-

Experimelﬂtacién "
. para el aprovechamiento
fItO- “:‘eT\ ol

6n Peraza,
E Ortiz Aguilar,
ra Sarmiento



Experimentacion
para el aprovechamiento
fitoquimico del,

mangostino

Deivis Suarez Rivero, Olga Marin Mahecha, Paula Andrea Ledn Peraza,
Mercedes David Usuga, Daniel Felipe Lopez Hernandez, Jannet Ortiz Aguilar,
Addy Esperanza Puentes, Mauricio Anibal Sierra Sarmiento

UNIAGRARIA
LA U VERDE DE COLOMBIA



Experimentacion para el Aprovechamiento Fitoquimico del Mangostino
Facultad de Ingenieria
© Fundacion Universitaria Agraria de Colombia — Uniagraria
ISBN IMPRESO: 978-958-56645-6-2
ISBN E-BOOK: 978-958-56645-7-9

DIRECTOR
Adriana L. Mejia Terdn
Decana Facultad de Ingenieria

EDITOR
Deivis Suarez Rivero
Coordinador de Investigacion
Facultad de Ingenieria

COORDINACION EDITORIAL
Vicerrectoria de Investigacion
Fundacion Universitaria Agraria de
Colombia

Rector
Luis Fernando Rodriguez Naranjo
Vicerrector de Formacién
Jorge Arturo Torres Escobar
Vicerrector Financiero
Fabio Arturo Fajardo Garcia
Vicerrector de Investigacion
Alvaro Mauricio Zufiga Morales
Vicerrector de Extension
Claudia Patricia Toro Ramirez
Secretario General
John Jairo Guarin Rivera
Asamblea General
Jorge Orlando Gaitén Arciniegas
(Presidente)
Consejo Superior
Alvaro Zufiga Garcla
(Presidente)

Teresa Arévalo Ramirez
Teresa Escobar de Torres
Jorge Orlando Gaitan Arciniegas
Alvaro Ramirez Rubiano
Héctor Jairo Guarin Avellaneda
Emiro Martinez Jiménez

Concepto Gréfico, Disefio, Composicion e
impresién

Entrelibros e-book solutions
www.entrelibros.co

Disenadora
Gladys Carolina Chavez Caballero

Correccion de estilo
Diana Carolina Sanchez

ISBN IMPRESO: 978-958-56645-6-2
ISBN E-BOOK: 978-958-56645-7-9

2018 - Fundacién Universitaria Agraria de
Colombia -UNIAGRARIA
Bogota D.C - Colombia

*Los textos de los articulos de esta publicacién pueden
ser reproducidos citando la fuente. Los juicios emitidos
por los autores son de su responsabilidad. Por tanto, no
comprometen a la Fundacién Universitaria Agraria de
Colombia — Uniagraria, a la Facultad de Ingenieria ni al
Comité Editorial.

goce

Experimentacién para el Aprovechamiento Fitogquimico del
Mangostino by Universidad Agraria de Colombia —Uniagraria
is licensed under a Creative Commons Reconocimiento-
NoComercialCompartirlgual 4.0 Unported License.

La publicacion Experimentacion para el Aprovechamiento
Fitoquimico del Mangostino'es producto de de la Universidad
Agraria de Colombia -Uniagraria- impreso bajo el
ISBN: 978-958-56645-6-2 e ISBN digital: 978-958-56645-7-9,
en idioma espanol. Es un producto editorial protegido por el
Copyright © y cuenta con una politica de acceso abierto para su
consulta, sus condiciones de uso y distribucién estan definidas
por el licenciamiento Creative Commons (CC).



Contenido

Preludio

Prélogo

Generalidades del Mangostino

1. Extractos Vegetales con Potencial Agroindustrial

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5

Solucion tanica y taninos

Biosintesis de los taninos

Mecanismo de accion de los taninos

Procesos de extraccion de metabolitos

Técnicas cromatograficas y de espectrofotometria en la
purificacion y caracterizacion de metabolitos

2. Antioxidantes

2.1
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7

Generalidades de los antioxidantes

Clasificacion de los antioxidantes

Mecanismos de actuacion

Tipos de antioxidantes

Sistemas antioxidantes endégenos no enzimaticos
Sistemas antioxidantes endégenos enzimaticos
Métodos analiticos para determinacion antioxidante

3. Comportamiento de los Microorganismos frente a la Susceptibilidad
In Vitro

3.7
3.2

Mecanismos de accion del extracto
Generalidades fitopatoldgicas

4, Comportamiento de los Microorganismos frente a la Susceptibilidad
In Vitro Ocasionada por Extractos de Mangostino

4.1
4.2

Andlisis fitoquimico de los extractos de Garcinia mangostana L.
Actividad de los Microorganismos en Estudio frente a la Solucion
Tanica

Referencias

31
33
34
35
36
38
41
45
47

49
54
61

63
84






Preludio

Elaborado por: Marin-Mahecha, Olga; Sudrez-Rivero, Deivis

Esta publicacion fue posible gracias a los recursos de financiacion de investigaciones
por parte de la Fundacién Universitaria Agraria de Colombia- Uniagraria y es el producto
de investigaciones realizadas sobre el fruto Garcinia mangostana L., ejecutadas por los
autores de este libro, entre 2017 y 2018.

El proposito fundamental de este libro es presentar informacién actual, a partir de datos
experimentales de forma clara y minuciosa, destacando conceptos y caracteristicas
pertinentes del potencial agroindustrial del mangostino. Los temas abordados incluyen
toda la teorfa de los ingredientes naturales de dicho fruto, buscando ofrecer una mirada
general y una explicacion adecuada para agricultores y estudiantes enfocada en el
analisis de Garcinia mangostana L.

Los temas epistemoldgicos que se fundamentan en este libro hacen alusién a los
extractos vegetales con potencial agroindustrial, generalidades y clasificacion de
antioxidantes y al comportamiento de los microorganismos frente a la susceptibilidad
in vitro. De igual forma, pero de manera precisa, se estudia el comportamiento de
los microorganismos frente a la susceptibilidad in vitro, ocasionada por extractos de
Garcinia mangostana L.

El paso a paso de los temas y su tratamiento es metddico, teniendo en cuenta la
pertinencia y relacion entre ellos, destacando conceptos basicos para asegurar la
comprension del texto y su aplicacion.

El enfoque preciso de cada capitulo y la exposiciéon clara y concisa de los conceptos
se arraigan con las aseveraciones de autores y publicaciones con bases de datos
reconocidas, detallando la informacion importante, a nivel general y especifico para
construir de manera cuidadosa las fortalezas del potencial agroindustrial en el mundo
real de la Garcinia mangostana L.






Prélogo

Elaborado por: Suérez-Rivero, Deivis; Marin-Mahecha, Olga

La aparicion del mangostino en Colombia fue en el municipio de San Sebastidn
de Mariquita, region del Tolima. Traidas en el siglo XIX, por los ingleses, las semillas
diseminadas por la tierra como residuo tuvieron las condiciones climaticas necesarias
para desarrollarse. Este fruto presenta excelente adaptacion, produccion y rentabilidad.
El consumo interno del mangostino ha sido muy variable por cuenta de las debilidades
en la produccién, como también por la disposicion de los productores. El afio 2012,
presentd la cantidad mas alta consumida en el interior del pais, con un total de 376
toneladas. Estas cifras varian afio tras afo, debido a que el consumo no es constante,
primero por la volatilidad de la produccién nacional, y en segundo lugar por los precios
internacionales del fruto.

Existen muy pocas regiones de cultivo del mangostino y se han anadido muy
pocas hectareas y numero de ejemplares sembrados en el pals, lo que no reduce la
competitividad a nivel internacional y reduce la apertura de mercados, que posibilitaria
mayor demanda de la fruta. Es asi como dentro de los alimentos importados que mas se
consumen en el territorio colombiano, esta el mangostino o jobo de la india (Garcinia
mangostino L.), un arbusto tropical originario de Indonesia, de gran exuberancia,
bastante frondoso, con ramas opuestas, una a cada lado del tronco con hojas gruesas,
de color verde oscuroy por el envés conserva un color amarillento. La forma del arbol
es de un cono perfecto. El mangostédn se comienza a producir a los siete aflos de
plantado, pero puede demorar hasta 15, segun el manejo que se le dé, es de cosecha
bianual, da de 200 a 1500 frutos por afio. Por esto, es una fruta bastante escasa y
alcanza precios tan altos, el fruto posee los pedunculos y sépalos de la flor que vienen
adheridos a él. Hasta cuando alcanza su madurez, es una capsula carnosa redonda,
con un didmetro entre 6 y 7 cm, con epidermis lisa semilefiosa, coridcea muy carnosa
de color morado y unos 7 mm de espesor, con remanentes del estigma en el apice, en
forma de roseta y al otro extremo, tiene el caliz persistente con cinco sépalos. La parte
comestible es de color blanco, jugosa con un sabor exquisito. Esta fruta se consume
en forma directa cuando alcanza su estado éptimo de madurez. Del mangostéan solo
existe una variedad en el mundo, pues tiene una caracteristica bastante particular: su
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polen es estéril, por esto, no hay variacion genética y no es posible hacerle ningun
tipo de mejoramiento. El mangostino ha sido incluido dentro de las llamadas ‘super
frutas” y es usado para preparar productos dietéticos por su gran poder antioxidante

(antienvejecimiento).
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egun SIB (2016), Colombia es un pals biodiverso, rico en recursos primarios y con

una economia dependiente de este sector. Sin embargo, teniendo en cuenta

las tendencias del mercado internacional de consumo de productos naturales,
especialmente en los paises desarrollados, se observa una tendencia al consumo de
productos organicos y naturales e igualmente de productos exdéticos que también
representan una importante oportunidad para una potencial diversificacién de las
exportaciones. Es aqui donde la misma agricultura ha llegado a ser una forma de
industria, a medida que la tecnologfa, la integracion vertical, la comercializacion vy las
preferencias de los consumidores han evolucionado, segin pautas que se ajustan
mas al perfil de los sectores industriales comparables. A menudo con una notable
complejidad, la industrializacion de la agricultura y el desarrollo de agroindustrias son,
en efecto, un proceso comun que estd generando un tipo completamente nuevo de
sector industrial.

Teniendo en cuenta a Pedraza et al,, (2008) la agroindustria, entendida como las cadenas
integradas de procesos que generan y agregan utilidad y valor al trabajo del pequefo
y mediano agricultor, nuestra economia campesina se caracteriza por la produccion
agropecuaria en pequefos predios, con incorporacion predominante e intensiva mano
de obra familiar.

En este contexto, este libro es un punto de partida para el cambio. Este sector estd
demandando la formulacién de proyectos de conversion agroindustrial, rehabilitacion
crediticia y organizaciéon social de la produccion con integracion de procesos de
postcosecha. De esta manera, se puede ver el interés que ha surgido en investigar
este fruto. Existe un ndmero de investigaciones cientificas, enfocadas en identificar las
propiedades del mangostino, de las cuales se ha concluido que de este fruto se pueden
derivar unos principios activos, mediante diferentes anélisis de sus microcomponentes.
Las caracteristicas y virtudes que le dan un valor agregado a esta especie, ya sea su
contenido en nutrientes, oligoelementos, la extraccion de ciertos fitoquimicos,
componentes quimicos naturales biolégicamente activos de este fruto y otros
compuestos, muestran su calidad como alimento o como insumo industrial. De ahi
que existen variedades de las cuales se conocen y otras, de las cuales se desconocen
sus propiedades nutricionales, biomédicas e industriales, que en un momento dado
pueden brindar beneficios. A pesar de las bondades climaticas, edafoldgicas y su
potencial fruticola no es suficiente ya que la falta de investigacion sobre esta especie en
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simismay su potencial de aprovechamiento agroindustrial es una limitante significativa
para abordar el desarrollo del subsector, perdiéndose asi opciones socioeconémicas,
culturales y de conservacion. Ademas, la tendencia y actitud de los ultimos anos
hacia especies subutilizadas estdan en constante transformacion, reflejando una
tendencia creciente dentro de la agricultura por incorporar nuevos cultivos con vision
agroindustrial.

Tiene una cdscara dura de color rojo purpura cuando estd verde y se pela con facilidad
cuando madura, donde se encuentran unas moléculas: las xantonas, que incrementan
la energia y protegen de los dafios de los radicales libres. Ademas, cuentan con un gran
numero de beneficios que ayudan a combatir las infecciones y fortalecer el sistema
inmunoldgico, asi como aportar elasticidad a las articulaciones y favorecer la agilidad
mental. Otros beneficios que aporta esta fruta son la protecciéon del musculo del corazon,
la de demencias como el Alzheimer y el Parkinson, previniendo el endurecimiento de las
arterias y por tanto, la elevacion de la tension arterial. También actlia como un excelente
antidepresivo. Su carne es blanda y blanca. Su composicién es rica en potasio, con
beneficios para la salud arterial y la hipertension. Ademas, es rica en Vitamina C, lo que
mejora las defensas del organismo y Vitamina B para la piel y la produccién de proteinas
de colageno.

Una de las mayores dificultades que tiene esta investigacion, es la ausencia de
informacién que permita extractar los avances logrados en otras regiones de Colombia
en lo relacionado con clasificacién botanica, manejo agronémico, exigencias climaticas
o nutricionales, asf como usos y productos agroindustriales.

Para Ruiz (2012), Colombia como otros pafses del mundo, exhibe una cultura agroquimica
bastante alta. Pero los consumidores estan presionando un cambio de actitud, en la
busqueda de alternativas diferentes al control quimico de plagas. Es asi como las
exigencias de alimentos limpios y sanos, exentos de residuos toxicos, constituyen una
poderosa razén para que los productores, reduzcan el empleo de estas sustancias
quimicas.

Bricefio et al. (2011) y Rosslenbroich citando a Stuebler (2000), muestran que, debido

a la ubicacion geogréfica del pais y a la variedad de climas, lo hace poseedor de una
gran variedad de especies de hongos y bacterias fitopatdgenos, como ejemplo tenemos
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enfermedades causadas por el hongo Botrytis sp., que son probablemente las més
comunes y ampliamente distribuidas en el mundo, afectando principalmente hortalizas,
frutales, plantas ornamentales y muchos productos almacenados, que afectan casi todas
las plantas, ocasionando grandes pérdidas en los cultivos y econdmicas.

Es por lo anterior que una amplia gama de estudios trabajos se enfocan en la busqueda
de estrategias, técnicas y métodos que incrementen la productividad agricola vy
mantengan el equilibrio ecoldgico, sin afectar los ecosistemas vy sin arriesgar la salud
humana solamente, constituyendo hoy en dia un gran reto para la agricultura y su
desarrollo (Osorio et al., 2004).

Otra alternativa para mitigar el uso de agroquimicos, como referencia Lasa et al. (2010)
es que los taninos provenientes de subproductos vegetales son una alternativa para
el manejo de agentes fitopatdgenos. Estos taninos son sustancias presentes en casi
todas las plantas, pero particularmente importantes en las lequminosas. La cantidad de
estas sustancias en la planta depende de distintos factores como la genética, el grado
de madurez y la estacion climatica, entre otros. Adicionalmente, consideran los taninos
funcionan como un mecanismo de defensa frente a microorganismos y destruccion por
parte de los herbivoros.

Sustancias Fitoquimicas del Mangostino

D'Mello (1997) menciona que las sustancias fitoquimicas son compuestos organicos
constituyentes de alimentos de origen vegetal, que no son nutrientes y que
proporcionan al alimento unas propiedades fisioldgicas que van mas alld de las
nutricionales propiamente dichas. Estas sustancias parecen ser responsables, al menos
en parte, del papel beneficioso para la salud asociado al consumo de frutas, hortalizas
y alimentos derivados de ellas. Dentro de ellas hay sustancias de diversas familias
quimicas que cuentan con estructuras y propiedades variadas, como son los polifenoles,
entre los que se incluyen los pigmentos antocidnicos, taninos, flavonoles, isoflavonas,
lignanos, estilbenoides y derivados de acidos aromaticos, entre otros. Actualmente, se
esta realizando un gran esfuerzo para determinar el verdadero papel de estas sustancias
constituyentes de la dieta en el mantenimiento de la salud y establecer los mecanismos
por los que los ejercen su accion 'in vivo' Estas investigaciones permitirdn identificar
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aquellos compuestos fitoquimicos que tienen un papel protector frente a enfermedades,
suabsorciony biodisponibilidad, el efecto de las practicas agrondmicas y la conservacion
postcosecha y procesado sobre las mismas. Estos estudios deben también conducir a la
seleccion de nuevas variedades, en funcion de su bioactividad y potencial, utilizacion
como materias primas en la preparacion de alimentos funcionales. Todo ello permitird
aumentar la calidad de nuestros alimentos.

