica Checa, Italia, Jamaica,
Japén, Malasia, Madagascar, Nueva Zelanda, Nicaragua, Polonia, Paises Bajos,
Egipto (Li et al., 2013; Mohamed et al., 2016).

Existen pocas investigaciones respecto a este hongo y con que
pueda lograrse su inhibiciéon, es por eso que se emplea para este trabajo de

investigacion.
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l. JUSTIFICACION

Los residuos verdes se producen en altos volumenes a nivel mundial
y nacional. Diversos problemas de contaminacién y dafo a la salud se encuentran
relacionados con estos residuos, debido a la falta de tratamiento y lugares para su
disposicion final. Se ha reportado que estos residuos son una fuente importante de
metabolitos secundarios, de los cuales se ha comprobado diversas propiedades
bioldgicas (antibacteriana, antifungica, antioxidante, entre otros).

Por otro lado los cultivos agricolas se ven afectados por diversos
hongos y bacterias fitopatdgenos que causan grandes pérdidas en los mismos,
para los cuales comunmente se utilizan plaguicidas sintéticos que representan
riesgos para el ser humano (consumidor/aplicador), dafios al medio ambiente y
ocasiona la generacién de plagas mas resistentes. Incluso a pesar del uso de
estas sustancias siguen presentandose pérdidas de hasta el 40% de las cosechas.

Por lo tanto al utilizar extractos vegetales a partir de cuatro residuos
verdes sin utilidad aparente, como antioxidantes y/o como antimicrobianos, puede

ser una alternativa para darles un valor agregado a los residuos.

IV. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Determinar actividad antimicrobiana y antioxidante de los extractos
obtenidos a partir de semilla de aguacate (Persea americana), residuos de café
(Coffea sp.), residuos de hojas de orégano (Lippia sp.) y residuos de ruezno de
nuez pecan (Carya illinoensis) a través de ensayos in vitro con la finalidad de

sugerir un uso alternativo para tales residuos.

4.2 Objetivos especificos
» Obtener residuos y extractos tanto acuosos como hidroalcohdlicos de
semilla de aguacate (Persea americana), residuos de café (Coffea sp.),
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residuos de hojas de orégano (Lippia sp.) y residuos de ruezno de nuez
pecanera (Carya illinoensis)

» Evaluar rendimiento en sélidos (% w/w)

» Evaluar concentracion de fenoles y flavonoides

» Evaluar efecto antioxidante in vitro

» Evaluar efecto antimicrobiano en determinadas bacterias y hongos in vitro

» Identificar los compuestos quimicos mayoritarios en los extractos

V. HIPOTESIS

Los residuos de Lippia sp., Persea americana, Carya illinoensis y
Coffea sp. poseen efecto antioxidante y antimicrobiano in vitro por lo que tienen un

uso alternativo viable.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de residuos

El material vegetal empleado para esta investigacion se obtuvo de
distintas fuentes. Los residuos de orégano (Lippia sp.) fueron proporcionados por
la planta productora de aceite esencial de orégano Cooperativa Oro Verde,
ubicada en Cuencamé, Durango. La semilla de aguacate (Persea americana Mill.)
se adquirié como un residuo general comprado en supermercados de la ciudad de
Durango. El ruezno de Carya illinoensis (Wangenh) C. Koch se obtuvo de la
Nogalera Exhacienda La Purisima, ubicada en Praxedis Guerrero, km 13 carretera
Durango-Mezquital. Los residuos de café (Coffea sp.) se recolectaron dentro del
consumo que se genera dentro del Instituto Politécnico Nacional en el Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Unidad
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Durango (IPN-CIIDIR Unidad Durango), considerandose como residuos generales
de igual manera que los de semilla de aguacate.

6.2 Obtencion de extractos hidroalcohodlicos (etandlicos) y acuosos.

Para la obtencion de los extractos de los residuos de las cuatro
plantas (aguacate, café, orégano y nuez) a experimentar fue a partir del material
vegetal secado a temperatura ambiente y triturada en un molino.

Extractos acuosos. Se maceraron 100g de residuo vegetal con agua tridestilada,
durante un lapso de 24 horas en oscuridad en agitacion. Después se filtraron los
extractos al vacio con papel filtro, al material vegetal sobrante se le realiza un
lavado extra de igual manera con agua y se filtré de nuevo. El extracto obtenido se
concentr6 a presion reducida hasta llevarlo a sequedad en un rotavapor, todo lo
anterior todo lo anterior se llevd acabo en el IPN-CIIDIR Unidad Durango. Por
ultimo los extractos acuosos obtenidos de los cuatro diferentes residuos
(aguacate, café, orégano, nuez) fueron liofilizados en un equipo marca VirTis, esto
se realizé en el Centro de Investigacion en Alimentos y Nutricién, perteneciente a
la Facultad de Medicina y Nutricion de la Universidad Juarez del Estado de
Durango (UJED), especificamente en el laboratorio de inocuidad alimentaria a
cargo del Dr. Abelardo Camacho Luis. Una vez liofilizados los extractos, se

mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta ser usados.

Extractos etandlicos. De igual manera se maceraron 100 g de material vegetal
de los cuatro residuos (aguacate, café, orégano, nuez) con una mezcla de etanol:
agua (70: 30 v/v) durante 24 horas en agitacion y oscuridad. Después se filtraron y
el residuo sélido recibié un lavado extra con una mezcla del mismo solvente
(etanol 70%) y se filtrd. Los extractos obtenidos de los cuatro distintos residuos se
concentraron a presién reducida hasta llevarlos a sequedad, lo anterior se realizé
en el IPN-CIIDIR Unidad Durango. Para finalizar los extractos etandlicos obtenidos
se liofilizaron de los cuatro diferentes residuos (aguacate, café, orégano, nuez)
fueron liofilizados en un equipo marca VirTis, esto se llevd a cabo en el Centro de
Investigacion en Alimentos y Nutricion, perteneciente a la Facultad de Medicina y
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Nutriciéon de la UJED, especificamente en el laboratorio de inocuidad alimentaria a
cargo del Dr. Abelardo Camacho Luis. Una vez liofilizados los extractos, se

mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta ser usados.

6.3 Evaluacion rendimiento en soélidos (% w/w).

A partir de los extractos obtenidos después del filtrado se realiz6 la
determinacién de solidos donde se emplearon vasos de precipitado de 80 mL para
realizar la evaluacién, con cuatro repeticiones para cada muestra, llevando los
vasos a peso constante en estufa a 100 °C durante cuatro horas. Obteniendo los
pesos de cada vaso. A continuacion se colocaron 5 mL de cada muestra en los
vasos de precipitado y de igual manera se llevaron a peso constante. Se pesaron

los vasos para realizar los célculos correspondientes.

El calculo de rendimiento de sélidos, se considera como la cantidad
total de solidos que se obtienen en la extraccion en relacion con la cantidad de
material vegetal que se utiliza en cada una de las extracciones que se realizaron

(Rosales y Gonzalez, 2003).
Es decir:

o o gramos de extracto obtenido
% Rendimiento en sdlidos = - * 100
gramos totales de material vegetal seco

6.4 Evaluacion de concentracion de fenoles totales

Técnica basada en la descrita por Waterman y Mole (1994), donde
se establece que se debe realizar una curva de calibracion de acido galico a cinco
concentraciones distintas de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm (Anexo 1). Para la
preparacion de las muestras se colocaron 50 pL de extracto a las distintas
concentraciones, 3 mL de agua deionizada y 250 pL de reactivo Folin-Ciocalteu
(2N). Después de un lapso de tiempo entre 1 min y antes de 8 min de haber
adicionado el reactivo Folin se adicionaron 0.750 pL de carbonato de sodio al
20%. Para luego aforarse a 10 mL y se mantiene en reposo durante un periodo
de 2 horas. Por ultimo se ley6 absorbancia a 760 nm, los resultados obtenidos se

expresaron como equivalentes de 4cido galico en mg g™ de extracto seco.
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Esta técnica se empled para determinar los fenoles totales tanto de
los extractos acuosos como etandlicos obtenidos de los cuatro residuos

empleados para esta investigacion, las muestras se analizaron cuatro veces.

6.5 Evaluacion de flavonoides totales

Para esta evaluacion se sigui6 la metodologia descrita por Heimler et
al. (2009), donde se emplearon 0.25 mL de muestra diluida tanto de los extractos
acuosos como etandlicos obtenidos de los cuatro residuos, es decir ocho extractos
en total, 75 uL de solucién de Nitrito de Sodio (NaNOy) al 5%, 0.150 mL solucién
recién preparada de AICl; al 10% y 0.5 mL de solucion de hidroxido de sodio
(NaOH) 1M. Después el volumen se ajusté a 2.5 mL empleando agua deionizada.
La mezcla se dej6 reposar durante 5 minutos para luego medir la absorbancia a
510 nm, preparando un blanco de igual manera pero sin muestra. Se realizd una
curva con catequina, empleandose como solucion estandar, a cinco
concentraciones distintas de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm, la cantidad total de
flavonoides se expresaron como equivalentes de catequina por gramos de
extracto seco. De las distintas concentraciones se hicieron cuatro repeticiones

para cada una.
6.6 Evaluacion efecto antioxidante in vitro

6.6.1 Radical ABTS (acido 2,2’-azinobis-3- etilbenzotiazolin-6 sulfénico)
Técnica basada en la descrita por Re et al. (1999), mediante la cual
se establece la siguiente metodologia. Las determinaciones se realizaron por
triplicado, el radical ABTS++ se obtuvo tras realizar una reaccién de ABTS con
persulfato de potasio (2.45Mm, concentracion final) la cual se incubd a
temperatura ambiente, en agitacion y oscuridad durante 16h y después se afor6
con agua a 10 mL. De esta solucién se tom6 1 mL y se diluyé con etanol hasta
gue se obtuvo un valor de absorbancia 0.700 £ 0.100 a 754 nm.
Para preparar las muestras se emplearon 50 yL de muestra a concentraciones
distintas (200, 400, 600 y 1000 ppm) y 1950 pL del radical, se agitaron
vigorosamente y se dejaron en oscuridad por un lapso de 30 minutos para luego
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leerse a 754 nm (Am) y del control que fue etanol absoluto (Ac). A partir de las
distintas concentraciones se hicieron dos repeticiones de cada una.

Se realiz6 una curva de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-acido
carboxilico) disuelto en etanol a distintas concentraciones partiendo de las 100
hasta 1000 ppm, realizando el mismo procedimiento que para muestras, de igual
manera como blanco se utilizé etanol absoluto. Los resultados se expresaron
como TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox). De igual manera los
resultados se expresan en CEsp la cual se obtiene al graficar los resultados
obtenidos de las distintas concentraciones de muestra, obtener la ecuacién de la
recta, sustituir en y’ el valor de 50, despejar x’y finalmente obtener el dato de la
CEsy.

6.6.2 Radical DPPH (acido 2,2’-azinobis-3- etilbenzotiazolin-6 sulfonico)

La capacidad que poseen los extractos como atrapadores de
radicales libres fue determinada utilizando DPPH el cual tiene la caracteristica de
tener un electron desapareado que es un radical libre, estabilizado por resonancia.
Debido a esto el DPPH se emplea para ser tomado como referencia en la
determinacién del poder antioxidante que tenga una sustancia para capturar
radicales libres (Gutiérrez et al., 2008).

Técnica basada segun la de Brand-Williams y Berset (1995). La
determinacién se realizd por triplicado, preparando una mezcla de 50 pL a cinco
diferentes concentraciones de extracto (200, 400, 600 y 1000 ppm) y 1950 pL de
DPPH se agitaron vigorosamente y se dejaron incubar a temperatura ambiente en
oscuridad por un lapso de 30 min. El control se prepara sin extracto y metanol en
su lugar. Se midi6 la absorbancia a 515 nm, realizando una comparacion entre las
muestras y el control. Las pruebas con las muestras a distintas concentraciones se
realizaron por duplicado. La capacidad antioxidante se calculdé en porcentaje de
inhibicién del radical DPPH empleando la siguiente ecuacion:
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. L, (Asqs5Control — AsisMuestra)
Porcentaje de inhibicion de DPPH = x 100
AsqsControl

De igual manera los resultados de esta técnica se expresan en CEsy,
calculandose a partir de la ecuacion de la recta obtenida al graficar los resultados
antes calculados y expresados en porcentaje de inhibicion.

6.7 Evaluacion del efecto antimicrobiano de extractos vegetales de RV
La actividad antimicrobiana se determiné mediante la técnica de
concentracion minima inhibitoria (CMI) de Salinas et al. (2009) con algunas

modificaciones.

6.7.1 Actividad antibacterial

Las cepas de las bacterias Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis Smith y Xanthomonas vesicatoria (Doidge) Dowson  fueron
proporcionadas por el Dr. Sergio Aranda, perteneciente al Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo. Las cuales se mantuvieron en refrigeracion
una vez resembradas en agar nutritivo debido a que llegaron en material

criogénico.

A continuacion se prepard una suspension en caldo infusién cerebro
corazén (BHI), colocando una colonia del microorganismo en el caso de
Clavibacter michiganensis subsp michiganensis (Cmm) y dos colonias en el caso
de Xanthomonas vesicatoria (Xv), se incubaron a una temperatura aproximada de
2711 °C durante 18 y 20 horas respectivamente, hasta que el caldo presentd
turbidez debido al crecimiento bacteriano. Posteriormente se realizaron diluciones
empleando solucion reguladora de fosfatos (SRF) en agar nutritivo con el objetivo
de poder determinar las unidades formadoras de colonia por mililitro que se
colocaron en las pruebas con los extractos a tres concentraciones distintas de
500, 1000 y 2000 ppm. Empleandose una concentracién de aproximadamente 10’
UFC/mL de las cuales se aplicaron 0.001 mL con un asa calibrada, los cuales se
colocaron durante las pruebas en un circulo de 5 a 8 milimetros de diametro en
agar nutritivo solidificado preparado con las diferentes concentraciones de los
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extractos tanto acuosos como etandlicos. A continuacién las cajas Petri se
incubaron durante 72 horas a 27+2°C. Las pruebas se realizaron por triplicado y
los resultados se expresaron como la concentracion minima de extracto vegetal
obtenido de los cuatro residuos (aguacate, café, orégano, nuez) y que produjo una
completa inhibicion del crecimiento de colonias bacterianas de los
microorganismos probados, es decir, la concentracién minima inhibitoria (CMI). Se
utilizé como control positivo un producto quimico bactericida comercial

Cuprimicinig, para cada residuo. Todo se realizé por triplicado.

6.7.2 Actividad antifungica

Las siguientes cepas fueron proporcionadas por la Dra. Reyna Rojas
perteneciente al Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo: Phytophtora
capsici Leonian y Nalanthalama vermoesenii (Biourge) Schroers. Una vez llegadas
las cepas se procedi6 a su resiembra en agar papa dextrosa, asi como a la
identificacion del tiempo en que tardaba cada hongo en madurar (formacién de
esporangio) y asi liberar sus esporas para poder llevar acabo la siguiente técnica.

De los in6culos de cada especie se realizaron diluciones mediante el
raspado del micelio de hongo maduro con siete dias de crecimiento y se colocaron
en caldo de agua peptonada tamponada (APT) y solucién reguladora de fosfatos
(SRF) para poder determinar a qué dilucion se logr6 una concentracién
aproximada de 10° esporas/mL, empleandose finalmente APT debido a que en
SRF no se obtuvo el crecimiento deseado de los hongos. El inoculo a esa
concentracion fue colocado sobre agar papa dextrosa acidificado (PDA)
solidificado junto con los extractos probados a distintas concentraciones, dicho
inoculo se colocd con un asa calibrada de 0.001mL en un circulo de 5 a 8
milimetros de. A continuacién las cajas Petri fueron incubadas a 27+1 °C. El
crecimiento se reviso a los cinco dias de incubacion, los resultados se realizaron
por triplicado y fueron expresados en CMI. En este caso como control positivo se
empled un fungicida quimico comercial, Captan so. De igual manera se hizo por

triplicado.
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6.8 Analisis estadistico

Se realizaron distintos disefios experimentales. El primero seria de
4x2x1x2x1, es decir, cuatro residuos (aguacate, café, orégano y nuez); dos
solventes (agua y etanol al 70%), el rendimiento, dos calculos uno de fenoles
totales y otro de flavonoides y por ultimo la prueba de los extractos contra el
radical ABTS en relacion al estdandar comercial Trolox, empleando cuatro

repeticiones de todas las pruebas incluidas en este disefio.