<16 -
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Extractos Vegetales con Potencial Agroindustrial

ezcla de compleja de compuestos con multitud de compuestos quimicos,

obtenible por procesos fisicos, quimicos o microbioldgicos, a partir de una

fuente natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologfa, con actividad
farmacoldgica. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 25 % de los
farmacos comercializados actualmente son de origen vegetal y 25 % contiene principios
vegetales modificados quimicamente, compuestos por un principio activo (con la
supuesta actividad) dentro de una matriz, en principio, sin actividad terapéutica. La
matriz del extracto puede tener efectos técnicos inesperados: mayor estabilidad, mayor
actividad, mayor tolerancia. Los productos de origen vegetal han sido en las ultimas dos
décadas, mayormente estudiados en su parte quimica, con énfasis en los metabolitos
secundarios, los cuales estan implicados en el control biolégico contra patégenos o
plagas, y en ciertos casos, activando procesos de defensa en la planta, brindando una
proteccion preventiva (Kagele et al., 2004).

A partir de estos extractos se pueden obtener controladores del crecimiento de
microorganismos a partir de estas fuentes naturales, especialmente de plantas, con las
que se aprovechan los mecanismos de defensa quimica, mostrando como ventaja el
de no introducir en el medio natural productos ajenos al mismo, y ademas este medio
natural es capaz de degradarlo.

1.1 Solucidn tanica y taninos

Para (Gonzalo, 2002) solucién tanica y taninos se trata de un acido compuesto de
glucosa y acidos fenodlicos-taninos; tanto acidos fendlicos como algunos azucares,
pueden dar origen a los taninos, estos son sustancias quimicas de sabor astringente
que generan varias especies de plantas, poseen tamafo y complejidad molecular
variable, solubles en agua y con pesos moleculares entre 500 y 3000 Da; incluye
los 4cidos fendlicos de 7 a 9 atomos de carbono, tales como los &cidos galico y
p-cumarico, las flavonas de 15 dtomos de carbono vy las ligninas, también tienen la
capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras proteinas. Los taninos son parte
integral del sistema de defensa contra los herbivoros y otros patdbgenos de las plantas
como bacterias, hongos, insectos y virus.

<19 .
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Gonzalo (2002) menciona que los taninos se dividen en dos clases:

e Taninos hidrolizables: consisten en un nucleo central de carbohidratos, al cual
se unen, mediante enlaces esteres y acidos fendlicos carboxilicos. Son esteres de
azUcar de &cido galico o eldgico, estos taninos pueden ser facilmente hidrolizados
con acidos, élcali, agua caliente o enzimas (Gonzalo, 2002).

e Taninos condensados: consisten en oligbmeros de dos o mas flavan-3-oles
como la catequina, epicatequina o la galocaquetina. También se describen como
proantocianidinas (Gonzalo, 2002).

Los taninos hidrolizables y condensados se encuentran, principalmente, en hojas de
arboles, arbustos y leguminosas; estas caracteristicas, se ven afectadas por factores
ambientales, baja luz y baja temperatura lo que reduce la concentraciéon de taninos,
mientras que la sequia incrementa la concentracion de los mismos (Gonzalo, 2002).

1.2 Biosintesis de los taninos

ComodescribeRomero(2000),lasintesisdetaninosocurreenelreticuloendoplasmatico
y se almacenan en una gran vacuola de la célula. Asi mismo, los taninos son polimeros
de unidades mondmericas de fenoles, que contiene un anillo aromético con uno
0 Mas grupos hidroxilos. En estos el hidrogeno puede ser sustituido con derivados
funcionales como esteres, metil esteres y glucdsidos, entre otros. En las plantas varfan
cualitativamente en su sintesis, como respuesta a cambios ambientales y fisiolégicos.

Los flavonoides se originan de la sustitucion de subunidades por el acetato en la ruta del
Acido Shikimico. El precursor de las subunidades p-coumaril es la fenilalanina, las cuales
estan condensadas con tres unidades de carbén para la produccion de chalconas las cuales
son las iniciadoras en la sintesis de flavonoles, catequinas y antocianidinas. La catequina es
el componente primario de las protoantocianidinas, la polimerizacion de los flavonoles
produce los taninos condensados. Asi mismo (Unalpm, 2014) demuestran para ellos que:

Taninos condensados: son complejos oligoméricos y poliméricos de unidades de
flavonoides, es decir, flavan-3-oles como se observa en la figura 1, flavan-3,4-dioles y
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biflavonas (Martin y Montez, 2012). Estas sustancias no son hidrolizables por &cidos y
enzimas. Los acidos fuertes y agentes de oxidacion los convierten en sustancias de color
rojo u oscuro, siendo al mismo tiempo insolubles. Este tipo de taninos no se derivan del
4cido galico, sino que se derivan de los protaninos. Su estructura es similar a los flavonoides,
esto los hace poco solubles en agua, debido a que son no glucidicos y al ser hervidos se
transforman en productos de condensacion. Las catequinas como su féormula lo indica en
la figura 2 se consideran precursores de los taninos condensados (Unalpm, 2014).

Rq Ry

HO. 0 R
o Rz

OH

Figura 1. Estructura quimica de los flavan-3-oles.
Fuente: (Martin y Montez, 2012).

OH

OH

OH

Figura 2. Catequina derivada de los taninos condensados.
Fuente: (Martin y Montez, 2012).
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Experimentacion para el aprovechamiento fitoquimico del mangostino

- Taninos hidrolizables: son ésteres de 4cidos fendlicos (acido gélico y elagico) con
un azucar que generalmente es glucosa o un polialcohol. Todos ellos derivan su parte
fendlica por la via shikimica, a partir de la forma enol del 4cido 3-dehidroshikimico,
el cual se transforma en el precursor, acido galico, por accion de la enzima
dehidroshikimato deshidrogenasa (Martin y Montes, 2012).

— Galotaninos: son ésteres del acido galico y del acido digalico unidos entre si por
funciones ésteres entre el -COOH y el =OH, al mismo tiempo estan unidos a o0sas
como la glucosa (figura 3). La férmula de los galotaninos, la cual se indica en la
figura 6, pertenece a los compuestos, en la que predomina la glucosa en isbmeros
que contienen 5 —OH de la glucosa esterificada por 5 moléculas de acido galoil-
galico, asi como otro isémero que posee —OH del carbono esterificado por un acido
penta-galoil-galico y en otros ~OH con molécula de dcido galico (Unalpm, 2014).

06
0
GO
¢ 6o 06
G/ OH
0
)
HO
HO
G=
G— G=
HO
HO
)
OH o
HO OH
OH

Figura 3. Estructura de los Galotaninos.
Fuente: (Martin y Montez, 2012).
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— Elagitaninos: La figura 4 demuestra que los elagitaninos son sustancias
complejas que dejan depdsitos insolubles durante el curtido de pieles, debido
a la precipitacion de acido eldgico, esto se forma a partir de la extraccion del
tanino en agua hirviente. Su hidrélisis produce glucosa, acido eldgico y acido
galico (Unalpm, 2014).

Figura 4. Estructura de los elagitaninos.
Fuente: (Martin y Montez, 2012).

1.3 Mecanismo de accion de los taninos

Hidalgo (2003) concluye que el mecanismo de accion de los taninos podria estar
relacionado con su capacidad para inactivar adhesinas microbianas, enzimas, proteinas
transportadoras en la célula y formar complejos con la pared celular, etc. Ademas, se
sabe que estos componentes vegetales estan en condiciones de ligar las proteinas de la
piel y de la mucosa, transformandolas en sustancias insolubles, quitando asi la base de
cultivo a las bacterias que han colonizado la piel y heridas de la mucosa (Barranco, 2004).
El efecto bactericida de los taninos es bien conocido, posiblemente por producir una
desnaturalizacion por coagulacion de las proteinas de las paredes celulares.

Como demuestran Sepulveda et al, (2011), los galotaninos, elagitaninos, taninos
complejos y taninos condensados, tienen como funcion la proteccion contra mamiferos
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y microorganismos. Los taninos en concentraciones altas son antinutricionales, pues
contienen muchos grupos funcionales de tipo OH, los cuales reaccionan facilmente
con proteinas y polisacaridos, volviendo estos productos insolubles y de esta manera
impiden su absorcion.

Khazaal y Orkov (1994); Makkar y Singh (1991), demuestran que la concentraciéon de
taninos en las plantas varia tanto con la especie, como con la edad de la planta, ya que se
haencontrado que el contenido de taninos se incrementa consistentemente con la etapa
de maduracién de las plantas. Sepulveda et al. (2011) demuestran que la distribucion de
los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia considerablemente de
acuerdo con el tipo de compuesto quimico, situdndose en el interior de las células o en
la pared celular.

Lo demostrado por Lara y Londofio (2008), sobre como el metabolito secundario de
las plantas juega un papel importante contra hongos, bacterias, virus y en general
microorganismos patdgenos, actuando como mecanismo de defensa efectivo también
contra el estrés oxidativo y la deshidratacion. Confiere ademas color y sabor a ciertos
frutos. En los frutos inmaduros promueve la astringencia, pero al madurar se polimerizan
y se elimina el sabor astringente, esto lo hace un mecanismo de defensa contra insectos
nocivos y microorganismos Gonzalez et al,, (2009). Otra forma de inhibicion de bacterias
se daenelrumende losanimales, ya que los taninos se ligan a la pared celular bacteriana,
anulando sus receptores que anclan la bacteria a la pared intestinal, permitiendo la
disminucion de la adherencia de £ coli en los tejidos.

Ahora bien, Lara y Londofo (2008), definen metabolismo como el conjunto de
reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos para sintetizar sustancias
complejas a partir de otras mas simples, o para degradar las complejas y obtener las
simples. Las plantas, organismos autodtrofos, ademas del metabolismo primario presente
en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir
y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados
del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan propiedades bioldgicas,
muchos desempefian funciones ecoldgicas y se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre
otros. Reciben también la denominacion de productos naturales.
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1.4 Procesos de extraccion de metabolitos

Nunez (2008), demuestra que la extraccion es un procedimiento de separacion de una
sustancia que puede disolverse en dos disolventes no miscibles entre si, con distinto
grado de solubilidad y que estédn en contacto a través de una interface. La relacion de las
concentraciones de dicha sustancia en cada uno de los disolventes a una temperatura
determinada, es constante. Es la técnica mas empleada para separar un producto
organico de una mezcla de reaccion o para aislarlo desde sus fuentes naturales. Puede
definirse también como la separacion de un componente de una mezcla, por medio de
un disolvente.

1.4.1 Técnica sélida - liquido por el método Soxhlet

Caldas (2012) dice que la extraccion solido/liquido es un proceso muy comun en
las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria para obtener ingredientes
naturales, tales como saborizantes y aromatizantes, a partir de materias primas
naturales. La extraccion puede ser realizada con disolventes frios o calientes y por
diferentes métodos. Entre ellos, el equipo Soxhlet tiene como funcion recircular
los vapores condensados con ayuda de un sifén a la fuente de disolvente que
se encuentra en evaporacion continua, arrastrando consigo los principios
activos de la materia prima. La velocidad de reflujo depende directamente de la
eficienciay el tamafo del condensador. La capacidad aproximada en un equipo
de laboratorio es de 500 ml de volumen primario con una recirculacion de 100
ml, cada cinco minutos aproximadamente en estado estable.

1.4.2 Caracteristicas para la extracciéon con el equipo Soxhlet

Para la extracciéon con el equipo Soxhlet se deben tener en cuenta: la selecciéon
del solvente, la matriz sélida y las condiciones de operacion (Caldas, 2012).
Entonces:

Seleccion del solvente: debe seleccionarse un solvente conveniente, de

tal forma que ofrezca el mejor balance de varias caracteristicas deseables
(Caldas, 2012):
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— Alto limite de saturacion y selectividad respecto al soluto por extraer.

—  Capacidad para producir el material extraido con una calidad no
alterada por el disolvente.

—  Estabilidad quimica en las condiciones del proceso.

—  Baja viscosidad, baja presion de vapor.

—  Bajatoxicidad e inflamabilidad.

—  Bajadensidad.

—  Baja tension superficial.

—  Facilidad y economia de recuperacion de la corriente de extracto y
bajo costo.

- Tipos de solventes: los solventes organicos comunmente tienen bajo
punto de ebullicion, se evaporan facilmente y pueden ser recuperados
por destilacion luego de su uso. La mayoria de los solventes tienen menor
densidad que el agua, excepto algunos halogenados como el cloruro de
metileno o cloroformo que son mas densos que el agua.

— Solventes polares: son sustancias en cuyas moléculas la distribucion
de lanube electrénica es asimétrica, por lo tanto, la molécula presenta
un polo positivo y otro negativo. Algunos solventes polares conocidos
son: agua y alcoholes de baja masa molecular (Bottani et al., 2006).

— Solventes apolares: £n general, son sustancias de tipo organico en
cuyas moléculas, la distribucion de la nube electronica es simétrica,
por lo tanto, estas sustancias carecen de polo positivo y negativo en
sus moléculas. No pueden considerarse como dipolos permanentes.
Esto no implica que algunos de sus enlaces sean polares. Todo
dependerd de la geometria de sus moléculas. Si los momentos
dipolares individuales de sus enlaces estan compensados, la molécula
sera, en conjunto, apolar. Los solventes que hacen parte de este grupo
son: dietiléter, cloroformo, benceno, tolueno, xileno, cetonas, hexano,
ciclohexano, tetracloruro de carbono, etc. (Bottani et al., 2006).

Teniendo en cuenta estudios previos realizados en este trabajo, se determind
que el solvente polar que arrojo mejores resultados fue el etanol, siendo mas
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eficiente en cuanto a la extraccién de metabolitos secundarios. Es de resaltar
que este solvente es muy affn, segun su polaridad por el metabolito de interés.

1.4.3 Hidrodestilacion

Albarracin y Gallo (2003), describen que el principio de la destilacion en agua
es llevar a estado de ebullicion una suspension acuosa de un material vegetal
aromatico, de tal manera que los vapores generados puedan ser condensados y
colectados. El aceite que esinmiscible en el agua se separa posteriormente. En la
destilacion con agua, el material vegetal siempre debe encontrarse en contacto
con el agua, si el calentamiento del equipo es con fuego directo, el agua
presente en la cdmara extractora debe ser suficiente y permanente para llevar
a cabo toda la destilacién, a fin de evitar el sobrecalentamiento y carbonizacién
del material vegetal, dado que este hecho provoca la formacion de olores
desagradables en el producto final. El material vegetal debe ser mantenido en
constante agitacion, a fin de evitar aglomeraciones o sedimentaciéon de este en
el fondo del recipiente, lo cual puede provocar su degradacion térmica.

El tiempo total de destilacion es funcién de los componentes presentes en el
aceite esencial. Si el aceite contiene compuestos de alto punto de ebullicion,
el tiempo de destilacion debera ser mayor, los aceites esenciales obtenidos
mediante destilacion en agua normalmente presentan notas mas fuertes y un
color mas oscuro respecto a los producidos por otros métodos.

1.4.4 Maceracion

La maceraciéon es un proceso de extraccion soélido-liquido donde la materia
prima posee una serie de compuestos solubles en el liquido de la extraccion
que son los que se pretende extraer. £l proceso de maceracion genera dos
productos que pueden ser empleados, dependiendo de las necesidades de
uso, el solido ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza de los
compuestos extraidos depende de la materia prima empleada, asi como el
liquido de extraccion. En este estudio se empled la técnica de maceracion en
frio (Lopez, 2008).
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a) Maceracidon en frio: esta técnica consiste en sumergir el producto a
macerar en un recipiente con la cantidad suficiente de solvente para cubrir
totalmente la materia prima a estudiar. El tiempo que transcurre es largo,
dependiendo de la materia prima que se vaya a macerar. Las ventajas de
este tipo de maceracion son la utilizacion de equipos simples que requieren
minimas cantidades de energia y la capacidad de extraer la mayoria de
las propiedades del material a estudiar, con relacién al solvente a utilizar,
sin obtener alteraciones por la temperatura. Sin embargo, el tiempo
del macerado debe ser mucho mas extenso para lograr una extraccion
adecuada (Lopez, 2008).

b) Maceracién con calor: este proceso consiste en el contacto entre las fases,
el producto a macerary el solvente, asi como la variacion en la temperatura,
ya que en este caso pueden variar las condiciones del proceso. El tiempo de
la maceracion es un poco menor debido a que el calor acelera el proceso
(Lopez, 2008).

1.5 Técnicas cromatograficas y de espectrofotometria
en la purificacion y caracterizacion de metabolitos

Son multiples las técnicas que se emplean en la caracterizacién de las soluciones que
se emplean para la purificacion y caracterizacion de los compuestos (metabolitos) que
pueden presentarse en la solucion extraida. Por su nivel de utilidad e importancia en esta
drea de la ciencia, se pueden citar:

Cromatografia liquida - sélido: en la cromatografia liquido- sélido, la superficie sélida
absorbe pequefias capas de moléculas, de componente sélido de una mezcla. Pueden
separarse dos solutos que difieran en coeficientes de adsorcién hacia cierto sélido
(Unam, 2007).

Cromatografia liquida - liquido: se emplea un liquido como fase moévil y un segundo
liquido fijado por absorcién, a manera de pelicula fina, sobre soporte sélido. Esta pelicula
se comporta como fase liquida estacionaria y la mezcla se distribuird entra las dos fases
liquidas (Unam, 2007).
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Cromatografia gas - liquido: en esta técnica, la fase estacionaria es una pelicula
de liquido absorbida sobre soporte solido y la fase movil es una muestra de mezcla
vaporizada y gas transportador (Unam, 2007).

Espectrofotometria ultravioleta visible: la espectrofotometria UV-visible es una
técnica analitica que permite determinar la concentracion de un compuesto en
solucion. Se basa en que las moléculas absorben las radiaciones electromagnéticas y a
su vez que la cantidad de luz absorbida depende de forma lineal de la concentracion.
Para hacer este tipo de medidas se emplea un espectrofotdmetro, en el que se puede
seleccionar la longitud de onda de la luz que pasa por una solucién y medir la cantidad
de luz absorbida por la misma (Abril, 2014).

Espectrofotometria infrarroja: la espectrometria infrarroja se basa en el hecho de que
los enlaces quimicos de las sustancias tienen frecuencias de vibracién especificas, que
corresponden a los niveles de energia de la molécula. Estas frecuencias dependen de la
forma de la superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las
masas atomicas y posiblemente, el acoplamiento vibracional (Pérez, 2014).

Espectrofotometria de absorcidon atomica: esta técnica consiste en la medicion de
las especies atdmicas por su absorcion a una longitud de onda particular. La especie
atémica se logra por atomizacion de la muestra, siendo los distintos procedimientos
utilizados para llegar al estado fundamental del &tomo lo que diferencia las técnicas y
accesorios utilizados (Choussy, 2004).

Espectrofotometria masas: es una técnica de analisis cualitativo de amplia utilizacion
para la determinacion de estructuras organicas. Estd basada en la obtencion de iones, a
partir de moléculas organicas en fase gaseosa. Estos se separan de acuerdo con su masa
y su carga y finalmente, son detectados por el dispositivo (MNCN, 2014).
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Antioxidantes

2.1 Generalidades de los antioxidantes

ara Zamora (2007), los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan

por impedir o retrasar la oxidaciéon de diversas sustancias, principalmente de los

acidos grasos, cuyas reacciones se producen tanto en los alimentos, como en el
organismo humano, en el cual puede provocar alteraciones fisioldgicas importantes
desencadenantes de diversas enfermedades. De acuerdo con lo expuesto por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2010, la baja ingesta de frutas y verduras
que contienen antioxidantes ocasiona 1,7 millones de muertes anuales.

De acuerdo con Iglesias (2009) y segun trabajos presentados por Halliwell y Gutteridge
(2015), una sustancia antioxidante es “aquella que, cuando estd presente a bajas
concentraciones en comparacion con el sustrato susceptible a la oxidacion sobre el
que actua, produce un retardo significativo o previene la oxidacion de ese sustrato”. Los
antioxidantes son moléculas de tipo organico, que pueden actuar mediante diversos
mecanismos, inhibiendo el progreso de la oxidacion lipidica en cualquiera de las
etapas que constituyen esta reaccién o interactuando con los diversos antioxidantes
enddgenos, impidiendo su consumo durante el desarrollo de la oxidacion.

Inhibidor metélico/

Desactivador fiv AH
hv 0,
LH > Le > LOOe + LH
Metal
Inhibidor metdlico/
AH Desactivador hv
Compuestos hv
volatiles asociados LOs <« LOOH
a la rancidez Metal

Figura 5. Lugares de actuacion de los aditivos antioxidantes en el mecanismo de la oxidacion lipidica.
Fuente: (Iglesias, 2009).
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En varias investigaciones realizadas por Lépez et al,, (2012) durante ese ano, se concluye
que:

- Los antioxidantes son un conjunto de compuestos quimicos o productos bioldgicos
que contrarrestan de una manera directa o indirecta los efectos nocivos de los
radicales libres u oxidantes, tales como oxidacion a lipidos, proteinas, y acidos
nucleicos, alterando las funciones celulares. Se han clasificado en dos principales
sistemas, el sistema enzimaticoy no enzimatico. Cuando estos sistemas antioxidantes
fracasan se produce un exceso de radicales libres.

- Elsistema de antioxidantes no enzimatico o exdgeno esta determinado por una serie
de compuestos llamados depuradores de radicales libres, los cuales intervienen,
logrando retrasar la producciéon y accion de los radicales libres. Algunos antioxidantes
no enzimaticos de las células son el glutatién, acido lipoico, la bilirrubina, las
ubiquinonas, los bioflavonoides, la vitamina E (alfa tocoferol), la vitamina C (4cido
ascorbico), la vitamina A, los carotenoides, acetil-L- carnitina, coenzima Q10,
curcumina, N-acetil-cisteina (NAC), resveratrol, selenio, vitamina B; mientras que los
minerales selenio, cobre, zinc y magnesio forman parte de la estructura molecular de
algunas de las enzimas antioxidantes. La vitamina C y E, los carotenoides, el selenio y
flavonoides son las moléculas quimicas antioxidantes mas conocidas.

- El sistema de defensa correspondiente a las enzimas antioxidantes o enddgenas
incluye a enzimas como superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GSH-PX), tiorredoxina reductasa y glutation reductasa. La superoxido
dismutasa es una metaloenzima ampliamente encontrada en células procariontes
y eucariontes, que permite la dismutacién del idn superéxido en perdxido de
hidrégeno y cuya acumulacion se evita por el sistema de catalasa/glutation
peroxidasa, transformandolo en oxigeno no molecular, agua y glutation oxidado.

2.2 Clasificacion de los antioxidantes

Lépez et. al (2012) menciona que los antioxidantes se han clasificado en dos sistemas
principales: enzimatico y no enzimético. Cuando estos dos sistemas fracasan se produce
un exceso de radicales libres. Algunos ejemplos de estos antioxidantes, se observan en
las tablas 1y 2.
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Tabla 1. Antioxidantes enzimaticos.

Antioxidante

Ubicacion celular

Funcion fisiologica

Superdxido
Dismutasa

Glutation peroxidasa

Catalasa

Citoplasma (SOD-1)
Mitocondria (SOD-2
Extracelular (SOD-3)

Citoplasma y mitocondria

Citoplasma y mitocondria

Dismutacién de radicales
superéxido

Elimina el peréxido de
hidrégeno y los hidroperéxidos
organicos
Elimina el peréxido de
hidrogeno

Fuente: (Lopez et al., 2012).

Tabla 2. Antioxidantes no enzimaticos.

Antioxidante

Funcion fisiologica

Vitamina E

Vitamina C

Glutation
Acido lipoico
Carotenoides
Ubiquinonas
CoQ10

Capta los radicales libres en membrana, evitando la

lipoperoxidacion.

Efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E.
Ambas vitaminas, C y E trabajan como antioxidantes.

Tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular.

Antioxidante eficaz y sustituto eficaz del glutation.

Antioxidante de lipidos.

Efectos de gran utilidad como antioxidantes.

Fuente: (Lopez et al., 2012).

2.3 Mecanismos de actuacion

Conforme a Iglesias (2009):

a. Inhibidores de las reacciones que implican la formacién de radicales libres son los
llamados "antioxidantes preventivos” Entre los mas importantes se destacan los

« 35



Experimentacion para el aprovechamiento fitoquimico del mangostino

que son capaces de evitar la descomposicion de los hidroperdxidos formados en la
etapa de iniciacion.

b. Antioxidantes que inhiben o interrumpen el mecanismo de auto-oxidacion en la
etapa de propagacion, también llamados “verdaderos antioxidantes”.

c. Sustancias que inhiben la activacion de la oxidacion lipidica promovida por la
luz, desactivando moléculas excitadas como el oxigeno singlete. Son las llamadas
‘quencher”y normalmente son del grupo de los carotenos.

d. Sustancias que actian de forma sinérgica con los “verdaderos antioxidantes”
Pueden ser sustancias que no poseen gran actividad antioxidante por si sola, pero
que potencian la actividad de otros antioxidantes, tanto aditivos como enddgenos.
El ejemplo més claro de este tipo de compuestos es el cido citrico.

e. Agentes reductores como los tioles, que son capaces de convertir hidroperdxidos
lipidicos en compuestos mas estables, mediante un mecanismo no radicalario.

f. Los agentes quelatantes convierten los metales prooxidantes como el Fe o el Cu en
productos estables, evitando el efecto catalitico de los mismos. La quercetina y los
taninos son ejemplos de agentes quelatantes eficientes.

g. Inhibidores de enzimas prooxidantes como las lipoxigenasas.

2.4 Tipos de antioxidantes

Segun Iglesias (2009), un antioxidante puede ser definido, en el sentido mas amplio de
la palabra, como cualquier molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida
de uno o mas electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos bioldgicos como
lipidos, proteinas o acidos nucleicos. La oxidacion de tales sustratos podra ser iniciada
por dos tipos de especies reactivas: los radicales libres y aquellas especies que sin ser
radicales libres son suficientemente reactivas para inducir la oxidacién de sustratos
como los mencionados. Pueden clasificarse en:
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Sintéticos: Los antioxidantes sintéticos mas importantes o mas utilizados como aditivos
en alimentos son el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), el propilgalato
(PG) vy el palmitato de ascorbilo. Otros como la terbutilhidroquinona (TBHQ) pueden
utilizarse en Estados Unidos, pero no en Europa. Los antioxidantes sintéticos son
ampliamente utilizados en la industria de los alimentos. BHA y BHT son muy efectivos en
grasas animales y menos en las grasas y aceites vegetales.

Si bien los antioxidantes sintéticos son altamente efectivos y econémicos, durante los
ultimos afnos su empleo esta siendo cuestionado por sus posibles efectos adversos sobre
la salud. Existen estudios que demuestran los efectos carcinogénicos de estas sustancias
en animales (Botterweck et al., 2000).

Naturales: El término alude a aquellas sustancias, con propiedades antioxidantes,
que se presentan o pueden ser extraidas de los tejidos de las plantas y los animales
(Pokorny y Yanishlieva, 2005). Debido a la mala imagen adquirida y al rechazo por
parte del consumidor de los antioxidantes sintéticos, la utilizacién de antioxidantes
naturales como aditivos alimentarios ha adquirido un gran interés en los ultimos
anos.

Tabla 3. Antioxidantes enzimaticos segun la especie que o contiene.

Especie/ Nombre Compuestos Modo de
Hierba Cientifico antioxidantes accion
Elimina los

Carnosol, acido carndsico, rosmanol, radicales
Rosemarinus  rosmadial, diterpenos (epirosmanol, superodxido,

Romero o ) . L
officinalis isorosmanol, rosmaridifenol, antioxidante de
rosmariquinona, acido rosmarinico). lipidos y quelante
de metales.
Carnosol, acido carndsico, rosmanol,
. Salvia rosmadial, ésteres metilicos Eliminador de
Salvia . " , . . :
officinalis L. 'y etilicos de carnosol, &cido radicales libres
rosmarinico.
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Continuacién Tabla 3. Antioxidantes enzimaticos segun la especie que lo contiene.

Especie/ Nombre Compuestos Modo de
Hierba Cientifico antioxidantes accion
Acido rosmarinico, acido
cafeico, 4cido protocatéquico,
2-caffeoyloxy-3-[2-(4-
, hidroxibencil) -4,5-dihidroxi] o
i Origanum o _ _ Eliminador de
Orégano _ 4cido fenilpropanoico; , )
vulgaris L. . , radicales libres
flavonoides — apigen,
eriodictiol, dihydroquercetin,
dihydrokaempherol, carvacrol,
timol.
Timol, carvacrol, p- Cumeno- 2,3
. Thymus diol, &cidos fendlicos (acido gdlico,  Eliminador de
Tomillo ) . L o . .
vulgaris L. acido cafeico, acido rosmarfnico) radicales libres
diterpenos fendlicos, flavonoides.
Zingiber Eliminador de
Jengibre Gingerol, shogaol, zingerona. , )
9 officinale L. g g 9 radicales libres
5 Curcuma Curcuminas, (4-hidroxicinamoil) Eliminador de
Cdarcuma L . :
doméstical. metano. radicales libres
Pimienta Piper nigrum ) , Eliminador de
Kaempferol, ramnetina, quercetina. _ i
negra L. radicales libres
Aji picante Capsicum Capsaicina, capsaicinol Hliminador de
JIP frutescence L. 2 PR ' radicales libres

Fuente: (Embuscado, 2014).

2.5 Sistemas antioxidantes endégenos no enzimaticos

En el caso de los antioxidantes enddgenos no enzimaticos, se ubican principalmente
en el citosol, matriz mitocondrial y nuclear y fluidos extracelulares, estos incluyen al
glutation, el &cido Urico, la bilirrubina, la albuminay la ubiquinona.
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2.5.1 Vitamina E

Existen distintas formas de tocoferol, todas ellas presentes en los aceites
vegetales, que se diferencian por el nimero y posicion de restos metilo en el
anillo fendlico del cromano. Asi mismo, la funcion principal de la Vitamina E
es su efecto antioxidante. Su oxidacién sirve de proteccién a otras moléculas,
especialmente a los 4cidos grasos poliinsaturados, protegiendo de esta forma
las estructuras de las que forman parte como son las membranas celulares. La
hemolisis es uno de los efectos carenciales mas significativos, sobre todo en
ninos. Su funcion antioxidante provoca su destruccion y eliminacion, lo que
dificulta su acumulacion en el organismo (Teijon, 2006).

Figura 6. Estructura quimica, Vitamina E — Tocoferol.
Fuente: Chemspider (sf).

2.5.2 Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenos, compuestos de 40 dtomos de carbono,
formalmente derivados del fitoeno. Pueden ser de dos clases: los carotenos,
compuestos hidrocarbonados y las xantofilas, derivados oxigenados de los
carotenos.

Muchas de las funciones de los carotenoides son consecuencia de su capacidad
para absorber la luz, por lo que su papel natural es dar color. Sin embargo,
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también estd bien establecida su funcion como antioxidante en los organismos
fotosintéticos y en muchos no fotosintéticos aerobios, participando en la
desactivacion de radicales libres que se producen durante el metabolismo
normal de las células (Herndndez, 1999).

2.5.3 Vitamina C

Segun Latham (2002), el acido ascérbico es una sustancia blanca cristalina,
muy soluble en agua. Tiende a oxidarse con facilidad. No la afecta la luz, pero
el calor excesivo la destruye, sobre todo cuando se encuentra en una solucion
alcalina. Como es un agente antioxidante y reductor poderoso, puede por
lo tanto reducir la accion perjudicial de los radicales libres y es también
importante para mejorar la absorcién del hierro no-heminico en alimentos de
origen vegetal.