El segundo disefrio es de 4x2x4x2, los mismos cuatro residuos de
planta de aguacate, café, orégano y nuez, dos solventes (agua y etanol 70%),
cuatro concentraciones 200, 400, 600 y 1000 ppm y el empleo de dos radicales
(ABTS Y DPPH) para determinar la actividad antioxidante, todo por duplicado para

cada concenctracion.

Finalmente el disefio experimental de 4x2x4x3, cuatro residuos de
plantas (aguacate, café, orégano y nuez); dos solventes (agua y etanol al 70%),
cuatro microorganismos fitopatdégenos Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, Phytopthora capsici y Nalanthalama
vermoesenii) y por ultimo tres concentraciones distintas de 500, 1000 y 2000 ppm,

todo por triplicado.

Los valores experimentales obtenidos se expresan en medias mas
menos la desviacién estandar. La significancia estadistica se determiné mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) empleando el paquete estadistico STATISTICA
7. Las diferencias con respecto a p<0.05 se consideraron como significantes. De
igual manera se realiz6 un analisis de Tukey para una comparacion multiple de
medias con un intervalo de confianza del 95% para determinar la diferencia

significativa entre grupos.
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6.9 Identificacion de compuestos quimicos mayoritarios en los extractos

El analisis de los compuestos fendlicos se realizé por UPLC-MS
(cromatografia liquida de ultra-rendimiento) acoplado a espectroscopia de masas).
Se utiliz6 un cromatografo 3000 (UPLC) Dionex corp., con arreglo de diodos,
acoplado a un sistema Bruker MicrOTOF-QlI.

Para la separaciéon cromatografica, se utilizé una columna Polaris Cys
, con fase mdévil 0.1% acido féormico (A) y acetonitrilo (B), con un sistema de
gradiente de 10-60% (B) en 0-10 min, 60-90% (B) en 10-15 min, 90-10%, (B)
en15-17 miny 10% (B) en17-19 min.El flujo de 0.3 mL / min, deteccién a 254 nm.

El analisis de masas se realiz6 mediante un espectrémetro de
masas, empleandose en modo ionoizacién negativo, gas de secado (nitrdgeno),
velocidad de flujo 6 I/min, temperatura del gas 200 °C, rango de scan de 50-3000
m / z, voltaje 500 V, voltaje del capilar 2700 V, presidén del nebulizador 1.0 bar.

La identificaciéon de los compuestos fendlicos se se llevo a cabo en
base a los tiempos de retencién que se obtuvieron en los cromatogramas, los

espectros UV y los datos de MS que se obtuieron de los espectos de masas.

VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Evaluacion rendimiento en soélidos (% w/w).

En el Cuadro 3 se observa el rendimiento de cada extracto
mostrando que tanto en extractos etandlicos (etanol 70%) como acuosos, los
residuos de aguacate y orégano presentaron un mayor rendimiento. Con
respecto tanto a los solventes empleados como a los residuos de donde se
obtuvieron los extractos se obtuvo un valor de p< 0.05 por lo que se considera
que existe una diferencia significativa para ambas variables. Mientras que el
analisis de Tukey con a= 0.05 revela que no existe diferencia significativa entre
el rendimiento obtenido del extracto de ruezno y aguacate, pero si existe
diferencia entre el orégano y el resto de los rendimientos obtenidos.
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Cuadro 2. Rendimiento en solido de cada extracto en cada planta a experimentar

Residuo Etandlico (%) Acuoso (%)
Aguacate 13.88+0.48a 10.46+0.40a
Café 3.9740.12b 3.77+0.18b
Orégano 22.71+0.82d 14.60+0.35d
Ruezno 12.80+1.55a 7.47+0.43a

25

20

M Etandlico

W Acuoso

% Sélidos

Aguacate Café Orégano Ruezno

Figura 3. Comparacion de rendimiento en sélidos de cada extracto obtenido con
los distintos solventes organicos

Comparando estos resultados con lo reportado por Calderon-Oliver
et al. (2016) quien obtuvo que en el extracto acuoso de semilla seca (variedad
Hass) de aguacate obtuvo el rendimiento de 13.2%, mayor al obtenido en esta
investigacion. Mientras que Cruz et al. (2014) en una extraccion con acetona-agua
(80:20 v/v) con polvo de semilla de aguacate variedad Hass obtuvieron un

rendimiento de 11%.
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Con respecto al residuo de café se obtuvo un rendimiento muy
semejante para ambos solventes, con el extracto etandlico 3.97% y con el acuoso
3.67%. Mientras que Ramalakshmi et al. (2009) reportan un total de sélidos
mayores al de esta investigacion al ser de 10.3% para residuos de Arabica y 7.2%
para residuos de Robusta.

Los resultados del residuo de orégano difieren de lo mencionado por
quienes reportan un mayor rendimiento de extracto acuoso Lippia
graveolens (35.99%). Aunque los resultados de esta investigacion son superiores
al compararse con el rendimiento que se genera en la extraccién del aceite
esencial (Oreganum vulgare spp.) como mencionan Acevedo et al. (2013) el cual
se encuentra entre el 2-6% y a los resultados de rendimiento de extracto acuoso
de tallo de orégano (Lippia graveolens var. Berlandieri) que menciona Gonzalez
et al. (2007) al ser de 6.7%.

Por dltimo resultados de ruezno los valores también difieren de los
de Fernandez-Argullé et al. (2013) donde el rendimiento de extractos acuosos y
etanodlicos a partir de ruezno verde (variedad Mellanaise) fue de 44.11% en el
extracto acuoso, en el obtenido con EtOH fue de 3.90% y por dltimo un
rendimiento de 20.21% para el extracto de EtOH 50%.

Con respecto a los diferentes valores obtenidos por solvente, se
observa que los etandlicos fueron los de mayor rendimiento, lo que podria
deberse a la polaridad de los metabolitos secundarios.

Con estos resultados se pudo observar que debido a que los
metabolitos secundarios poseen distintas estructuras quimicas, esto se ve
relacionado directamente con su afinidad a los distintos solventes, en este caso
presentaron una mayor afinidad los residuos de semilla de aguacate, orégano y
ruezno al solvente etanol. En la Figura 2 se aprecia que el residuo de aguacate y
orégano tienen mucho que proporcionar al tener una cantidad rescatable de

sélidos provenientes de una materia prima que simplemente se deshecha.
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7.2 Evaluacion de concentraciones totales de fenoles y flavonoides.

En el anexo 1, se observa la curva de calibracion del acido galico
usado como patrén de referencia para la determinacion de compuestos fendlicos.

En la Figura 4 y 5, se observé que el café, presento la mayor
concentraciéon de fenoles totales con extracto acuoso. En los extractos etandélicos,

la mayor concentracién de fenoles fue para el orégano.

En el analisis estadistico se obtuvo que si existe una diferencia
significativa (p<0.0.5) en las concentraciones de fenoles de los distintos extractos
en relacién a los distintos residuos (aguacate, café, orégano y ruezno) y solventes
empleados. De acuerdo con el analisis de Tukey con a=0.05 no existe diferencia
significativa en los resultados de fenoles totales obtenidos en los extractos de
aguacate y ruezno; ruezno y café; café y orégano. Sin embargo si existié

diferencia significativa entre esos grupos.

En el anexo 2 se observa la curva de calibracion de la catequina

usado como patrén de referencia para la determinacién de flavonoides.

250 -

200 A

150 -

100 -

50 A

Aguacate Café Orégano Ruezno

M Fenoles totales (mg EAG/g ES) i Flavonoides totales (mg ECA/g ES)

Figura 4. Concentraciones de fenoles totales y flavonoides en los extractos
acuosos
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Figura 5. Concentraciones de fenoles totales y flavonoides en los extractos
etandlicos

Para los flavonoides se observé en las Figuras 4 y 5, la mayor
concentracion en el café para los extractos acuosos y en el caso de los etanélicos
la mayor concentracién en el ruezno. Caso particular el ruezno, donde el
extracto acuoso presenta que practicamente todos sus fenoles son del tipo

flavonoide, sin embargo, al emplear etanol estos compuesto se incrementan.

En los resultados estadisticos al realizar la ANOVA se obtuvo que en
relacion a la concentracién de flavonoides con respecto a los distintos residuos
(aguacate, café, orégano y ruezno) y los solventes empleados (agua y etanol)
exista una significancia estadistica. En el analisis de Tukey (a=0.05) se obtuvo que
no existe diferencia significativa en lo obtenido para los extractos de ruezno, café y
orégano, pero si existe diferencia significativa entre estos tres extractos al

compararse con el aguacate.
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Cuadro 3. Valores medios de fenoles totales y flavonoides de cada residuo con su

respectivo solvente

Residuo Solvente Fenoles totales Flavonoides mg
mg EAG/g ES ECA/g ES
Agua 58.75+25.61a 24.6110.72a
Aguacate Etanol 110.18+32.68a 57.94+2.692
Agua 216.50+14.62bc 110.9315.5b
Cafe Etanol 179.29+12.21bc 69.06+1.36b
Agua 170+15.23c 64.89+2.12b
Orégano Etanol 268.75+23.41¢ 12117.87b
Agua 46.25+0.68ab 46.56+1.56b
Ruezno Etanol 230.71+14.55ab 131+£12.58b

Del extracto acuoso de aguacate los valores del Cuadro 4 resultaron
elevados en comparacion con los reportados por Calderén-Oliver et al. (2016)
quienes obtuvieron en semillas de aguacate tipo Hass, 5.7 mg EAG/g ES de
fenoles totales y 2.8 mg EQER/g ES de flavonoides. Con respecto al extracto
etandlico de este mismo residuo los fenoles totales resultan inferiores al ser
comparados con lo obtenido por Rodriguez-Carpena et al. (2011) quienes
proyectan resultados de un extracto metandlico de semilla de aguacate Hass con
fenoles totales de 7841 mg EAG/100g ES y de flavonoides 1.7 mg ECA/100g ES,
siendo este ultimo inferior comparado al obtenido en esta investigacion.

Para los resultados de extracto acuoso de café (Cuadro 4) con
respecto al reporte de Panusa et al. (2013) con residuos de café rico en Arabica
mediante una extraccién con agua y de etanol-agua (60:40 %v/v), obteniendo
concentraciones inferiores a las de investigacion en ambas pruebas tanto para
fenoles totales como flavonoides, al ser de 17.43 mg EAG/g ES y de flavonoides
3.31 mg EQER/g ES para el extracto acuoso y de 23.90 mg EAG/g ES de fenoles
totales y de 8.03 mg EQER/g ES para flavonoides del extracto etanol-agua.

58




Silvia A. Aguirre de la Serna CIIDIR IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestiébn Ambiental

Los datos obtenidos para los extractos de orégano reportados en el
Cuadro 3 con respecto al contenido de fenoles totales resulta ser el extracto de
etanol superior al reportado por Martinez-Rocha et al. (2008) con un extracto
metandlico de orégano obtenido de Guanajuato y con un contenido de fenoles de
211.81 mg EAG/g ES, asi como un valor mayor de flavonoides al contenido en el
Cuadro 3, al ser el reportado de un valor de 136 mg ECA/g ES.

Por ultimo del extracto de ruezno existen pocos reportes de su
analisis, entre ellos se encuentra el de Fernandez-Argull6 et al. (2013) quienes
reportan el contenido fendlico de 40.39 mg EAG/g extracto a partir del extracto
acuoso de ruezno verde y de un extracto de etanol al 50% obtuvieron un total de
fenoles de 84.46 mg EAG/g extracto, datos que resultan inferiores a lo reportado
en el Cuadro 3. En relacién a los flavonoides De la Rosa et al. (2011) reporta el
contenido de flavonoides en extracto de acetona al 80% de cascara de nuez
fresca provenientes de tres distintos lugares del estado de Chihuahua, obteniendo
un contenido de flavonoides de 26.3, 33.1 y 36.1 mg ECA/g extracto fresco, siendo

estos datos inferiores a los observados en el Cuadro 4.

7.3 Evaluacion de la actividad antioxidante
7.3.1 Radical ABTS

Para la determinacién la actividad antioxidante con respecto al
radical ABTS existen dos formas de expresar los resultados, una de ellas es como
porcentaje de inhibicion. La otra forma es con respecto a un antioxidante de
referencia (Kuskoski et al., 2004) en este caso se empled Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), expresandose los resultados como capacidad
antioxidante equivalente en Trolox (TEAC), para este ultimo se realiz6 una curva
de calibracion de Trolox (Anexo 3).
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Cuadro 4. Actividad antioxidante de extractos con respecto al radical ABTS
expresados en % de inhibicion y TEAC

Residuo Inhibicion ABTS en % TEAC (UM Trolox /g)

Acuoso Etanolico Acuoso Etanodlico

Aguacate 15.7+1.15a 64.82+4.1a 114.86+11.61a | 610.93+41.41a

Café 88.01+1.74b | 65.24+3.94b | 845.21+17.55b | 615.21+39.77b

Orégano 75.50+3.85b | 98.94+0.34b | 718.79+38.89b | 955.57+3.4b

Ruezno 42.5+1.99b 98.13+0.14b | 385.58+20.09b | 947.36+1.37b

De acuerdo a lo que se observa en el Cuadro 5, se obtuvo mayor
inhibicién en todos los extractos etandlicos en comparacion con los acuosos.
Dentro de los extractos acuosos los que presentaron menor actividad antioxidante
fueron el aguacate y el ruezno, mientras que los de mayor actividad fueron el café
y orégano. En los extractos etandlicos se obtuvieron los valores més altos para

orégano y ruezno.

Es importante sefalar que en los dos célculos de capacidad
antioxidante en relacién al radical ABTS se presenté el mismo patron en el café,
presentando una mayor capacidad antioxidante en el extracto acuoso que en el
etandlico, por el contrario el resto de los extractos etandlicos de aguacate,
orégano y ruezno presentaron mayor actividad antioxidante con respecto a los
acuosos. Esto podria deberse a que los metabolitos secundarios que posee el
residuo de café son mas afines al agua, mientras que los compuestos que poseen

el resto de los residuos son mas solubles en etanol.

Todo lo antes mencionado puede ser apreciado en las Figuras 6y 7,

debido a que se obtuvieron resultados semejantes en cuanto a capacidad
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antioxidante tanto en los valores expresados en porcentaje de inhibicion como en
TEAC. Se puede apreciar en tales figuras que conforme se incrementa la
concentracion del extracto de todos los residuos, de igual manera aumenta su
capacidad antioxidante.

El andlisis estadistico reporté que para la actividad antioxidante con
respecto al radical ABTS si existe diferencia significativa entre los valores de
actividad antioxidante con respecto a la planta y al solvente al ser el valor de
p<0.05. Mientras que el analisis de Tukey con a=0.05 establece que no existe
diferencia significativa entre la inhibicion que presentan los extractos de ruezno,
café y orégano, sin embargo, si existe diferencia significativa entre estos extractos

al ser comparados con el aguacate.
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Figura 6. Porcentaje de inhibicion de los extractos acuosos
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos

Kosinska et al. (2012) reporta la actividad antioxidante de extracto
de semilla de aguacate tipo Hass con metanol al 80%, siendo su resultado de 0.94
mmol Trolox/g de peso seco, es decir, inferior a lo que se reporta en el Cuadro 5.
Mientras que Rodriguez-Carpena et al. (2010) reporta la actividad antioxidante de
la variedad Hass y Fuerte a partir de metanol obteniendo para la variedad Hass
141.67 mmol Trolox/g materia fresca y para el Fuerte de 184.42 mmol Trolox/g
materia fresca, datos muy por encima a lo reportado en el Cuadro 5 para ambos
extractos.

En el caso de lo obtenido con los residuos de café se ha reportado
por Bravo et al. (2012) que la capacidad antioxidante de un extracto acuoso a
partir de residuos de café obtenidos de la preparacién de café empleando un filtro
de cafetera, para los residuos de Arabica obtuvieron 215.12 umol Trolox/g y para
Robusta 167.24 pumol Trolox/ g siendo estos ultimos menores a los obtenidos en

este trabajo (Cuadro 5).

Mufoz et al. (2007) reportan para Origanum vulgaris que presento
una actividad antioxidante de 800 mmol Trolox/ kg extracto seco mientras que en

el Cuadro 4 se reportan resultandos muy semejantes.
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Con relacién al ruezno no existen datos precisos en relacién al
radical ABTS, sin embargo si existe el reporte de Pinheiro et al. (2014) sobre la
actividad antioxidante de la cascara de nuez de extracto tanto acuoso de 1809.01
umol Trolox/g como con alcohol 1562.51 umol Trolox/g, datos muy por encima de

los recopilados en el Cuadro 4 para los extractos de ruezno.