Figura 7. Estructura quimica de la Vitamina C.
Fuente: Chemspider (sf).

El dcido ascorbico es necesario para la formacién y mantenimiento adecuado del
material intercelular, sobre todo del colageno. En términos sencillos, es esencial
para producir parte de la sustancia que une a las células, asi como el cemento une
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a los ladrillos. En una persona que tiene carencia de &cido ascorbico, las células
endoteliales de los capilares carecen de solidez normal. Son, por lo tanto, fragiles
y se presentan hemorragias. De modo semejante, la dentina de los dientes y el
tejido 6seo de los huesos no se forman bien. Ademas, esta propiedad de fijacién
celular explica la cicatrizacion pobre y la lentitud en el proceso de curacion de las
heridas que se ve en personas con carencia de acido ascérbico (Latham, 2002).

2.6 Sistemas antioxidantes endogenos enzimaticos

Esimportante sefalar que no todos los antioxidantes actUan de esta manera, los llamados
enzimaticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que a su vez
reaccionan con los RL. Halliwell (2011) define como antioxidante a toda sustancia que
halldndose presente a bajas concentraciones con respecto a las de un sustrato oxidable
(biomolécula), retarda o previene la oxidacion de dicho sustrato.

Herndndez et al. (2011), afirman que un antioxidante facilita el uso fisioldgico del
oxigeno por parte de las mitocondrias celulares, lo cual contribuye a reducir los efectos
del estrés oxidativo y la falta de oxigeno, al formar complejos que reducen las reacciones
productoras de RL. La funcion antioxidante desempefada por estas enzimas presenta
diversas ventajas frente a los no enzimaticos y exdgenos, puesto que su actividad es
regulada de acuerdo con los requerimientos celulares, ya que pueden ser inducidas,
inhibidas, o activadas por efectos enddgenos.

2.6.1 Superoxido dismutasa

Botello et al. (2005) concluyeron que: las SODs son un grupo de metaloenzimas
que catalizan la conversion del aniéon superdxido reactivo (O,) para producir
perdxido de hidrogeno (H,0,), el cual, por si mismo es un importante compuesto
con oxigeno reactivo (ROS). El H,0, es subsecuentemente detoxificado por dos
tipos de enzima: catalasa (CAT) y glutation peroxidasas (GPOXs). Las SOD se
consideran que juegan un papel importante que radica por su presencia en
todos los organismos aerdbicos estudiados. Asimismo, la tasa de SOD- catalizada
por dismutacién de O, se aproxima al limite de difusion, haciéndola una de las
enzimas mas activas.
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2.6.2 Catalasa

De acuerdo con Cavallini et al. (2005), la catalasa es una enzima hemoproteica
gue se caracteriza por poseer una estructura tetramérica, en la cual cada
subunidad contiene un grupo Hem (Fe™). Esta presente en la mayoria de las
bacterias aerobias estrictas, facultativas y anaerobias aerotolerantes.

La catalasa manifiesta actividad de peroxidasa, cataliza la oxidacién de sustratos
acoplada a la reduccién de perdxido de hidrégeno, para formar agua y oxigeno
molecular. En la prueba de catalasa la reaccion se efectlia con dos moléculas de
perdxido de hidrogeno, una de las cuales actiia como sustrato reducido y la otra
como sustrato donador de dtomos de hidrégeno; esto resulta en la formacién
de agua (sustrato reducido) y oxigeno (donador oxidado).

2.6.3 Glutation peroxidasa

Es una enzima citosdlica e intramitocondrial que degrada la mayor parte del
perdxido de hidrégeno transformandolo, en presencia de glutation reducido,
en agua y glutation oxidado. La glutation peroxidasa limita igualmente la
propagacion de radicales, reduciendo los perdxidos inestables en acidos grasos
hidroxilados. Junto a ello, la glutation peroxidasa que se localiza en la membrana
plasmatica posee la capacidad de convertir los peroxidos lipidicos, formados a
partir de los fosfolipidos, en alcoholes (Saban, 2012).

2.6.4 Glutation Reductasa

La glutation reductasa (GRd) es una flavoenzima dependiente del nicotinamin
adenin dinucledtido fosfato reducido (NADPH) que cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), el cual serd utilizado por
la glutation peroxidasa (GPx) para la reduccion del peréxido de hidrégeno
(H,0,) y de lipoperoxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos. Es decir,
especificamente tiene una funcién de pivoteo en el estrés oxidativo. Esta se
encuentra en todos los organismos aerdbicos, asi como en algunas plantas
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superiores por lo que aparenta ser una enzima cuasi universal (Cisneros,
1995).

2.6.5 Glutation

Es un tripéptido (acido glutamico-cisteina-glicina) que interviene en numerosas
reacciones de oxido-reduccién. En él la parte que se oxida son los grupos
tiolicos (R-SH) de la cisteina. Es asi como Crespo (2006) sehala que el glutation
inactiva sobre todo al H,O, y ademds actua sobre hidroperdxidos orgénicos
(R-O-0O-H), haciéndolos menos téxicos y mas solubles, por lo que contribuye a la
“desintoxicacion” con la intervencion de la glutation peroxidasa. La eliminacion
de H,O, en los diferentes tejidos se lleva a cabo tanto por el glutatién reducido
como por la catalasa, aunque la contribucion de cada uno de los sistemas esta
sometido a fluctuaciones en funcién del tipo de tejido y de otros factores.

2.6.6 Coenzima Q10 (Ubiquinona)

Segun lIglesias (2009), es un compuesto de naturaleza liposoluble que se
encuentra principalmente en la membrana mitocondrial de las células. La forma
reducida neutraliza radicales de perdxido, pero de una manera menos efectiva
que el a-tocoferol. Otro mecanismo antioxidante de este compuesto es la
regeneracion del a-tocoferol a partir del radical tocoferoxilo.

2.6.7 Acido tioctico

Ampliamente distribuido en animales y plantas, desempefa una funcién
elemental como coenzima en diversas reacciones, particularmente en la
descarboxilacion oxidativa del acido pirdvico. Todas son reacciones muy
conocidas, donde el AT se desempefa como un importante factor regulador
de la formacion del acetil Co A. Sin embargo, la importancia de la participacion
del AT y del ADT en otras reacciones de activacion enzimatica no ha sido bien
establecida. Interesa especialmente la funcién regulatoria en dos sistemas que
se encuentran involucrados en la produccion de radicales libres: la sintesis de
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prostaglandinas y la conversion de xantina dehidrogenasa (XD) en xantina
oxidasa (Roldan, 1988).

2.6.8 Acido urico

Es el producto final del metabolismo de las mieloproteinas enddgenas o de las
contenidas en la dieta. La degradacién de las purinas da lugar a la formacién
de hipoxantina que, por la accion de la enzima xantina-oxidasa pasa a xantina y
posteriormente a acido Urico (AU). La sintesis de AU se acompafa de formacion
de radicales libres de oxigeno (Coca et al., 2009).

2.6.9 Bilirrubina

De acuerdo con el estudio realizado por Garcia (2006), la sustancia que colorea
la bilis es la bilirrubina, pigmento de color amarillo a pardo que se oxida en
biliverdina, pigmento verde. La bilirrubina es un producto de degradacién de la
hemoglobina y por ello, se forma en sitios donde se destruyen los hematfes. Sin
embargo, a diferencia de la hemosiderina, no contiene hierro y es mas soluble.
Por ello, no tiende a permanecer en el citoplasma de los macréfagos que
destruyen los eritrocitos, sino se disuelve en la sangre, de la cual constatemente
es extraida por las células del higado para llegar a la bilis.

2.6.10 Tiorredoxina

Mark et al. (2007) demostraron que es una protefna de 12 kd que contiene
residuos proteicos de cisteina que oscilan entre las formas reducidas, sulfhidrilo,
oxidada y disulfuro. La forma reducida de la tiorredoxina activa muchas enzimas
biosintéticas, al reducir los puentes disulfuro que controlan la actividad de dichas
enzimas y mediante el mismo mecanismo, inhibe algunas enzimas degradativas.
En los cloroplastos, la tiorredoxina oxidada es reducida por la ferredoxina en una
reaccion catalizada por laferredoxina-tiorredoxina reductasa. Esta enzima contiene
una agrupacion 4Fe-4S que acopla dos oxidaciones de un electrén, cada una dela
ferredoxina reducida con la reduccién de dos electrones de la tiorredoxina.
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Métodos de extraccion de antioxidantes

2.7.1 Extraccion solido- liquido Soxhlet

Segun Canosa (sf), Soxhlet es la técnica mas antigua para la extraccion de
compuestos organicos en matrices solidas. Desarrollada en 1879, sigue siendo
hoy en dia, una técnica aceptada por la Agencia de Proteccion Medioambiental
(EPA), como el método 3540C y usada como procedimiento de referencia
respecto a otras técnicas mas actuales.

La extraccion exhaustiva de componentes organicos en un sistema Soxhlet
se lleva a cabo usando un disolvente organico, el cual refluye a través de la
muestra contenida en un dedal poroso de celulosa o vidrio. Las ventajas mas
importantes de la extracciéon Soxhlet son el contacto continuo de la muestra
con una porcion fresca de disolvente, simplicidad, bajo costo de adquisicién y la
posibilidad de procesar grandes cantidades de muestra.

2.7.2 Extraccion por hidrodestilacion

La hidrodestilacion o destilacion del material vegetal por medio del arrastre del
aceite esencial con vapor de agua es un procedimiento ampliamente utilizado,
debido al relativamente sencillo equipo necesario y a su gran versatilidad a la
hora de aplicarlo a materiales vegetales diferentes. Su principal inconveniente
es la alta temperatura de operacion, que lo hace inapropiado para aquellos
aceites esenciales sensibles al calor (Ortunio, 2006).

2.7.3 Arrastre de vapor

Se basa en el hecho de que muchas sustancias, cuyos puntos de ebullicion son
esencialmente superiores al del agua, se vaporizan, dependiendo su tensién
de vapor, por burbujeo de vapor de agua y a continuacion, se condensan por
enfriamiento junto con el agua. Cuando la sustancia que se va a purificar es
practicamente insoluble en agua, las correspondientes tensiones de vapor
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apenas se alteran. Sin embargo, cuando por calentamiento la suma de las
presiones parciales de ambas sustancias alcanza la presion atmosférica,
comienzan a hervir. Sustancias muy poco volatiles se pueden arrastrar con
vapor de agua “sobrecalentado” y de esta forma se obtienen puras. (Beyer y
Walter, 1987).

2.8 Métodos analiticos para determinacion
antioxidante

La eficiencia antioxidante de especies y hierbas puede determinarse mediante el
empleo de varios métodos analiticos. Las pruebas analiticas utilizadas frecuentemente
son: Dpph (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), Frap (Poder antioxidante reductor del hierro), Orac
(Capacidad de absorcion de radicales de oxigeno), contenido de fenoles totales, Abts
(2,2-bis-azino- acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), Cuprac (I6n cuprico reductor de
la capacidad antioxidante), Trap (Pardametro antioxidante total de captura de radicales),
Teac (Capacidad antioxidante Trolox equivalente) y otros. (Embuscado, 2014).
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Comportamiento de los Microorganismos frente a la Suceptibilidad In Vitro

anchez et al. (2011), expresaron que la resistencia de los microorganismos a los

farmacos y plaguicidas existentes es un problema que tiende a incrementarse. Por

esta razdn, se mantiene la busqueda de nuevos antimicrobianos para combatir las
enfermedades, superar los problemas de resistencia bacteriana y los efectos secundarios
de algunos agentes disponibles. Desde el punto de vista fitosanitario, la demanda
creciente de nuevos antimicrobianos responde también ala poca disponibilidad y eficacia
de los productos existentes para el control de algunos patégenos. Estos problemas han
llevado a la busqueda de alternativas de control y una de las opciones que estd en via de
desarrollo y explotacion es el uso de antimicrobianos de origen natural.

3.1 Mecanismos de accion del extracto

Es importante considerar los estudios hechos por Calvo y Martinez (2009) en los que
afirman que los extractos antimicrobianos acttian contra los microorganismos de diversas
maneras, afectando su estructura morfoldgica, como se describen a continuacion:

- Inhiben la sintesis de la pared celular.
- Inhiben la sintesis proteica.
« Inhiben la sintesis de los acidos nucleicos.

«  Altera la permeabilidad celular.

3.1.1 Método de medicidn de la susceptibilidad
antimicrobiana

Palavecino (2014) denomina antibidtica a aquella sustancia que interfiere
el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos mediante una
interaccion especifica (toxicidad selectiva) con alguno de sus componentes
celulares. Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana son métodos in vitro
que determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad
de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de laboratorio especifica y
estandarizada.
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3.1.2 Métodos para determinar halos de inhibicidon

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro
la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. Los resultados son
influenciados por el método seleccionado, los microorganismos usados y el
grado de solubilidad de cada compuesto evaluado. Los métodos para evaluar la
actividad antibacteriana estan clasificados en tres grupos principales: Métodos
de difusion, métodos de dilucion y bioautografia (Ramirez y Marin, 2009).

Métodos de difusion: |a técnica estd basada en el método de Kirby-Bauer.
El método se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia
necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de
crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio de cultivo
adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y sobre
la cual, se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro o
se ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la
sustancia (Ramirez y Marin, 2009). Es necesario sefialar que el tamafio del
halo de inhibicion es influenciado por varios factores, entre ellos (Ramfrez y
Marin, 2009):

—  Medio de cultivo en que se realiza la prueba.
—  Capacidad de difusion del compuesto.

— Cantidad de inoculo.

— Tiempo de generacién del microorganismo.
—  Sensibilidad al antibiotico.

—  Periodo de incubacion.

Métodos de dilucion: el método de dilucion en agar o en caldo como test
de susceptibilidad microbiana es utilizado para determinar la concentracién
minima bactericida (CMB) y la concentracion minima inhibitoria (CMI)
(Ramirez y Marin, 2009).

Método de dilucién agar: las cajas se siembran por profundidad

con una determinada concentracion de extracto vegetal, luego
se inoculan con el microorganismo en estudio y se incuban por 24
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horas, después se examina si el microorganismo crece o no en cada
una de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad
necesaria de muestra a evaluar (Ramirez y Marin, 2009).

Método de dilucion en caldo: son utilizados tubos o microplacas
(microdilucién) que contienen concentraciones crecientes del extracto
vegetal. El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos
0 pozos de las microplacas y la CMI es determinada después de la
incubacion (Ramirez y Marin, 2009).

Bioautografia: este ensayo puede representar una herramienta Util
para la purificaciéon de sustancias antibacterianas o como una técnica
de tamizaje fotoquimico preliminar, o un fraccionamiento bioguiado.
El ensayo se realiza a través de cromatogramas, que permitan la
localizacion de los compuestos activos. El método consiste en colocar
las muestras a evaluar en placas de TLC, seleccionar la fase movil que
dé mejor separacion, posteriormente esta placa es llevada y colocada
en forma invertida sobre una caja de petri previamente inoculada con
el microorganismo a evaluar, se deja de 8 a 12 horas en la nevera para
facilitar la difusion de los extractos en el medio, luego se retira la placa
y se lleva la caja a incubacion, luego se observa el halo de inhibicion
donde esta el compuesto activo (Ramirez y Marin, 2009).

3.1.3 Determinacion del porcentaje de inhibicion

El porcentaje de inhibicién del crecimiento fue calculado, tomando en cuenta
que la inhibicion es el inverso del crecimiento y los resultados fueron calculados
mediante la férmula segun Méarquez, et al. (2005) para la bacteria.

% Efecto de inhibicié Diametro del halo del microorganismo del extracto 100
= *
o hlecto de infubicion Diametro del halo de inhibicién control positivo

Para el porcentaje de inhibicién de los hongos se utiliza la férmula descrita por
Tequida et al,, (2002).

< 5.



Experimentacion para el aprovechamiento fitoquimico del mangostino

% Crecimient Didmetro del crecimiento del microorganismo en el extracto
o Crecimiento = — . *
Didmetro del control negativo

% Inhibicion = 100 - % crecimiento

Es de resaltar que el tamafo del halo de inhibicion de desarrollo variara con
base en los siguientes pardmetros o variables (Hudzicki, 2014):

-+ La concentracion del extracto.
- Sensibilidad de los microorganismos.
- Tiempoy temperatura de incubacion.