7.3.2 Radical DPPH

Con respecto a la evaluacion de los extractos de aguacate, café,
orégano y ruezno contra el radical DPPH, en los extractos acuosos se obtuvo
mejor respuesta en los extractos a partir de café y orégano (Figura 7). Mientras
que en los extractos etandlicos (Figura 8) se obtuvo mejor respuesta en los
extractos de orégano y ruezno, al igual que mayores porcentajes de inhibicion en

comparacién a los acuosos.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH obtenido en los extractos

acuosos
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH obtenido en los extractos

etanodlicos

De igual manera se puede apreciar que al igual que en la prueba con
el radical ABTS, al incrementar la concentracién de extracto aumenta el porcentaje

de inhibicidn del radical.

De forma general el porcentaje de inhibicién del radical DPPH por
parte del extracto de aguacate, tanto acuoso como etandlico, fue el mas bajo. Por
otra parte los extractos de orégano presentaron una excelente respuesta. Mientras
que el extracto de ruezno etandlico tuvo una mejor actividad antioxidante con
respecto a la poca actividad el extracto acuoso, a diferencia de lo sucedido con el
extracto de café, que al igual que en la prueba con el radical ABTS se tuvo mayor

capacidad antioxidante en el extracto acuoso que con el etandlico.

Con respecto a los resultados estadisticos contra este radical, se
obtuvo algo muy semejante a ABTS, es decir se obtuvo p<0.05 por lo que existe
diferencia significativa en los resultados de actividad antioxidante en relacion al
residuo y el solvente. En el analisis de Tukey con a=0.05 se obtuvo que no existe
diferencia significativa entre ruezno y café, sin embargo, si existe diferencia

significativa en los extractos de aguacate y orégano.
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Para confirmar la capacidad de cada extracto de atrapar el 50% de
los radicales libres ABTS y DPPH, se calculé la concentracion efectiva cincuenta
(CEso) donde se puede observar que los extractos etandélicos presentan mejor
respuesta tanto en la evaluacién contra el radical ABTS como con DPPH (Cuadro
5).

Cuadro 5. Actividad antioxidante de extractos con respecto al radical DPPH

expresados en CEsg

Residuo Solvente CEso ABTS CEso DPPH
(hg/mL) (ng/mL)
Aguacate Agua 503.17 6955.73
Etanol 638.19 2428.03
Café Agua 426.45 1116.72
Etanol 651.95 2037.99
Orégano Agua 591.44 1614.41
Etanol 248.91 573.14
Ruezno Agua 819.21 4199.25
Etanol 293.11 855.83

Con respecto a la actividad antioxidante para semilla de aguacate,
Melgar et al. (2018) reportan la actividad antioxidante de un extracto de etanol:
agua (80:20 v/v) muy semejante al de esta investigacién (etanol: agua, 70:30) y
obtuvieron una CEsp para la variedad Hass de 220 ug/mL muy por debajo del dato
mostrado en el Cuadro 6. Por otra parte se reporta la CEsp de un extracto de
semilla de variedad Hass pero a partir de su maceraciéon con metanol al 80% vy
reportan 0.920 mg materia seca (Kosinska et al. (2012) mientras que en este
documento se reportan valores mayores tanto para el extracto acuoso como para

el etandlico.

En el caso del orégano Pruneda et al. (2008) reportan una CEsy para

L. graveolens a partir de un extracto metandlico de 188 pug/mL y para un extracto
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acuoso de 115.9 ug/mL muy por debajo de los resultados obtenidos en este
trabajo (Cuadro 6).

Por otro lado Fernandez-Argullo et al. (2013) evaluaron la actividad
antioxidante de ruezno verde (Juglans regia L.) tanto con agua obteniendo CEsg de
0.72 pg/mL, mientras que con etanol al 50% se obtuvo 0.33 pg/mL. Valores

inferiores a los que se encuentran en el Cuadro 5

Se ha reportado que en relacién a los residuos de café, tanto los
compuesto fendlicos como los productos de la reaccién de Millard durante el
tostado del café son responsables de la actividad de los extractos de café
(Ramalakshmi et al., 2009).

Se pudo observar que los mejores resultados en algunos de los
extractos se obtuvieron a partir del extracto etandlico, esto podria ser explicado
debido a que los compuestos fendlicos son mas solubles en solventes organicos
menos polares que el agua. Los alcoholes particularmente metanol y etanol, han
sido mas eficientes que el agua en la extraccién de fenoles a partir de fuentes
naturales como cascaras de citricos, te negro y plantas medicinales (Mussato et
al., 2011).

7.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de extractos vegetales de RV
7.4.1 Actividad antibacterial

7.4.1.1 Extractos acuosos.

Ningun extracto acuoso presento eficiencia esto podria deberse a
ciertos factores como: al mal manejo de los residuos previo a su maceracién, asi
como ciertos compuestos afines al agua (azucares) que pudieron ayudar al

incremento de distintos microorganismos al realizar las pruebas antimicrobianas.

7.4.1.2 Extractos etanolicos
A continuacién se describen los resultados obtenidos en las dos
bacterias contra los extractos etandlicos.
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7.4.1.2.1 Clavibacter michiganensis supsp. michiganensis Smith

Con respecto a esta bacteria fitopatégena se obtuvo inhibiciéon tanto

con el extracto del residuo de orégano como con el de semilla de aguacate a una

concentracion de 2000 ppm, debido a que en 1000 y 500 ppm respectivamente se

presento crecimiento bacteriano (Cudro 7 y 8).

Cuadro 6. Respuesta de las diferentes concentraciones sobre actividad

antimicrobiana contra la bacteria fitopatégena Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis

Concentraciones de extractos (ppm)

2000

1000 500

Aguacate

Café
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Orégano

Ruezno

Cuprimicin 100

Control positivo
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Cuadro 7. Concentracién minima inhibitoria de extractos de residuos vegetales

contra Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Concentracion minima inhibitoria
(ppm)
2000 1000 500
Aguacate + - -
Café - - -
Orégano + - -
Ruezno - - -
Cuprimicinigo + + +

(+) Inhibicién  (-) Crecimiento

7.4.1.2.2 Xanthomonas vesicatoria (Doidge) Dowson

En relacibn a Xanthomonas vesicatoria (Xv), se obtuvieron
inhibiciones en las tres concentraciones de extracto de orégano y semilla de
aguacate que se probaron a 2000, 1000 y 500 ppm. Se empled el mismo testigo

negativo, Cuprimicinigo.

Cuadro 8. Respuesta de las diferentes concentraciones de extractos contra
bacteria la fitopatégena Xanthomonas vesicatoria

Concentraciones de extractos (ppm)

2000 1000 500

Aguacate
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Debido que en las tres concentraciones probadas se presenté una
completa inhibicién de la bacteria, se probaron otras dos concentraciones para los
extractos de aguacate y de orégano con el objetivo de determinar la CMI, tales
concentraciones fueron 250 y 125 ppm. Obteniéndose crecimiento en ambas
pruebas.

Cuadro 9. Pruebas con concentraciones menores de extractos para determinar
CMI

Concentraciones de extractos (ppm)

250 125

Aguacate
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Orégano

Cuprimicin 100

En el Cuadro 10 se muestra como el extracto de semilla de

aguacate y de orégano inhibieron el crecimiento de Xanthomonas vesicatoria,

siendo la CMI para ambos extractos de 500 ppm.

Cuadro 10. Concentraciones minimas inhibitorias obtenidas contra Xanthomonas
vesicatoria

Concentracion minima inhibitoria (ppm)
1000 500 250 125

2000
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Aguacate + + + - -
Café - - - - -
Orégano + + + - -
Ruezno - - - - -
Cuprimicinigo + + + + +

(+) Inhibicién  (-) Crecimiento

Actualmente existe evidencia de que extractos de semilla de
aguacate empleando distintos solventes organicos han sido probados
principalmente contra bacterias patdégenas como lo mencionado por Rodriguez-
Carpena et al. (2011), analizan semilla de frutos de la variedad Hass y Fuerte
empleando acetato de etilo, acetona y metanol durante la extraccién vy las
pruebas se hicieron contra bacterias Gram positivas como S. aureus, L.
monocytogenes, E. coliy Pseudomonas spp., obteniendo efectos antimicrobianos
moderados, a diferencia de esta investigacién donde se obtuvo inhibicién total de
Cmm a 2000 ppm y de Xv a 500 ppm.

En el caso del residuo de café resulta muy interesante debido a que
Monente et al. (2015) analizan residuos de café, tanto Arabica como Robusta, a
partir de extractos acuosos presentando inhibicién de las bacterias S. aureus'y L.
monocytogene. Mientras que Sant’Anna et al. (2016) de igual manera a partir de
un extracto acuoso probado contra S. aureus, B. cereus, Clostridium perfringens,
L. monocytogenes, L. inoccua, Salmonella entenderitis y E. coli. no se presenta
inhibicién de estas bacterias, al igual que en esta investigacion donde a ninguna
concentracion de extracto de café se presenta inhibicién ni de Cmm ni de Xy,
dichos autores atribuyen que esta falta de actividad antimicrobiana se puede deber
a la baja concentracion de productos generados durante la reaccién de Millard, asi
como al proceso de extraccion elegido.

Del orégano existe gran cantidad de evidencia de su poder
antimicrobiano principalmente a partir de su aceite esencial, contra bacterias

patdgenas vy fitopatbgenas. Rivero-Cruz et al. (2011) reportan actividad
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antibacteriana moderada contra B. subtilis, S. aureus, E. coli, S. typhi y P.
aeruginosa. Por otra parte Gonzalez-Espindola et al. (2011) mencionan que
mediante un extracto hexanico de hojas de orégano (Lippia graveolens) logra la
inhibicién de colonias de Clavibacter michiganensis subsp michiganensis. Esta
actividad antibacteriana del orégano aun se ve reflejada en los residuos de hoja de
la extraccidn de aceite esencial ya que presentd inhibicion en ambas bacterias
probadas (Cmmy Xv).

Con respecto al ruezno existe evidencia de haber funcionado el
extracto acuoso de ruezno verde (Juglas regia L.) contra bacterias Gram positivas
como B. aeurus, B. subtilis, S. aureus y S. epidermis, asi como una respuesta
negativa al ser probados contra bacterias Gram negativas como E. coli y P.
aeruginosas (Fernandez-Argulld et al., 2012), a diferencia de los resultados
obtenidos en esta investigacion que si inhibié completamente Xv, bacteria Gram

negativa.

Por otro lado con respecto a las bacterias Cmmy Xv, las cuales se
empelaron para esta investigacion, existe la evidencia de su inhibicién con Allium

sativum (ajo) y fruta de Ficus carica (higo) (Balestra et al., 2009).
7.4.2 Actividad antifungica

De igual manera que en la prueba contra bacterias, sélo se
emplearon los extractos etandlicos para probarse contra hongos fitopatégenos.

7.4.2.1 Extractos acuosos.

Ningun extracto acuoso al igual que para las pruebas contra
bacterias presento eficiencia esto podria deberse a ciertos factores como: al mal
manejo de los residuos previo a su maceracion, asi como ciertos compuestos
afines al agua (azucares) que pudieron ayudar al incremento de distintos

microorganismos al realizar las pruebas antimicrobianas.

7.4.2.2 Extractos etanolicos
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A continuacién se describen los resultados obtenidos en los dos

hongos contra los extractos etandlicos.

7.4.2.2.1 Phytophtora capsici Leonian

No se presentd

inhibicibn en ninguna de

las pruebas realizadas,

presentando un crecimiento normal como el control positivo. Mientras que en el

control negativo no se observé crecimiento.

Cuadro 11. Actividad antimicrobiana contra hongo fitopatégeno Phytophtora

capsici

Concentraciones de extractos (ppm)

2000

1000

500

Aguacate

Café
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Orégano

Ruezno

Captén 50
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Cuadro 12. Resultados finales contra Phytophtora capsici

Concentracion minima inhibitoria
(ppm)
2000 1000 500
Aguacate - - -
Café - - -
Orégano - - -
Ruezno - - -
Cuprimicinigo + + +

(+) Inhibicién  (-) Crecimiento

Los extractos empleados para las pruebas contra P. capsici
demostraron no tener poder antifungico contra este microorganismo.
7.4.2.2.2 Nalanthamala versmoesenii (Biourge) Schroers

Cuadro 13. Respuesta de la actividad antimicrobiana contra hongo fitopatégeno
Nalanthamala vermoesenii

Concentraciones de extractos (ppm)

2000 1000 500

Aguacate
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Café

Orégano

Ruezno

Captén 50

Control positivo
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Como se puede apreciar en las imagenes anteriores tanto en las
pruebas con extractos de aguacate y de orégano a la mayor concentraciéon, de
2000 ppm, se ve crecimiento pero mucho menor al ser comparado con el control
positivo. Motivo por el cual se repitié la prueba a concentraciones mas elevadas,
3000 y 4000 ppm (Cuadro 14).

Cuadro 14. Concentraciones de extractos de aguacate y orégano a 3000 y 4000
ppm contra Nalanthamala vermoesenii

Concentraciones de extractos (ppm)

4000 3000

Aguacate
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Orégano

Captan so

Finalmente se obtuvo una inhibicion completa del hongo, empleando

una concentracion de extracto de aguacate a 3000 ppm y de extracto de orégano
a 4000 ppm, siendo estas las CMI para los extractos ya mencionados probados

contra Nalanthamala vermoesenii (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Respuesta de los extractos de cuatro residuos verdes contra

Nalanthamala vermoesenii

Concentracion minima inhibitoria (ppm)
4000 3000 2000 1000 500
Aguacate - + - - -
Café --- --- - - -
Orégano + - - - -
Ruezno - --- - - -
Captans + + + + +

(+) Inhibicién  (-) Crecimiento

Los extractos de café y ruezno contra N. vermoesenii demostraron
no tener poder antifingicp, sin embargo, al igual que en las pruebas contra
bacterias fitopatégenas los extractos que presentaron actividad inhibitoria solo
fueron los de semilla de aguacate y orégano.

En relacion al extracto de semilla de aguacate se reporta por Giffoni
et al. (2009) que extractos hexanicos y metandlicos de semilla de aguacate
presentaron actividad antifingica contra Candida spp y Malassezia pachydermati.
Mientras que Raymond y Dykes (2010) dan a conocer que un extracto etandlico de
la semilla del aguacate presenta inhibicion contra Zygosaccharomyces bailii, a
diferencia de un extracto acuoso que no inhibe a tal microorganismo, dichos
autores especulan que esto se puede deber a la madurez del aguacate, ya que al
madurar el fruto disminuye su potencial antifingico debido a la descomposicion de

ingredientes activos.

Existe evidencia de que un extracto acuoso de café fue probado
contra hongos fitopatégenos como F. oxysporum, F. graminearum, A. flavus, entre

otros, donde tampoco lograron su inhibicién (Sant’/Anna et al., 2016).

El extracto de orégano en este caso solo logré la inhibicién de

Nalanthamala vermoesenii. Jasso et al. (2011), realizaron evaluaciones con
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extractos crudos de hoja de orégano (L. graveolens) a partir de hexano y etanol,
mostrando incluso una inhibicién del 100% de hongos como R. stolonifer y C.
gloeosporioides.

El extracto crudo de ruezno, al igual que el de café, no presento
ninguna actividad antimicrobiana, Pinheiro et al. (2014) menciona algo semejante
al probar extractos acuosos y etandlicos de cascara de nuez contra P. roquefortii,
Rhizopus sp., y Fusarium sp, al no presentar ninguna inhibicién en tales hongos
con ninguno de los extractos probados.

Como se muestra anteriormente, con ninguno de los cuatro extractos
se obtuvo una respuesta inhibitoria contra P. capsici, sin embargo, existe
evidencia de su inhibicion con otros extractos como con el extracto acuoso de
Parthenium hysterophorus (Moosa et al., 2016), con extracto acuoso de ajo (Allium
sativum L.) debido a su contenido de alicina (Hayat et al., 2016). Ademas de lograr
su parcial inhibicion mediante el resido obtenido al extraer el aceite esencial de
neem mediante un extracto etandlico (Duong et al., 2014).

Con respecto N. vermoesenii son pocos los reportes existentes
hasta el momento sobre este microorganismo y posibles extractos a emplear para

su inhibicion.