Por otra parte, con el fin de verificar que la inhibicién si es ocasionada por el
metabolito separado, se realiza un antibiograma. El antibiograma define Ia
actividad in vitro de un antibiético frente a un microorganismo determinado,
reflejando la capacidad de inhibir el crecimiento de un bacteria o poblacion
bacteriana (Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica et al., 2000).

La razén por la cual es conveniente el estudio del antibiograma de una bacteria
determinada radica el hecho de la diferente sensibilidad a los antibidticos de
las distintas especies bacterianas y mas aun, en el hecho de que en numerosas
especies existen grandes diferencias de sensibilidad a un determinado
antibidtico entre unas y otras cepas (Lopez, 2012).

La lectura interpretada del antibiograma no debe confundirse con el proceso de
simple interpretacion de los resultados de las pruebas de sensibilidad, por medio
de los puntos de corte. Este ultimo se realiza rutinariamente en los laboratorios
de microbiologia y consiste en la clasificacion de los resultados, es decir, en la
traduccion de los halos de inhibicion o valores de CMI en las categorias clinicas

“sensible”“intermedia”o“resistente”que aparecen en los informes de sensibilidad
(Cantodn, 2010). Es entonces que,

Susceptible: significa que la infeccion causada por ese organismo puede ser

apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibiético estudiado
(Canton, 2010).
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Sensibilidad intermedia: esta categoria incluye organismos que son
inhibidos por concentraciones del antibidtico que estdn muy cercanas a
las alcanzadas en el plasma, por lo que pueden responder pobremente al
estudio (Cantén, 2010).

Resistente: significa que el organismo no serfa inhibido por el antibiético
en las dosis habituales o que el organismo tiene mecanismos de resistencia
contra ese determinado antibidtico (Cantén, 2010).

La interpretacion del antibiograma establece la probabilidad de éxito o de
fracaso del estudio que se deriva de la utilizacidon de los antimicrobianos frente a
los microorganismos. El objetivo final de la lectura interpretada del antibiograma
es la deteccion de los mecanismos de resistencia, incluidos los de bajo nivel de
expresion (Canton, 2010).

Cabe sefalar que la utilizacion exclusiva de categorias clinicas (sensible,
intermedia o resistente), puede limitar la lectura interpretada del
antibiograma. Esta circunstancia se agrava cuando se consideran
mecanismos de resistencia de baja expresion que implican valores de CMI
o halos de inhibicion que no superan los puntos de corte de sensibilidad
establecidos (Canton, 2010).

El anterior planteamiento lleva a pensar en otros elementos interpretativos
referente a la capacidad inhibitoria de una sustancia determinada. Dado esto, se
pueden citar dos elementos adicionales:

. Concentracion inhibitoria minima (CMI): Se define CMI como la minima
concentracion de antibidtico en un periodo predeterminado, que es capaz
de inhibir el crecimiento in vitro de un inoculo bacteriano (Taroco, et al.,
2014).

- Concentraciéon bactericida minima (CBM): Se define como la minima
concentracion de un antibidtico que en un periodo predeterminado es
capaz de inducir la muerte in vitro del 99,9% de una poblacién bacteriana
(Taroco, et al,, 2014).
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3.2 Generalidades fitopatoldgicas

La fitopatologia es la ciencia que estudia las enfermedades de las plantas y las combate.
La importancia de las enfermedades de plantas en la agricultura moderna es un
hecho ampliamente documentado y reconocido. Las enfermedades no solo tienen el
potencial de destruir enteramente las cosechas; aun en los casos en que no causan
pérdidas totales, por lo general reducen en forma crénica el rendimiento de la mayoria
de los cultivos, obligando a tomar medidas que combaten el aumento de los costos
de produccion y afectan la calidad y la durabilidad de los productos cosechados. Las
enfermedades de las plantas se conocen desde que el hombre comenzd a cultivar la
tierra. La mayoria de las enfermedades de las plantas son causadas por microorganismos
(Sandoval, 2013).

Entre un factor limitante para la agricultura figuran las enfermedades, pero lo que
realmente preocupa es el desarrollo de la plaga, que, en pocas horas, puede destruir
cultivos o cosechas completas. La FAO estima que las pérdidas en producciéon agricola
mundial causadas por diferentes plagas fluctian entre el 20 % y 40 %. Solo las
enfermedades implican pérdidas calculadas de 90 mil millones de ddélares, concentrados
en las frutas y legumbres, los cultivos de café, té y arroz, en términos de volumen las
mayores pérdidas se ecnuentran en la papa, cafa de azucar y remolacha (FAQ, 2014).

3.2.1 Bacteria Erwinia sp.
Erwinia sp. bacteria polifaga que ataca a todas las especies horticolas. Penetra por
heridas e invade tejidos medulares, ocasiona pudriciones blandas y himedas en

raices reservantes (Pineda, 2012). Su taxonomia se describe en la tabla 4.

Tabla 4. Taxonomia Erwinia sp.

Taxonomia
Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gamma proteobacteria
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Continuacién Tabla 4. Taxonomia Erwinia sp.

Taxonomia
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Erwinia

Fuente: (Pineda, 2012).

Esta bacteria, de forma natural se encuentra en muchos cultivos, en el suelo y
en el agua de riego, provocando pudricion blanda. Son bacilos cortos Gram-
negativo movil por flagelos peritricos o periférico, anaerobios facultativos
(Méndez e Inostroza, 2009).

Los sintomas se presentan en cualquier estado de desarrollo de la planta. Los
tallos afectados muestran una pudricion tipica que tiene la apariencia de tinta
negra, razén por la cual recibe el nombre de “pie negro” Lo mas frecuente es que
une las lesiones negras y mucilagosas las cuales van ascendiendo por el tallo
hasta el resto de planta, tubérculo o fruto (Méndez e Inostroza, 2009).

Externamente en el tallo aparecen manchas negruzcas y humedas. En general
la planta suele morir. En frutos también puede producir podredumbres acuosas.
Tiene gran capacidad saprofitica, por lo que puede sobrevivir en el suelo, agua
de riego y raices de malas hierbas. Las condiciones favorables para el desarrollo
de la enfermedad son altas humedades relativas y temperaturas entre 25 °Cy
35°C (Pineda, 2012).

Lesiones y danos: El ataque se puede producir en el suelo antes de la cosecha o
en el almacenamiento. La bacteria penetra por heridas; al comienzo las lesiones
son en forma de heridas circulares humedas, ligeramente hundidas de color
canela o castafio. Se presenta una clara marcacion del tejido sano 'y el enfermo. Al
comienzo de la infeccién el tejido sano es inoloro, como se muestra en la figura 8,
pero a medida que esta avanza adquiere olor desagradable y se torna pegajoso,
debido a la presencia de otros microorganismos secundarios (Pineda, 2012).
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Figura 8. Enfermedad de pudricién blanda y pies negros, ocasionada por Pectobacteriun carotoborum

(Erwinia sp.).
Fuente: (Avila, 2004).

3.2.2 Hongo Botrytis sp.

La enfermedad conocida como “moho gris” causada por Botrytis sp., es una
de las enfermedades mas comunes de muchos cultivos como el clavel, el
crisantemo, el estatice y la rosa, entre otras. También se hospeda en cultivos
de tomate, lulo, uchuva, platano, alcachofa, col, zanahoria, pepino y frutos de
postcosecha, entre otros (Romero, 2010). Su taxonomia se puede observar en
la tabla 5.
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Tabla 5. Taxonomia Brotrytis sp.

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Moniliales
Clase Deuteromycota
Orden Moniliaceae
Género Botrytis

Fuente: (Memenza, 2009)

Las enfermedades causadas por Botrytis sp. son probablemente las mé&s comunes
y las mas ampliamente distribuidas en hortalizas, plantas ornamentales y
frutas. Es un fitopatégeno que se presenta con frecuencia en cultivos de
invernadero. Las plantas pueden ser atacadas en el campo, en el transporte o
en el almacenamiento. La penetracion del patdgeno se realiza directamente a
través de heridas causadas por insectos o por medios mecanicos. El hongo es
endémico y las esporas estan en el aire durante el periodo de desarrollo. Puede
atacar cualquier parte de la planta, pero los tejidos viejos o dafados son los mas
susceptibles (Romero, 2010).

Los sintomas que se presentan por Botrytis sp., son manchas foliares pequenas
y de coloramarillo al principio, pero posteriormente se extienden, adquiriendo
un color canela o gris claro. Las lesiones aparecen en tallos suculentos y
pueden ser lesiones hundidas, alargadas y de color oscuro, con un contorno
bien definido. Causan marchitamiento y pudricion de pétalos de flores y frutas
(Romero, 2010).

Lesiones y daios: la Botritys sp. produce lesiones pardas en hojas vy flores, en
los frutos tiene lugar una podredumbre blanda, siendo acuosa segun el tejido,
donde se observa el micelio gris del hongo. Las lesiones pueden ser causadas
de manera directa, por medio de heridas o indirecta, por el contacto con el agua
o los micelios del hongo (Agrios, 2005).
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3.2.3 Hongo Penicillium sp.

Es un hongo de crecimiento rédpido que da colonias blancas aterciopeladas
inicialmente, las cuales cubren con las esporas y van tomando diferentes colores
segun la especie, al final quedan cubiertas de esporas con aspecto pulvurento,
las colonias se constituyen por micelios de hifas delgadas septadas (Arias v
Piferos, 2008). Su taxonomia puede observarse en la tabla 6.

Tabla 6. Taxonomia Penicillium sp.

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Clase Euascomycetes
Orden Eurotiales
Familia Trichomaceae
Género Penicillium

Fuente: (Fundacion Bioquimica Argentina, 2011)

Su difusion y multiplicacion se lleva a cabo por medio de sus esporas que se
encuentran dispersas en el aire. Las esporas no se desarrollan en frutas sanas,
penetran en la fruta, a través de los golpes y heridas ocasionados durante la
recoleccion, transporte y manejo de la fruta (Fomesa, 2014).

Su sintomatologia se manifiesta como una podredumbre blanda, acuosa
y en general, de color marrén claro. Si bien los tonos marrones pueden
variar de una fruta a otra, el elemento principal que distingue a esta
enfermedad es la consistencia acuosa de la podredumbre. En general,
comienza a desarrollarse a partir de una herida. Sobre esta herida aparece
el hongo, primero de color blanco y luego se recubre de la esporulacion
azul caracteristica que le da el nombre de podredumbre blanda o moho
azul (Fomesa, 2014).
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Las lesiones y dafios del hongo (Penicillium sp.) lleva a la pérdida total del fruto,
debido a que se recubre de una esporulacion azul de donde viene su nombre.
Este hongo no solamente es responsable de la podredumbre de los frutos, sino
que también produce una micotoxina cancerigena llamada patulina, la que
puede alcanzar niveles tales que descalifiquen la fruta para procesado, llega
a perder su consistencia, desprendiendo un olor caracteristico, perdiendo por
completo su aptitud para el consumo humano (FAO, 2014).

3.2.4 Hongo Fusarium sp.

Crece inicialmente dando una colonia blanca, la cual produce un pigmento
de color vino. La colonia estd constituida por micelio de hifas septadas y
conidiéfonos. Es la causante de la marchitez en algoddn, podredumbre basal
en frijol y pudricion radicular en tubérculos (Arias y Pifieros, 2008). Su taxonomia
puede observarse en la tabla 7.

Tabla 7. Taxonomia Fusarium sp.

Taxonomia
Reino Mycetae
Division Eumycota
Subdivision Deuteromycotina
Clase Hyphomycetes
Orden Moniliales
Familia Tuberculariceae
Género Fusarium

Fuente: (Arias y Jerez, 2008)

Las plantas son atacadas a través de heridas causadas directamente o en forma
mecanica o por insectos. El Fusarium sp., penetra la epidermis de las raices, la
corteza y endodermos, entrando a los vasos del xilema, colonizando el sistema
vascular, ocasionando la degradacion de tejidos y la muerte (Arias y Jerez, 2008).
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Los sintomas aparecen de forma unilateral; estos aparecen acompafados de un
color amarillento parcial en las hojas, se puede observar una mitad cloréticay la
otra verde normal, los sintomas avanzan de manera lenta por la planta de abajo
hacia arriba, hasta causar marchitamiento general y la muerte de la planta (Arias
y Jerez, 2008).

Las lesiones que forma Fusarium sp. son diversas, dependiendo del drea afectada
de la planta, en las hojas se da un color amarillento durante la enfermedad,
afectando los brotes, debido a que se doblan hacia el lado de la planta enferma,
el enanismo en la planta es otro dafio de Fusarium sp. Las hifas del hongo
penetran directamente o a través de heridas en forma mecanica o por insectos
(Arias y Jerez, 2008).
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Comportamiento de los Microorganismos frente a la Suceptibilidad /n Vitro Ocasionada por Extractos de Mangostino

4.1 Analisis fitoquimico de los extractos de Garcinia
mangostana L.

omo se evidencia en la metodologia propuesta para este trabajo, se realizaron

tres pruebas para determinar la presencia de taninos en el extracto. Para la prueba

cloruro férrico se obtuvo coloracién verde azul, lo cual indica que en el extracto
del pericarpio de G. mangostana L. predominan los taninos hidrolizables y condensados,
el primero derivado del 4cido galico y el sequndo, derivado del acido protocatéquico
(tabla 8). Resultados similares obtuvieron Cardona y Salazar (2012), en la prueba con
cloruro férrico, obteniendo una coloracion verde, confirmando la presencia de taninos
protocaqueticos.

En el estudio realizado por Plazas (2011), se demuestra que el cloruro férrico permite
evidenciar la presencia de grupos fendlicos por el desarrollo de coloraciones verdes
o azules. El grupo funcional fenol es caracteristico de los taninos, pero también estd
presente en diferentes tipos de metabolitos secundarios como flavonoides, cumarinas,
quinonas y lignanos entre otros. Las coloraciones azules y verdes obtenidas indican
presencia de compuestos fendlicos.

En la prueba con acetato de plomo, como se evidencia en la tabla 8, se obtuvo coloracion
verde con presencia de turbidez, indicando la existencia de taninos en el extracto. Se
conoce que los taninos son derivados de los flavonoides y estos forman parte de las
sustancias fendlicas. Por lo tanto, en diversos estudios se encuentran que los flavonoides
forman complejos y precipitan los taninos, formando turbidez.

En el proyecto “Phytochemical analysis of Aesculus indica Colebr. Seeds extracts” realizado

por Harpreety Arvind (2013), se determind por medio de la prueba de acetato de plomo,
la presencia de flavonoides en el extracto etandlico.
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lico como solvente obtenido por la técnica Soxhlet.

Prueba | Resultados | Coloracién Observacion Fuente
Taninos derivados Cardona, N.y Salazar,
del acido galicopor M. Actividad

Cloruro su c.oloraci('?n azuly alel'opética? y
Férrico + Verde-Azul  taninos derivados del antibacteriana de
acido protocatéquico fracciones polares
por su coloraciéon f1-c, f1-d y f1f,
verde. obtenidas de
Por medio de henriettelltrachyphy-
la turbidez se lla triana (Melasto-
Acetato Verde-  determinala mataceae) 2012.98
de Plomo Turbidez  presencia de taninos  h. Pereira. (trabajo

en el extracto
etandlico.

La reaccién del
extracto etandlico se
compard con acido
tanico al 10% como
patron.

de grado (tecnélogo
quimico).
Universidad
Tecnoldgica de
Pereira. Facultad de
Tecnologfa. Escuela
de Quimica.

Nota: (+) Presencia de taninos; (-) Ausencia de taninos.