En el analisis estadistico de toda el experimento de actividad
antimicrobiana se obtuvo que existe diferencia significativa en la inhibicion
obtenida respecto a los microorganismos empleados (Clavibacter michiganensis
subsp michiganensis, Xanthomonas vesicatoria, Phytophtora capsici y
Nalanthamala vermoesenii), los residuos empleados (aguacate, café, orégano y
ruezno), y los solventes (agua y etanol). Sin embargo no existe diferencia
significativa en la relacion de la inhibicién con respecto a las concentraciones que
se probaron en todos los extractos (500, 1000 y 2000 ppm), al obtenerse un valor
de p de 0.110661 (p>0.05).
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En el Cuadro 16 se presenta una compilacion de todos los resultados
de experimentacion obtenidos en este trabajo. Destacando de manera general que

las mejores respuestas se obtuvieron en los residuos de orégano.
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Cuadro 16. Resultados finales obtenidos

Actividad Actividad antimicrobiana
Residuo | Solvente | Rendimiento Fenoles Flavonoides | antioxidante (CEsp)
(%) mg EAG/g | mg ECA/g ES | ABTS DPPH Microorganismo CcMI*
ES
Acuoso 10.46+0.40 | 58.75+25.61 | 24.61+0.72 | 503.17 | 6955.73 - -
Semilla Cmm™* 2000 ppm
aguacate | Etandlico 13.88+0.48 110.2432.68 | 57.94+2.69 | 638.19 | 2428.03 Xy*** 500 ppm
P. capsici -
N. versmoesenii 3000 ppm
Acuoso 3.77+0.18 216.5£14.62 | 110.9315.5 | 426.45 | 1116.72 - -
Café Cmm -
Etandlico 3.97+0.12 179.29+12.2 | 69.06£1.36 | 651.95 | 2037.99 Xv -
P. capsici -
N. versmoesenii -
Acuoso 14.60+0.35 170+15.23 64.89+2.12 591.44 1614.41 - -
Orégano Cmm 2000 ppm
Etandlico 22.71+0.82 268.75+23.4 121+7.87 248.91 573.14 Xv 500 ppm
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P. capsici

N. versmoesenii

4000 ppm

Ruezno

Acuoso 7.47+0.43 46.25+0.68 46.56+1.56 | 819.21 | 4199.25 - -
Cmm -

Etandlico | 12.80+1.55 | 230.71+14.5 | 131+12.58 293.11 855.83 Xv -
P. capsici -

N. versmoesenii

*Concentracién minima inhibitoria

**Clavibacter michiganensis subsp michiganensis ***Xanthomonas vermoese
(-) Extractos que incrementan crecimiento de microorganismos

85




Silvia A. Aguirre de la Serna CIIDIR IPN Unidad Durango Maestria en Ciencias en Gestiébn Ambiental

7.5 Analisis estadistico

Se realizaron los analisis para los distintos disefios experimetnales
de este trabajo mediante el programa Statistica 7, para que de esta manera se
pueda llegar a una conclusion, en relacion a los resultados previamente

reportados.

El primer disefio experimental es solvente, residuos, rendimiento y
actividad antioxidante con respecto a Trolox. En los resultados de la ANOVA para
el rendimiento se obtuvo un valor de p inferior a 0.05 por lo que existe diferencia
significativa en los resultados de rendimiento conr respecto a los residuos
empleados (aguacate, café, orégano y ruezno) y los solventes (agua y etanol)
(Cuadro 17).

Cuadro 17. Resultados de ANOVA con respecto al rendimiento de los extractos de
aguacate, café, orégano y ruezno

Grados | Rendimiento | Rendimiento | Rendimiento | Rendimiento
de SS MS F P
libertad
Intercepcion 1 4018.366 4018.366 1393.999 0.000000
Residuos 3 890.247 296.749 102.944 0.000000
Solvente 1 145.593 145.593 50.507 0.000000
Error 27 77.831 2.883

En la Figura 10 se aprecia un mayor rendimiento en los extractos

etandlicos que en los acuosos, siendo mayores los extractos de aguacate y

orégano con ambos solventes.
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Figura 10. Gréaficas comparativas de rendimiento de los dos solventes empleados
con los residuos de aguacate, café, orégano y ruezno

En la Figura 11 se expresa que existe una diferencia significativa

estadisticamente (p<0.05) hablando entre los solventes (agua y etanol) con

respecto al rendimiento obtenido, siendo mejor el etanol. Lo mismo se presenta en
la Figura 12 donde se expresa la diferencia de medias de los residuos con
respecto al rendimiento existiendo diferencia significativa entre ellos (p<0.05) y
observandose un mayor rendiemiento en el extracto del residuo de orégano.
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Solvente; LS Means
Current effect: F(1, 27)=50.507, p=.00000
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Rendimiento

H20 ETOH
Solvente

Figura 11. Diferencias de medias de los solventes con respecto al rendimiento
obtenido

Planta; Weighted Means
Current effect: F(3, 27)=102.94, p=.00000
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals

Rendimiento

Aguacate Café Orégano Ruezno
Residuos

Figura 12. Diferencias de medias de los residuos con respecto al rendimiento que
se obtuvo a partir de sus extractos
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Con respecto a la determinacién de fenoles la ANOVA arroj6é que si
existe difencia significativa entre los valores de fenoles en relacién a los residuos

empleados vy los solventes, obteniéndose un valor de p< 0.5 (Cuadro 18).

Cuadro 18. Resultados obtenidos de la ANOVA para los resultdos obtenidos de la

concentracion de fenoles totales en los distintos extractos

Grados Fenoles Fenoles Fenoles Fenoles
de SS MS F P
libertad
Intercepto 1 819428.6 819428.6 365.6311 0.000000
Residuo 3 88963.7 29654.6 13.2319 0.000017
Solvente 1 44306.3 44306.3 19.7696 0.000135
Error 27 60510.6 22411

En la Figura 13, se observa que de igual manera en los extractos

etandlicos se obtuvo mayor concentracién de fenoles totales, principalmente para
ruezno y orégano.

wapuad
=
o

p®

Figura 13. Comparacién de contenido de fenoles totales en relacion al solvente y
residuos (aguacate, café, orégano y ruezno) de los cuales se obtuvieron los
extractos acuosos y etandlicos
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se obtiene que existe diferencia significativa p< 0.05 (Cuadro 19).

En los resultados del analisis de varianza para los flavonoides igual

Cuadro 19. Datos obtenidos del andlisis de varianza (ANOVA) respecto a los

resultados de flavonoides

Grados | Flavonoides | Flavonoides | Flavonoides | Flavonoides
de SS MS F p
libertad
Intercepto 1 195929.3 195929.3 287.9051 0.000000
Residuo 3 14652.8 4884.3 71771 0.001078
Solvente 1 8713.8 8713.8 12.8044 0.001335
Error 27 18374.4 680.5

Sucediendo practicamente lo mismo en los flavonoides que con los

fenoles totales, al tenerse una mayor concentracion en los extractos etandlicos

(Figura 14). Siguiendo el mismo patron con la determinacion de actividad

antioxidante reportada en relacién a una curva de calibracién de Trolox (Figura

15).

Figura 14. Comparacién entre el contenido de flavonoides de los extractos (etanol
y agua) obtenidos de los residuos de aguacate, café, orégano y ruezno
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Figura 15. Comparacion de los resultados de actividad antioxidante con respecto
al racial ABTS expresado segun el estdndar comercial Trolox

En el segundo disefio experimental realizado, en relacion a la
determinacién de ABTS y DPPH del analisis de varianza demuestra que existe

diferencia significativa entre los resultados de inhibicién respecto a los residuos y

solventes usados, asi como las distintas concentraciones de los extractos

(Cuadros 20 y 21).

Cuadro 20. Resultados de andlisis de ANOVA respecto a lo obtenido en la

inhibicion del radical ABTS a distintas concentraciones

Grados ABTS ABTS ABTS ABTS
de SS MS F P
libertad

Intercepto 1 166469.3 166469.3 995.9481 0.000000
Residuo 3 9108.9 3036.3 18.1655 0.000000
Solvente 1 4353..4 4353.4 26.0455 0.000004
Concentracién 3 23160.6 7720.2 46.1883 0.000000
Error 56 9360.2 167.1
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Cuadro 21. Resultados de andlisis de ANOVA respecto a lo obtenido en la
inhibicién del radical DPPH a distintas concentraciones

Grados DPPH DPPH DPPH DPPH
de SS MS F p
libertad
Intercepto 1 27350.42 27350.42 178.0347 0.000000
Planta 3 5527.14 1842.38 11.9928 0.000004
Solvente 1 2882.88 2882.88 18.7658 0.000062
Concentracién 3 6369.43 2123.14 13.8204 0.000001
Error 56 8602.95 153.62

Se puede observar en la Figura 16 y 17 como a mayores
concentraciones del extracto incrementa la actividad antioxidante siendo el

orégano uno de los que presentd mejor respuesta contra ambos radicales.