En la prueba gelatina-sal, la presencia de taninos se evidencid por la coloracion azul
oscuro del extractoy a su vez, por la comparacion con el patron de acido tanico al 10%. Lo
anterior propicia que esta prueba permita identificar los taninos presentes, ya que estos
precipitan las proteinas de las soluciones, reaccionando por medio de su coloracion azul
oscuro. Con las pruebas preliminares realizadas por Carvajal et al. (2009) se evidencio que
al obtener precipitacion por medio de la prueba del reactivo gelatina - sal, se concluyé
que hay presencia de taninos producidos por el pericarpio de mangostino, y dado que
el precipitado obtenido es soluble en urea y produce coloracion verde, tras la adicion de
cloruro férrico, se infiere que estos taninos son del tipo catéquico o condensados.
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Por su parte, las tablas 9 y 10 demuestran la ausencia de taninos en los extractos
obtenidos, mediante la técnica de maceracion en frio y la hidrodestilacion, al  utilizar
como solvente agua destilada. Todo parece indicar que debido a la utilizacién de agua
destilada como solvente se presentd un arrastre nulo de taninos y por ende, ausencia
de estos en los extractos. Lo anterior evidencia que el etanol, usado como solvente
presenta mayor eficiencia en la extraccion en relacion con el agua. La técnica de
hidrodestilacion es utilizada para la extraccién de aceites esenciales (los que a su vez
forma parte de los compuestos alifaticos), por ese motivo se muestra la ausencia de
taninos que son parte de los compuestos fendlicos, ya que la temperatura que maneja
el hidrodestilador es alta, obteniendo la degradacién de taninos. Adicionalmente,
el aceite extraido de este procedimiento es poco para realizar las pruebas sobre los
microorganismos en estudio.

Tabla 9. Pruebas quimicas cualitativas para la identificacién de taninos en agua como solvente obtenido por

la técnica de maceracion en frio.

Prueba Resultado Coloracién
Cloruro férrico - Rojo
Acetato de plomo - Naranja
Gelatina sal - Naranja

Nota: (+) Presencia de taninos; (-) Ausencia de taninos

Tabla 10. Pruebas quimicas cualitativas para la identificacién de taninos en agua como solvente obtenido
por la técnica de hidrodestilacion.

Prueba Resultado Coloracion

Cloruro férrico - Sin cambio
Acetato de plomo - Blanco

Gelatina sal - Sin cambio

Nota: (+) Presencia de taninos; (-) Ausencia de taninos
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Es importante resaltar que se obtuvieron resultados similares para la prueba de cloruro
férrico en la técnica de hidrodestilacion. Farfan (2008), en experimentacion obtuvo
resultado negativo (ausencia) en la identificacion de taninos, presumiéndose la presencia
de otros metabolitos secundarios que no pertenezcan a la familia de los flavonoides.

En otros estudios como los realizados por Orantes (2008) se realizan pruebas de
identificacion de taninos, obteniendo resultados negativos en la prueba de gelatina - sal
y cloruro férrico. Esto se debe a que los taninos poseen la capacidad de formar complejos
con macromoléculas, en especial proteinas. Por lo tanto, se presume la presencia de
compuestos fenodlicos mas no polifenoles.

Portodo lo anterior, se presume que en estas dos técnicas de extraccion (maceracion en frio
e hidrodestilacion - teniendo en cuenta el agua destilada como solvente), se extrajeron otro
tipo de metabolitos secundarios, diferentes a los taninos y al mismo tiempo, esto justifica
el bajo rendimiento de las extracciones en ambas técnicas. Puede ser una consecuencia
de la polaridad de los taninos y su afinidad con el agua o el etanol. Cabe resaltar que por su
caracter polar, los taninos se extraen generalmente con mezclas de alcoholes a diferentes
proporciones o agua, dependiendo si son taninos condensados o taninos hidrolizables.

Numerosos estudios han identificado la reactividad quimica de varios compuestos
fendlicos, como la principal causa de estas alteraciones (Sioumis et al., 2006).

Los polifenoles constan de un anillo bencénico que contiene uno o diversos grupos
hidroxilo, estos compuestos pueden dividirse en flavonoides y no flavonoides, segun
sean o no derivados de la estructura basica del fluoroglucinol.

Dentro de los compuestos flavonoides se encuentran las catequinas y epicatequinas, los

taninos, y las antocianinas. Dentro de los compuestos no flavonoides se encuentran los
estibenos, los hidroxicinamatos y los hidroxibenzoatos (Razmkhab et al., 2002).

4.1.1 Analisis de espectrofotometria de los extractos
obtenidos Garcinia mangostana L.

El analisis espectrofotométrico con U.V. - Visible se realizd con los tres extractos
obtenidos, con el objetivo de identificar los compuestos fendlicos y a su vez,
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los compuestos tanicos por medio de los rangos de absorbancia (nm). Al
realizar un perfil espectrofotométrico de los tres extractos, como se evidencia
en la figura 9, se pueden apreciar picos de absorbancia en las tres soluciones.
Presumiblemente por las caracteristicas de los compuestos que pueden estar
presentes en la solucion y tomando como referentes, los resultados que se
presentaron en el apartado 3.1. de este documento, para el aceite esencial
(Iinea roja), el punto maximo se encuentra en un rango de 321 nm - 323 nm. El
extracto macerado (Iinea verde), presentd su punto maximo entre 461 nm — 463
nm y para el extracto etandlico (linea azul), el punto maximo de absorbancia
se obtuvo entre 630 nm — 680 nm, al mismo tiempo, presentando picos de
absorbancia en un rango de 633 nm — 1000 nm irregulares.

Siserealiza unanalisis detallado de los puntos maximos de longitud de onda para
el extracto maceradoYy el aceite esencial se puede presumir que la concentracion
y el color, asi como el solvente utilizado, influyen de manera directa en las
longitudes de onda méximas (nm), obtenidas por medio del espectrofotdmetro
U.V. = Vis, pudiendo encontrarse otros metabolitos secundarios.
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Figura 9. Espectrofotometria U.V. - Visible para los extractos etandlico, macerado y aceite esencial.

Fuente: Los autores.
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Segun la figura 9, el extracto etandlico (linea azul) presenta un punto maximo
de longitud de onda, pero al mismo tiempo presenta picos menores, sin caer
hasta la absorbancia cero, llegando hasta 1000 nm. Se puede deducir que la
concentracion, coloracion del extracto y debido a que el etanol usado como
solvente extrae con mayor eficiencia los compuestos fitoquimicos de interés
del material a estudiar.

La tabla 11 evidencia de forma tedrica, los compuestos que presumiblemente
pueden encontrarse en cada una de las soluciones, segun autores citados; estos
compuestos son extraidos por diversos solventes (cloroformo, etanol, agua,
etc.). Adicionalmente, en dicha tabla se dan elementos para ratificar la presencia
de taninos en la solucion etandlica para los rangos de mayor longitud de onda
expresados por la muestra estudiada.

De acuerdo con los estudios encontrados (tabla 11), en un rango de 465 nm -
550 nm se presentan principalmente las antocianinas. Segun Santacruz (2011) y
para otro estudio similar las antocianinas estan entre 520 nm — 700 nm, Noriega
etal. 2011).

Otro estudio evidencidé un rango similar a los anteriores, entre 510 nm - 540
nm, reportado por Oancea y Oprean (2011); es evidente que a pesar de que son
resultados diferentes poseen zonas de solapamiento.

Para Del Rio (2013), entre 236 nm - 550 nm, se pueden distinguir entre otros,
flavonas, flavonoles, antocianidinas, isoflavonas, auronas y cumarinas.

El estudio de Plazas (2011) indica que los fenoles se encuentran dentro de la
absorbancia de 740 nm, dentro de ese rango se encuentra lo obtenido por
Yapuchura (2010). En su estudio, los fenoles y polifenoles se leen dentro de un
rango de 414 nm —873 nmy a su vez, los compuestos fendlicos estan entre 200
nm — 700 nm de absorbancia.
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Tabla 11. Rangos de absorbancia de andlisis espectrofotométrico de metabolitos secundarios en estudios

similares.

Rango absorbancia (hnm)

Metabolitos secundarios

Fuente

465 - 550
300 - 380
465 - 550
320-370
240 - 290
270-295
236
300-330
240-270
370-430
274 -311
520-700
740
414-730-873
415
200-700
765
231-274 - 282
400 - 900
691 - 760
765

517

765
510-540
400 - 700

Antocianinas
Flavonas y flavonoles
Antocianidinas

Flavonas y flavonoles

Flavonononas y flavonoles

Isoflavonas

Auronas

Cumarinas
Antocianinas
Fenoles

Fenoles y polifenoles
Flavonoles y flavonas
Compuestos Fendlicos
Fenoles

Anillo aromatico
Polifenoles

Fenoles

Fenoles

Alcaloides Flavonoides
Esteroles

Resinas

Taninos

Glicosidos

Saponinas

Fenoles

Antocianinas

Fenoles

Santacruz, 2011

Del Rio, 2013

Noriega et al. 2011
Plazas, 2011

Yapuchura, 2010

Ramaon, 2009
Nunez, 2004
Diciaula, 2014

Perera, 2013

Alamgir et al. 2014

Lallianrawna, 2013
Oancea y Oprean, 2011
Skogerson, 2007
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Para Ramon (2009), los fenoles se pueden leer en una absorbancia de 765 nm, si
se ha procesado efectivamente una muestra.

Es de tener en cuenta el estudio realizado acerca de los compuestos fenoles, en
que el autor demostré que estos se lefan en un rango de longitud de onda de
400 nm =700 nm, segun Skogerson (2007).

En otro estudio similar realizado por Walker et al. (1999) que trata sobre un
extracto preparado especialmente de plantas del género Vaccinium que es
enriquecido para una actividad que inhibe la adhesion bacteriana a superficies,
el extracto esta disuelto en aguay por medio de un andlisis espectrofotométrico,
presentd picos de absorbancia de 278 nm y 368 nm, obteniendo compuestos
que contienen flavonoides y polifenoles. Generalmente, una absorbancia en
280 nmy 360-370 nm es indicativa de la presencia de flavonoides, mientras que
los polifenoles tienen la absorbancia mayor en el 200 nm a gama de 280 nmy
muestran poca o ninguna absorbancia en 360-370 nm.

En el estudio realizado por Diciaula (2014), se encontrd que los fenoles tenian un
rango de lecturade 691 - 760 nm, asi como también los polifenoles encontrados
en un rango de 400 nm — 900 nm.

En estudios de Lallianrawna (2013) y Perera (2013), los fenoles estaban en un
rango de longitud de onda de 765 nm, siendo idéntica la longitud de onda en
ambos estudios de dichos autores. Por otra parte, Alamgir et al. (2014) realizaron
un estudio para alcaloides, flavonoides, esteroles, resinas, taninos, glicosidos
y saponinas en este mismo producto, evidenciando que estos metabolitos
secundarios se leyeron en un rango de longitud de onda de 517 nm. Con los
rangos encontrados en las referencias bibliogréficas de la tabla 11, se puede
decir que las antocianinas se encuentran entre 465 nm — 700 nm. Segun los
rangos de la tabla 15, para flavonas y flavonoles la longitud de onda esté entre
240 nm - 415 nm, para cumarinas 274 nm — 311 nm, los rangos de isoflavonas
estan entre 240 nm - 330 nm, polifenoles entre 400 nm — 900 nm. Respecto a las
referencias bibliogréficas encontradas, las auronas se encuentran en un rango
de 370 — 430 nm y las cumarinas entre 274 nm — 311 nm. Para los fenoles se
evidencié un rango entre 414 nm - 873 nm.
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Por lo anterior y comparando los resultados con la figura 9, se determiné que
en el extracto etandlico de mangostino, se obtienen componentes fendlicos,
debido a que los taninos son derivados de estos componentes y se logro
obtener un extracto con presencia de este metabolito a estudiar. Mientras que
los extractos obtenidos por maceracion en frio e hidrodestilacién, presentaron
otros metabolitos secundarios con ausencia o poca presencia de fenoles. Es
evidente que los taninos se clasifican en taninos hidrolizables que son formados
por acidos fendlicos y fenoles, asi como en taninos condensados que son
flavonoides formados por las antocianinas. Esto deja como evidencia que en los
extractos habia presencia de dichos metabolitos, estando mas presentes en la
solucion etandlica, segun los rangos de longitud de onda.

4.1.2 Estudio y analisis de cromatografia en papel del
extracto etandlico de Garcinia mangostana L.

Los resultados de la cromatografia de capa delgada (CCD) para el extracto
etandlico obtenido a partir de la extraccion solido - liquido y tomando el etanol
al 99.8% como el mejor solvente, en la que se realizaron 3 fracciones como se
muestra en la tabla 12, para el extracto etandlico de mangostino.

Entonces se presume que los resultados obtenidos de Rf, tienen una relacién
con la especie de mangostino utilizado en este estudio y la etapa de maduracion
del fruto, asi como el tipo de solvente empleado. Al obtenerse los resultados en
el papel filtro, se evidencio que la linea recorrida de la muestra contenia color
morado. Esto se debe a que la materia prima se encontraba en su etapa de
maduracion final, resultando un color concentrado durante la extraccion.

Tabla 12. Rf correspondiente al extracto etandlico obtenido de la extraccion sélido — liquido.

Rf. Extracto etanodlico

Etanol 99.8% 095
ano 070 0193

(1:1)
0,96

Nota: Rf (Relacion de frentes o factor de retencién)
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Debido a que en el extracto hay presencia de metabolitos secundarios
y comparando los valores de la tabla 12 con el estudio realizado por
Narayanasamy y Ragavan (2012), estos valores indican la presencia de
alcaloides, flavonoles, esteroles y saponinas, componentes que son parte
dentro de la familia de los metabolitos secundarios. En los metabolitos
secundarios anteriormente citados, se evidencid que tenfan los siguiente
valores para Rf:alcaloides (0,90), flavonoides (0,94), esteroles (0,98) y saponinas
(0,98).

Con lo dicho por los autores anteriormente referenciados, los fenoles no se
encuentran entre los rangos dados por el factor de retencién (Rf) de cada
fraccion, llegando a la conclusion que debido a la presencia de flavonoles
dentro del extracto, hay una existencia de los taninos condensados, ya que
tedricamente los taninos condensados derivan de unidades de flavonoides
COmMo antocianinas.

Se puede presumir que el tipo de solvente pararealizarla técnica de cromatografia
liquida - liquida (cromatografia en papel) influye en los componentes separados
y la distancia recorrida entre el extracto a estudiar y el solvente, asi como
otros factores como la coloraciéon del extracto, la polaridad del solvente y los
componentes fitoquimicos del extracto.

4.1.3 Flavonoides

De acuerdo con lo evidenciado en la metodologia planteada para el desarrollo
de este trabajo, se aplicaron diversas pruebas fitoquimicas preliminares en los
extractos obtenidos a partir del pericarpio y la semilla de mangostino para
evaluar la presencia de flavonoides.

Los resultados de las pruebas aplicadas para determinar la presencia de
flavonoides se presentan a continuacién en la tabla 13.
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Tabla 13. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacion de flavonoides presentes en

el pericarpio y semilla.

; Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » »
Resultado | Coloracion | Resultado | Coloracion
Shinoda + Rojo + Naranja
Soxhlet Rosenhein - Café + Carmesi
Antocianinas + Rojo oscuro + Café-amarillo
Shinoda = Transparente + Naranja
Arrastre de , ;
TR Rosenhein = Transparente 4 Carmesi
Antocianinas - Transparente + Café-amarillo
Shinoda - Transparente
Hidrodestilacion Rosenhein - Transparente
Antocianinas - Transparente

Para la prueba de Shinoda se obtuvo coloracion roja, con el método de
extraccion Soxhlet, lo que indica que en el extracto del pericarpio de G.
mangostana L. hay presencia de flavonoides.

En la prueba de Shinoda se obtuvieron resultados positivos con coloraciones
naranjas en los métodos de extraccion Soxhlet y arrastre de vapor, como resultado,
sefalando la presencia de flavonoides en la semilla de G. mangostana L.

En el estudio realizado por Wittenauer et. al. (2012), se determiné la presencia de
xantonas: 1,7-dihidroxi-3-metoxi-2-(3-metilbut-2-enil) xantona., Y-mangostin. 8-
deoxigartanin,,  1,3,7-trihidroxi-2,8-di-(3-metilbut-2-enil)xantona,,  gartanin,,
a-mangostin., Garcinon E. La xantona es un compuesto carbonilico que consta
de un heterociclo de xanteno oxidado en la novena posicion.