AN/W

OCOOO0O

Ean

Figura 16. Comparativo de resultados de actividad antioxidante contra el radical
ABTS en relacién a los residuos de aguacate, café, orégano y ruezno
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Figura 17.Resultados de actividad antioxidante contra DPPH, en relacion a los
extractos de aguacate, café, orégano y ruezno

Con respecto al ultimo disefio experimental, el cual constituye la
actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos de los residuos de semilla de
aguacate, café, orégano y ruezno, probados contra cuatro microroganismos
fitopatdbgenos. En el andlisis de ANOVA se determiné que existe diferencia
significativa entre la inhibicdn vy los residuos, solventes y microorganismos que se
emplearon para este trabajo (p<.05). Pero no existe diferencia significativa entre la
inhibicidn y las concentraciones de los extractos probadas para todos los
microorganismos de 500, 1000 y 2000 ppm (p> 0.05) (Cuadro 22).

Cuadro 22. Resultados del analisis ANOVA en relacion a la inhicion microbiana de
los extractos

Grados Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion
de SS MS F p
libertad
Intercepto 1 2.28471 2.285714 50.63291 0.000000
Planta 3 2.40 0.80 17.72152 0.000000
Solvente 1 1.60 1.60 35.44304 0.000000
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Microorganismo 3 2.40 0.80 17.72152 0.000000
Concentracion 2 0.2 0.10 2.21519 0.110661
Error 350 15.80 0.045143

En la Figura 18 se puede apreciar como los mejores resultados de
inhibicion se presentaron en la bacteria Xanthomonas vesicatoria, seguida de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, ya que estas dos bacterias
fueron en las que se obtuvieron las menores CMI en los extractos etanodlicos de
orégano y aguacate (Figura 19).

WA

Figura 18. Comparativo de la inhibicién que presentaron los extractos de los
residuos a distintas concentraciones con respecto a cuatro microorganismos
fitopatdégenos
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Figura 19.Comparativo de la inhibicién de los extractos de aguacate, café, orégano
y ruezno a distintas concentraciones

7.5 Identificacion de compuestos quimicos mayoritarios en los extractos

En la Figura 20 se presenta el cromatograma total de iones de los
diferentes extractos. En la tabla 23 se presentan los datos del analisis de masas y
los compuestos quimicos identificados.
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Figura 20. Cromatograma total de lones d
café, orégano y ruezno obtenido
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Cuadro 23. Analisis de los espectros de masas de los extractos para la
identificacion de los compuestos mayoritarios.

Extracto de semilla de aguacate

No. T, (min)
pico
1 2.4
4 2.9
7 4.6
12 5.7
22 7.5
40 11.7
51 16.6
67 20.2
Extracto de café
No. T, (min)
pico
3 2.3
9 5.5
13 7.5
20 12.1
25 15.7
Extracto de orégano
No. T, (min)
pico
11 3.4
14 4.5
28 6.9
30 7.4
31 8.1
42 13.4
Extracto de ruezno
No. T, (min)
pico
13 4.9
15 5.2
18 5.8
20 6.5
36 13.9
40 17.2

[M—H] (m/z)

211.0820
289.0714
289.0715
239.0923
463.2551
433.2806
329.2330
327.1814

M — H] (m/2)

191.0227
179.0349
359.0769
207.0652
213.1125

M- H] (m/2)

191.0556
387.1659
451.1251
359.0773
435.1298
271.0609

M —H] (m/z)

711.2138
281.1388
177.0552
193.0497
329.2335
341.1388

Compuesto sugerido
Acido valérico
Catequina/epicatequina
Catequina/epicatequina
Quercetina-hexoésido
Quercetina-arabinosa

Acido vanillico-glucosa
p-cumaroil tirosina

Compuesto sugerido

Acido caféico
Acido dihidrocafeico 3-O-glucurdnido
Derivado de acido caféico

Compuesto sugerido
Carvacrol
Floretin hexésido
Acido rosmarinico

Floretin
Naringenina

Compuesto sugerido

Octil galato

Acido ferulico
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Los compuestos obtenidos en el aguacate concuerdan con lo
reportado por Melgar et a.l (2018), asi como los encontrados en café coinciden
con lo que encontarado por Panusa et al. (2013). En relacion a los compuestos del
extracto de orégano estos coinciden por lo que reportan Guimaraes et al. (2017).
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Vill. CONCLUSIONES

En la mayoria de los residuos se obtuvieron mayores rendimientos
en sélidos, concentraciones de fenoles y flavonoides totales, actividad antioxidante

y antimicrobiana al utilizar etanol como solvente.

El orégano fue el residuo con el que se obtuvo la mayor eficacia tanto
al probarse contra microorganismos fitopatbgenos como en la actividad
antioxidante que posee, asi como la concentracibn de fenoles, seguido
principalmente por el residuo de aguacate.

Los extractos de aguacate y orégano inhibieron a Nalanthamala
vermoesenii. No existe evidencia de pruebas para su inhibiciébn con extractos
vegetales y de residuos. Este es el primer trabajo a nivel nacional en el que se
obtuvo tal inhibicion a partir de los extractos de orégano y aguacate.

Se lograron identificar los metabolitos principales de los cuatro
residuos empleados para esta investigacion.

Los extractos etandlicos de orégano y aguacate podrian ser
empleados en un futuro para contrarrestar enfermedades que atacan cultivos de

importancia econémica para el pais.

De manera general, se concluye que se podrian emplear a futuro los
extractos etandlicos de residuos de orégano y aguacate para la inhibicion de
bacterias fitopatdgenas como Clavibacter michiganensis subsp michiganensis y
Xantohomonas vesicatoria, e incluso de Nalanthalama vermosenii. Esto podria ser
la pauta para proximos analisis contra este hongo fitopatégeno. Y a los residuos
de orégano y aguacate se les podria dar un uso alternativo en diferentes areas
debido a los compuesto que poseen (extraccion de compuestos fendlicos y/o
plaguicidas botanicos) y asi aprovechar tales compuestos bioactivos de estos
residuos que son considerados comunmente como basura y que su generacién se
sigue incrementando. A diferencia del residuo de café el cual deberia tener un uso
diferente al cual se planteé en este trabajo.
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IX. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

1. Debido a que el orégano fue el que presenté mejor respuesta en todos los
analisis y es un residuo, podrian realizarse con este extracto etandlico pruebas en
invernadero para ver si genera algun tipo de toxicidad en plantulas. Para que
pueda llegar a ser empleado en un futuro como un plaguicida botanico.

2. De igual manera a partir del extracto etandlico de orégano o del ruezno podrian
realizare mas estudios para ver si existe la posibilidad de obtener compuestos
fendlicos que pueden ser empleados en distintos ambitos industriales como en
alimentos, cosméticos, entre otros.

3. El residuo de café, debido a que incrementa el crecimiento de los
microorganismos podria ser probado para formulaciones para la siembra de
microoranismos, como agares. O realizarse pruebas para su posible compostaje y
de esta manera poder darle un uso alternativo a este residuo.

4. El extracto de ruezno etandlico que presentd buena actividad antioxidante
podria ser empleado en pruebas con células debido a que tal vez no funcione para
este tipo de inhibicibn de microorganismos fitopatbgenos pero si en lineas
celulares debido a que esta podria ser el mecanismo de accion que presentan los
compuestos fendlicos que se reportan en este documento.

5. Tener mucho cuidado durante el manejo de los residuos (obtencion, transporte,
secado y molienda) debido a que como cualquier otro alimento pueden
contaminarse muy facilmente y eso afectar los resultados de investigaciones

posteriores.
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ANEXOS
Anexo 1

Curva de calibracibn de acido galico realizada para la evaluacién de la

concentracién de fenoles.
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Anexo 2

Curva de calibracién de catequina para la determinacion de flavonoides totales.
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Anexo 3

Curva de calibracion de Trolox para evaluar la actividad antioxidante respecto al
radical ABTS.
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