En la prueba de Rosenhein, los resultados para los tres diferentes métodos de
extraccion, indicaron una respuesta negativa. Asi pues, no existe presencia de
compuestos con dobles enlaces conjugados en los extractos del pericarpio de
G. mangostana L.
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Estudios fitoquimicos realizados por Osorio (2008) de plantas pertenecientes
al género Garcinia han revelado la presencia de xantonas, benzofenonas y
biflavonoides. Los biflavonoides dentro del estudio fueron clasificados en cuatro
grupos: tipo morelloflavona (flavanona- (3—8") — flavona); Tipo GB1 (flavanona
- (3—>8") - flavononol); tipo GB-1a (flavanona - (3—8") — flavanona) y tipo
amentoflavona (flavona - (3’ —8") — flavona).

En la prueba de Rosenhein, se obtuvieron resultados positivos en los
métodos de extracién Soxhlet y arrastre de vapor en la semilla de G.
mangostana L.

Ferreira et al. (2012), expone que el estudio de los biflavonoides han atraido
el interés, debido a la frecuencia y abundancia en que se encuentran en
las especies de la familia Clusiaceae; 36 de este tipo de metabolitos se
han registrado en 32 especies del género Garcinia, aislando biflavonoides,
entre las mas comunes se encuentran: morelloflavona, amentoflavona,
piranoamentoflavona 'y otros dimeros como  3,6"-binaringenina,
rhusflavanona, lateriflavona, garcinianina, 3,8"-biapigenina, agathisflavona y
2'2"-biflavonol.

En la prueba para Leucoantocianinas, se alcanzé una coloracién roja oscura, con
el método de extraccion Soxhlet, afirmando la presencia de antocianinas en el
extracto del pericarpio de G. mangostana L.

De acuerdo con los estudios realizados por Cheok et al. (2013), se extrajeron
antocianidinas del pericarpio de mangostino, logrando su mayor rendimiento,
utilizando un disolvente acuoso (metanol) con la técnica de ultrasonido, y
ademas se infiere que estos compuestos quimicos aislados tienen un gran
potencial industrial.

En la prueba para leucoantocianinas, se visualizaron tonalidades café y amarillo
en los métodos de extraccion Soxhlet y arrastre de vapor; es decir que en la
semilla de G. mangostana L, los polimeros de color obtenidos fueron causados
por la presencia de catequinas.
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4.1.4 Taninos

Segun estudios realizados por Martinez et. al. (2008), los taninos son productos
de excrecién de muchas plantas, involucrados en mecanismos de defensa de
las mismas contra organismos parasitos. Se encuentran mas comunmente en
hojas, ramas y debajo de la corteza.

Los resultados arrojados al determinar la presencia de taninos en el pericarpio y
semilla de mangostino se presentan en la tabla 14.

Tabla 14. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacion de taninos presente en el
pericarpio y semilla.

Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » »
Resultado | Coloracion | Resultado | Coloracion
Cloruro
o + Verde - Amarillo
Férrico
Soxhlet )
Acetato de Verde - Naranja -
plomo Precipitado Precipitado
Cloruro
o - Transparente - Amarillo
Arrastre de Férrico
vapor Acetato de Naranja —
- Transparente I .
plomo Precipitado
Cloruro
- - Transparente
. . ., Férrico
Hidrodestilacion
Acetato de
- Transparente
plomo

En la prueba de cloruro férrico, como se evidencia en la tabla 14, se obtuvo
una tonalidad verde con el método de extraccion Soxhlet, es decir que en el
pericarpio de G. mangostana L. hay presencia de taninos derivados del acido
protocatéquico.
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Resultados similares obtuvo Marin (2009) en los extractos obtenidos de Vismia
cayennensis J.,, observando un precipitado blanco y confirmando la efectividad
de la prueba para determinar presencia de taninos.

Una coloracion verde con tendencia a la formacién de precipitado blanco, se
origind al realizar la prueba de acetato de plomo, en el extracto de pericarpio
de G. mangostana L., reiterando la presencia de taninos en la fuente de
analisis.

Como resultado para los métodos de extraccion Soxhlet y arrastre de vapor,
el andlisis en el extracto de semilla de G. mangostana L., efectuando la prueba
de acetato de plomo, resultd positiva con una coloracién naranja propensa
a la formacion de precipitado, indicando asi la presencia de taninos en el
extracto.

Andlisis fitoquimicos preliminares realizados por Kuete et. al. (2007), indicaron la
presencia de compuestos tales como: alcaloides, fenoles, polifenoles, saponinas,
triterpenos, antraquinonas, flavonoides, esteroides y taninos en la corteza de
los tallos de G. Smeathmannii, indicando la presencia de estos metabolitos y
resaltando a los taninos concurrentes que actlan como agentes inhibidores
de crecimiento microbiano y afirman el uso tradicional que se le ha dado a
esta especie en la medicina tradicional, en el tratamiento de enfermedades
infecciosas.

4.1.5 Carotenoides

Los carotenoides son una clase de pigmentos que se encuentran principalmente
en partes aéreas de las plantas, especialmente en hojas, tallos y flores, en frutos,
y en menor proporcion en raices (Martinez, 2003).

Los resultados arrojados al determinar la presencia de carotenoides en el
pericarpio y semilla de mangostino se presentan en la tabla 15.
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Tabla 15. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacion de carotenoides presente

en el pericarpio y semilla.

Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » »
Resultado | Coloraciéon | Resultado | Coloracién
Soxhlet Carotenoides - Rojo oscuro - Rojo oscuro
Arrastre de p
Carotenoides - Naranja - Ambar
vapor
Hidrodestilacion Carotenoides - Amarillo

Al aplicar la prueba de la reaccién de reconocimiento, los resultados para los
métodos de extraccion y los extractos provenientes de pericarpio y semilla de
G. mangostana L., ultimaron la ausencia de carotenoides.

El color del fruto se encuentra fuertemente relacionado con su estructura; la
cantidad de enlaces conjugados es directamente proporcional a la longitud
de onda de la luz absorbida. La presencia de carotenoides varia en tonalidades
desde amarillo a rojo, porlo cual estaria relacionada su ausencia con la coloracion
purpura del pericarpio y café de la semilla de G. mangostana L.

Ademas, al ser una reaccidon que permite distinguir pigmentos naturales,
exactamente carotenoides de antocianinas, se relaciona con los resultados
positivos obtenidos en la prueba de antocianinas en la tabla 15, por lo tanto la
prueba para carotenoides afirma su negatividad.

4.1.6 Antraquinonas

Estudios de Vélez y Villa (2012) corroboran que las familias mas ricas en
compuestos antracénicos son las rubidceas, las 33 ramnaceas y las
poligondceas y en una menor proporcion, las lilidceas, leguminosas,
bignoniaceas, melastomataceas, droseraceas y vismiaceas.
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Los resultados obtenidos en la determinacién de antraquinonas en el pericarpio
y semilla de G. mangostana L., se expresan en la tabla 16.

Tabla 16. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacion de antraquinonas presente

en el pericarpio y semilla.

Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » »
Resultado | Coloracion | Resultado | Coloracion

Soxhlet Antraquinonas + Amarillo - Original
Arrastre de

Antraquinonas - Original - Original
vapor
Hidrodestilacion  Antraquinonas - Original

En el andlisis del extracto de pericarpio de G. mangostana L., existe minima
presencia de antraquinonas, empleando el método de extraccion Soxhlet.

De acuerdo con los estudios realizados por Karthiga et. al. (2012), se identificaron
algunos metabolitos secundarios, entre ellos quinonas presentes en G.
mangostana L.y se refiere a su importante participacion en la biosintesis.

Generalmente, es posible hallar antraquinonas en diversas partes de las plantas
como hojas, tallos, madera y algunos frutos. Lo que correlaciona los resultados
obtenidos en la tabla 16, ya que en su mayoria demuestran la ausencia de
estos metabolitos y se justifica en que las partes empleadas (pericarpio y
semilla) de G. mangostana L., no son en las que comUnmente se encuentran
antraquinonas.

4.1.7 Chalconasy auronas

Al realizar la prueba del &cido sulfurico concentrado y analizar los diferentes
métodos de extraccion, se determina la presencia de chalconas y auronas en el
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método por Soxhlet en el extracto de pericarpio de G. mangostana L, al suscitar
una tonalidad rojo guinda (tabla 17).

Tabla 17. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacién de chalconas y auronas

presente en el pericarpio y semilla.

Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » »
Resultado | Coloracion | Resultado | Coloracion
Chalconas
Soxhlet y + Rojo guinda + Rojo guinda
auronas
Arrastre de Chalconas y . ,
- Transparente + Rojo guinda
vapor auronas
. . .. Chalconasy
Hidrodestilacion Transparente
auronas

Dentro de la prueba de &cido sulfurico concentrado en el extracto de semilla
de G. mangostana L. se comprueba la presencia de chalconas y auronas que se
manifiestan con un color rojo guinda en los métodos de extraccion Soxhlet y
arrastre de vapor.

Nualkaew et. al. (2012) revelan en su estudio, la presencia de una cetona
aromatica en el pericarpio de frutos jovenes de G. mangostana L., donde existe
presencia de un latex de color amarillo. Este enzima se denomina benzofenona
sintasa, perteneciente a la familia de policétidos sintasas tipo Ill, quién ya se ha
caracterizado en la especie Hipericum androsaemum L.

4.1.8 Saponinasy cardiotonicos

En los extractos de pericarpio y semilla de G. mangostana L., por los métodos
de extraccion Soxhlet, arrastre de vapor e hidrodestilacion, no se registra la
presencia de saponinas y cardioténicos al no producir espuma en la reaccion
(tabla 18).
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Tabla 18. Resultados de las pruebas quimicas cualitativas para la identificacion de saponinas y cardiotoni-

cos presente en el pericarpio y semilla.

Pericarpio Semilla
Tratamiento Prueba » w
Resultado | Coloracién | Resultado | Coloracion
Saponinas
Soxhlet p. l, . 4 - Original - Original
cardiotdnicos
Arrastre de Saponinas
p. l, . / = Original = Original
vapor cardioténicos
S .
Hidrodestilagion "> - Original

cardiotonicos

Aunque estudios realizados por Olusola (2015), demostraron el efecto de
disminucion de glucosa en los niveles de sangre que producen las saponinas
empleadas en tratamientos antidiabéticos, estos metabolitos se aislaron a partir
de la raiz de Garcinia kola H., una fuente vegetal que confirma la presencia de
saponinas en la familia Clusiaceae.

Bilanda et al. (2009) evidencia mediante un analisis de cromatografia HPLC que
en la especie Allanblackia floribunda O., perteneciente a la familia Clusiaceae,
se pueden identificar metabolitos secundarios como: antraquinonas, fenoles
flavonoides, alcaloides, glucosidos cardiacos, glicésidos y saponinas.

Estudios realizados por Fusco et al. (2006) han demostrado que la especie
Hypericum connatum Lam., perteneciente a la familia Clusiaceae, tiene un
potencial uso como carditonico, validando la utilidad otorgada a esta especie
en la medicina tradicional Argentina.

4.1.9 Evaluacion del indice de peréoxido de extractos del
pericarpio y la semilla del fruto de Garcinia
mangostana L. segun el método de extraccion

El indice de peréxido mide el estado de oxidacion inicial de un aceite,
determinando la cantidad de peroxidos, en funcion de la capacidad de liberar
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yodo de una disolucion de yoduro potésico en acido acético (Bolafios et, al.
2003).

Para el presente estudio se emplearon como patrones una matriz oleosa (aceite
comercial de soya) y una de antioxidante comercial, butilhidroxitolueno (BHT),
un antioxidante de origen sintético. Se les sometié al procedimiento para hallar
su indice de perodxido inicialmente y 48 horas después de ser sometidos al
efecto de los extractos, fueron usados como patrén comparativo para las demas
muestras obtenidas del pericarpio y semilla de Garcinia mangostana L.

La variacion en la muestra problema del pericarpio de G.mangostana L. sometida
al anélisis del indice de perdxido, tuvo un promedio de peso de la muestra de
2,8 g, es decir que se supone que el indice de perdxido oscilara en valores de 0
a 12 expresado en miliequivalentes (meq) de oxigeno activo por kilogramo de
grasa (figura 10).

indice de Peroxido (meq 02 / g muestra)

25

)

1
) I I | | I
0 -
0,1 0,1 0,1 0,5 0,5 0,5 1 1 1

ACEITE| BHT | EPS | EPAV | EPH | EPS |EPAV | EPH | EPS | EPAV | EPH
DE
SOYA

Concentracion (g extracto / g muestra *100)

Figura 10. Actividad del indice de peréxido en pericarpio de G. mangostana L., por método de extraccion

Soxhlet.
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Los resultados obtenidos demuestran que a mayor valor en el indice de perdxido,
menor serd su capacidad antioxidante en el aceite de soya. Es decir que si
comparan los resultados de los diferentes tratamientos con el del antioxidante
sintético (BHT), el efecto antioxidante de los extractos de los métodos Soxhlet y
arrastre de vapor en las concentraciones 0,1, 0,5 y 1% arrojan diferencias en su
indice de perdxido de 0,07 a 0,8 meq de O,/ kg, respectivamente, contrastado
con el de BHT. Igualmente, en el método de extraccion hidrodestilacion en
las concentraciones 0,1 y 1 % se valora su indice de perdxido entre 0,6 y 0,3
respectivamente, en comparacion con el antioxidante sintético BHT.

Se infiere que los valores anteriormente mencionados tuvieron un efecto
antioxidante valioso en las muestras de aceite de soya tratadas con los extractos
de pericarpio obtenidos anteriormente, retrasando su oxidacion por agentes
externos como luzy altas temperaturas. En el pericarpio de G. mangostana L., 1os
métodos de extraccion Soxhlet y arrastre de vapor mostraron valores relevantes
en sus diferentes concentraciones, denotando un efecto antioxidante en el
aceite de soya.

De acuerdo con los estudios realizados por Wittenauer et al. (2011) y Yodhnu
et al. (2009), se caracterizaron diferentes xantonas presentes en el pericarpio
de G. mangostana L., entre ellas y en orden de mayor a menor concentracion:
o-mangostin,  Y-mangostin, 7-dihidroxi-3-metoxi- 2-(3-metilbut-2- enil)
xantona, 8-deoxigartanin, 1, 3, 7- trihidroxi-2, 8-di- (3-metilbut-2- enil) xantona,
gartaniny garcinon E.

Asi mismo, a-mangostin representa la mayoria de los beneficios clinicos
de la medicina natural, es usado tradicionalmente como antibacteriano,
antiinflamatorio, anticancerigeno y actualmente en la industria cosmética y
farmaceutica. Por lo tanto, su presencia y la de demas xantonas, caracterizadas
en el pericarpio de G. mangostana L., demuestran la presencia de actividad
antioxidante que definen su potencial uso como inhibidores de oxidacion y
como herramienta de aplicacion medicinal.

Mohamed et. al. (2014), adicionalmente resefaron el aislamiento de dos nuevas
xantonas a partir del pericarpio de G. mangostana L, la mangostanxantona ()
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y (. Junto a Tjahjani et al. (2014), afirman que la totalidad de las xantonas
ailadas se presentan con una actividad antioxidante promisoria para futuras
investigaciones y aplicaciones.

Estudios sobre xantonas menores, permitieron aislar compuestos como: 1, 3,
6, 7-tetraoxigenada xantona, 1, 3, 5-y 1, 3, 7-trioxigenada xantona y se sugiere
que estas Ultimas son derivadas del mismo precursor benzofenona por ciclaciéon
alternativa en dos posiciones alternativas (Sen et al., 1980).

La grafica representada a continuacion permite inferir que el comportamiento
del indice de perdxido en el método de extraccion Soxhlet fue constante,
mientras que el método arrastre de vapor se muestra de manera creciente,
junto a la concentracion (figura 11).

indice de peroxido (meq 02 / g muestra)

0,1 0,1 0,5 0,5 1 1

ACEITEDE| BHT EPS EPAV EPS EPAV EPS EPAV
SOYA

Concentracion (g extracto / g muestra * 100)

Figura 11. Actividad del indice de peréxido en semilla de G. mangostana L., por método de extraccion
Soxhlet.

En los tratamientos Soxhlet y arrastre de vapor en las concentraciones 0,1,
0,5y 1 % se obtuvieron valores entre 0,3 y 0,5 para el indice de perdxido, en
comparacion con el valor del antioxidante sintético BHT.
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Un resultado relevante se obtuvo en la concentracion 0,1% en el método arrastre de
vapor, en el que se alcanzo un valor en el indice de perdxido menor al del antioxidante
sintético BHT, lo que permite confirmar la eficiencia del extracto de semilla de G.
mangostana L, en la inhibicién de la oxidacion de la muestra de aceite de soya.

De G. mangostana L. se han aislado 49 xantonas del pericarpio, 16 xantonas de la
fruta completa, 21 xantonas del tronco y 3 xantonas de las hojas (Pedraza, 2008).

Actividad de los microorganismos en estudio
frente a la solucion tanica

4.2.1 Actividad de Erwinia sp. frente a la solucién tanica

Con el fin de evaluar el efecto inhibitorio del extracto de Garcinia mangostana L. se
realizaron réplicas de Erwinia sp. con los cuatro tratamientos (concentraciones de la
solucion tanicamadre), teniendo una cepa de Erwinia sp.como control y erotromicina
como control positivo (figura 12). Se puede observar en la figura 24, el estado inicial
del experimento (0 horas), donde Erwinia sp. esta en crecimiento normal y sometido
a las cuatro concentraciones. En la fase final, se muestra un halo de resistencia (24
horas) que corrobora la inhibicién que genera la solucién tanica sobre Erwinia sp.

Control (Erwinia sp.) Control con eritromicina

Figura 12. Control Erwinia sp.
fuente: Los autores
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Fase Inicial (hora 0) Fase Final (24 horas)

85% 90%

)

95% 100% 100% 95%

Figura 13. Resultado inicial y final in vitro de Erwinia sp.

El extracto de Garcinia mangostana L. presentd actividad inhibitoria frente a
la bacteria Erwinia sp. (figura 14), denotando el rea de influencia del extracto
sobre el microorganismo. A menor concentracion (v/v) de extracto, mayor es
el efecto de inhibicion frente a la bacteria Erwinia sp. Los halos que presentan
mayor didmetro de inhibicién se encuentran en un rango de 85% - 90% del
extracto de Garcinia mangostana L.

En la figura 14 se evidencia un efecto inhibitorio marcado por parte del
tratamiento C5Ba (concentracién al 85% en peso), presentando en promedio
un 93% de efecto inhibitorio al desarrollo de la bacteria. Este no mostro
diferencias significativas respecto al tratamiento C4Ba (concentracion al 90%
en peso), pero si respecto a los tratamientos C3Ba (concentracion al 95% en
peso) y C2Ba (concentracion al 100% en peso) respectivamente, segun nivel
de significancia.

Esimportante resaltar (@analizando la figura 14) que aunque hay manifestacién de
diferencias significativas entre los tratamiento en cuanto a la accion inhibitoria
sobre el crecimiento de las colonias de la bacteria, en todos los casos el nivel de
efectividad superd el 60%. Lo anterior, permite presumir que concentraciones
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entre 85% y 100% de la solucion tanica, ejercen accion positiva (inhibitoria)
sobre el crecimiento y desarrollo de las colonias de la bacteria Frwinia sp. Al
respecto Stauffer et al. (2000).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion por microorganismo Erwinia sp.

Rodriguez y Sanabria (2005), Maselli et al. (2006), Pino et al. (2008) sefalan
que los extractos vegetales pueden ser utilizados exitosamente en el control o
inhibicion de bacterias y hongos fitopatégenos, ademdas pueden constituirse en
una herramienta para integrar un manejo agroecolégico del cultivo.

La inhibiciéon se debe a la interaccién con las adhesinas, proteinas de la pared
celular y a su capacidad de unirse a polisacaridos (Cowan, 1999). Aguilar
et al. (2013), utilizaron extracto de nuez y granada, obteniendo resultados
positivos, observaron que a mayor concentracion mayor inhibicion frente
a Pectobcterium carotovora sub sp., Carotovora, Xanthomonas axonopodis
pv. Phaseoli, Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria y Pseudomonas cichorii.
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% Crecimiento Ba
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Extractos de plantas con alto contenido de taninos como la corteza de mimosa
han reportado tener una gran actividad antibactericida.
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Figura 15. Porcentaje de crecimiento por microorganismo Erwinia sp

En la figura 15, se observa el porcentaje de crecimiento del microorganismo
(Erwinia sp.), frente a la solucién tanica proveniente del mangostino. Se evidencia
que (C2Ba (concentracion al 100% en peso) presenta mayor crecimiento
microbiano, en promedio 31%, no presentando diferencias significativas
respecto a C3Ba (concentracion al 95% en peso), el cual muestra un crecimiento
promedio del 21%. Por otra parte, el tratamiento C4Ba (concentraciéon al
90% en peso) posee un porcentaje de 12%, difiriendo significativamente del
tratamiento C2Ba, pero no de los tratamientos C3Ba y C5Ba. Es el tratamiento
C5Ba (concentracion al 85% en peso) el que presenta los menores valores de
crecimiento, presentando un crecimiento en colonia promedio de 6%.

Al contrastar las figuras 15y 16 se evidencia una relacion estrecha entre el poder
inhibitorio de las soluciones tanicas (concentraciones por tratamiento de la

.87 -



Experimentacion para el aprovechamiento fitoquimico del mangostino

solucion madre) y el crecimiento de las colonias. Aquella fue la colonia que més
crecio y por ende demostrd un menor porcentaje de inhibicion. Todo parece
indicar que las concentraciones tienen un efecto marcado en el crecimiento de
las colonias de Erwinia sp. Por ello, se presume que cuanto mas diluida esté la
solucion, podran ejercer un mayor efecto los fenoles simples. Estos (los fenoles
simples) interfieren en el crecimiento microbiano por privacion del substrato
0 por destruccion de la membrana celular (la membrana del microorganismo),
efectos comprobados por accién de taninos.

La resina de la planta gobernadora (Larrea tridentata) a dosis bajas tiene efectos
bactericidas contra las bacterias fitopatégenas Erwinia amylovora, Erwinia
atroseptica y Pseudomonas solanacearum (Lira, 2003). En trabajos similares
realizados por Bricefio et al. (2012), se evalud el efecto de extractos etandlicos,
provenientes de las plantas de Nim, utilizadas para el control de bacterias
fitopatdgenas del género Erwinia sp., logrando un control efectivo frente a
Erwinia sp., aislada del cultivo de berenjena. Los autores constataron la inhibicién
del microorganismo con una concentracion del 30% del extracto.

Gupta (2007), en su estudioEl efecto de los taninos enla saludy la productividad
animal’, hace constar que los taninos se ligan a la pared bacteriana, anulando
sus receptores (ligandos) que anclan la bacteria a la a pared intestinal de los
rumiantes. Afaden que estos forman una cubierta enlas vellosidades intestinales
para evitar la adherencia de otras bacterias como Escherichia coli.

Acero et al. (2001), encontraron que las bacterias sapréfitas como Erwinia
carotovora soninhibidas por los extractos de Chile (Capsicum sp). Chirinos et al.
(2007) aseguran que el poder de inhibicion de cada extracto esta relacionado
con la especie de bacteria que afecta un determinado cultivo. Otro estudio
realizado al respecto por Viveros y Castano (2006) sefiala que la accion de
los extractos sobre los patégenos a estudiar, depende directamente de la
cantidad y tipo de metabolitos secundarios que pueda poseer el extracto
etandlico.

Ramirez y Marin (2009), evaltan la actividad bacteriana, realizando estudios
donde se someten varias cepas bacterianas frente a diferentes extractos
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etandlicos y aceites esenciales provenientes de diferentes plantas utilizando el
método de dilucion en pozo.

4.2.2 Actividad de Botrytis sp. frente a la solucidn tanica

Para determinar el efecto inhibitorio de la solucién ténica, se realizaron réplicas
in vitro de Botrytis sp., con los cuatro tratamientos (concentraciones obtenidas
a partir de la solucion madre), teniendo como control una cepa de Botrytis sp.,
evidenciando el crecimiento normal del hongo (figura 16). Se puede observar
enlafigura 17, el estado inicial del experimento (dia 1), donde Botrytis sp. esta
en crecimiento normal y sometido a las cuatro concentraciones y en el estado
final, se observa que no hay crecimiento de micelio por parte del hongo
Botrytis sp. (dfa 15), mostrando la efectividad de la solucién ténica frente al
patdgeno.

Control (Botrytis sp.)

Figura 16. Control hongo Botrytis sp.
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Fase inicial (dia 1) Fase final (dia 15)
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Figura 17. Resultado inicial y final in vitro de Botrytis sp.

El hongo Botrytis sp., presentd actividad inhibitoria de su desarrollo frente a la
solucion tanica (figura 17),a mayor concentracion (v/v) del extracto tanico, menor
es el porcentaje de inhibicion frente al hongo Botrytis sp. Las concentraciones
que mejor porcentaje de inhibicién evidenciaron fueron de 85%, 90% y 95% del
extracto tanico.
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Figura 18. Porcentaje de inhibicién por microorganismo Botrytis sp.
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Como se evidencia en la figura 18, el extracto etandlico del pericarpio
del mangostino inhibid en tres de los cuatro tratamientos, siendo C5H1
(concentracion al 85% en peso), C4H1 (concentracion al 90% en peso) y C3H1
(concentracién al 95% en peso). En estos tres tratamientos se presentd un
promedio de 100% de inhibicion del hongo.

Aungue ninguno de los cuatro tratamientos manifestd diferencias significativas,
si se evidenciaron diferencias matematicas muy pequefas entre las medias
de los resultados del C2H1 (concentracion al 100% en peso), obteniendo un
promedio de 99,96%.

En este caso, el nivel de efectividad esta por encima del 99%. Se presume segun
lo anteriormente mencionado que las concentraciones entre 85% y 100%
del extracto tanico ejerce accion inhibitoria efectiva sobre el desarrollo de las
colonias del hongo Botrytis sp.

Ramirez et al. (2007), estudiaron la actividad antimicrobiana de plantas de la
region de Boyaca. En las pruebas realizadas para determinar la actividad bioldgica
para el control de Botrytis cineria, la fraccién metabdlica del epicarpio de toronja,
presentd actividad total en la inhibicién del crecimiento y la esporulacion,
siendo recomendada para tratar enfermedades postcosecha ocasionadas
por el hongo. Se determind la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, taninos y alcaloides fendlicos, a los cuales se les atribuye como
directos responsables de diversas actividades bioldgicas.

En el estudio realizado por Natesh et al. (2014), se utilizaron concentraciones
de 10%, 25%, 50%, 75% y 100% de los extractos empleados. Los autores
determinaron que a una concentracion de 50% generaba una inhibicion
efectiva frente hongo Botrytis sp., presentando a su vez, resistencia frente a
varios extractos provenientes de especies de cebolla en la India. Por otro lado, el
extractodehojasde circuma, evidencid actividad inhibitoriaen concentraciones
de 50%, 75% y 100%.

Aguirre et al. (2012), evaluaron la actividad antifungica de extractos con
principios activos, determinando que los extractos vegetales evaluados
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sobre Botrytis cinerea mostraron un efecto fungicida. El extracto alcohdlico
de eucalipto fue evaluado al 100%, el extracto alcohdlico de ajo al 100% v el
extracto alcohdlico de crisantemo al 25% diluido en glicerina. Al cuarto dia
de incubacion evidenciaron un halo de inhibicion de 7,94, 10,40 y 6,94 mm,
presentando diferencias significativas en estos tratamientos, los cuales a su vez
presentaron medias del didmetro del halo de inhibicion de 11,67 mm, 14,74 mm
y 10,18 mm, respectivamente.

Por otra parte, al referenciar la figura 19, en relacién al porcentaje de crecimiento
del hongo Botrytis sp. frente a la soluciéon tanica extraida del mangostino, se
evidencid que los tratamientos C2H1 (concentracion al 100% en peso) y C3H1
(concentracion al 95% en peso) presentan mayor crecimiento de micelio, con
un promedio de crecimiento de 3%.

Para los tratamientos C4H1 (concentracion al 90% en peso) y C5HI1
(concentracion al 85% en peso) se evidencié un crecimiento nulo del hongo
Botrytis sp. Cabe resaltar que a pesar de que se presentaron vestigios de
crecimiento en los tratamientos C2H1 y C3H1, no se mostraron diferencias
significativas entre ninguno de los cuatro tratamientos. Al observar las figuras
18y 19 se evidencia que a mayor efecto inhibitorio de la solucién tanica frente al
hongo Botrytis sp., menor es el crecimiento de este microorganismo. Se puede
presumir que el extracto puede generar un ambiente de inhibicién sobre el
desarrollo micelial de Botrytis sp. y por ello se puede manejar el crecimiento
poblacional del hongo.

Chaves y Wang (2004), también especifican en el trabajo “Combate del moho
gris (Botrytis cinerea) de la fresa mediante Gliocladium roseum’, el tiempo que
tarda Botrytis sp. en crecer, en condiciones aptas para su desarrollo, creando
factores a tener en cuenta para su erradicacion. Al respecto Shimada (2006)
sefala que los flavonoides son un grupo de compuestos con amplio rango de
actividad bioldgica, que incluye la actividad antimicrobiana. Como ya se habia
mencionado anteriormente, los taninos inhiben la sintesis de proteinas en las
células miceliales.
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Figura 19. Porcentaje de crecimiento por microorganismo Botrytis sp.

Otros estudios realizados por Onyango et al. (2012), enfrentan a Botrytis sp.
con extractos crudos, mostrando actividad significativa con 22 cepas de
400 estudiadas, evidenciando un promedio de diferencias significativas de
5%, resaltando la presencia de metabolitos secundarios en los extractos
utilizados. De las 22 cepas activas, 15 de ellas mostraron actividad antifungica
representando 65% de crecimiento, los autores presumen que las condiciones
de los tratamientos y el laboratorio estimulan los factores bidticos y abidticos de
los extractos, logrando un desempefo activo en la produccion de metabolitos.

4.2.3 Actividad de Penicillium sp. frente a la solucién tanica.

Se realizaron pruebas microbiolégicas in vitro de Penicillium sp. con cuatro
tratamientos (concentraciones de la solucidn, obtenidas a partir de la solucién
madre), teniendo una cepa de Penicillium sp., como control (figura 19). Al
observar el efecto inhibitorio de la solucién tanica.

Se puede observar en la figura 20, el estado inicial (dia 1) del experimento,
donde Penicillium sp., estd en crecimiento normal y sometido a las cuatro
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concentraciones. Asi mismo, se observa el potencial de crecimiento del hongo
(dia 8) y los halos que se generan en las mayores concentraciones. Cabe resaltar
que el halo se sitla a uno de los extremos de Penicillium sp.

Control negativo Penicillium sp.

Figura 20. Control hongo Penicillium sp.

Fase Inicial (dia 1) Fase Final (dia 8)
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Figura 21. Resultado inicial y final in vitro de Penicillium sp.
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La actividad inhibitoria de la solucién tanica frente al hongo Penicillium sp.
(figura 22) refleja que a mayor porcentaje de concentracién (v/v) de la solucion,
menor es el porcentaje de inhibicion frente al Penicillium sp. Los tratamientos
que mayor efecto inhibitorio presentaron resultaron ser el C4H2 (concentracion
al 90% en peso) y C4H2 (concentracion al 85% en peso).
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Figura 22. Porcentaje de inhibicién por microorganismo Penicillium sp.

De acuerdo con la figura 22, el nivel de efectividad inhibitorio es de 11%. Lo
anterior permite presumir que las concentraciones entre 95% (C3H2) vy 85%
(C4H2) de la solucién tanica ejercen accion inhibitoria sobre el desarrollo de las
colonias Penicillium sp. con un valor matematico mas marcado. Cabe resaltar
que no se presentaron diferencias significativas entre ninguna de las medias de
los tratamientos antes sefialados.

Al respecto, Flores et al. (2007), realiza un estudio donde observa el
comportamiento del extracto etandlico de Fluorensi cernuda sobre la inhibicion
del micelio del hongo Penicillium digitatum. Se obtuvieron resultados positivos
con un promedio de inhibicién de 95,8% en dosis de 500 mg/L.
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Por otra parte, un estudio similar realizado por Ramirez et al. (2007), evalta la
actividad antimicrobiana de plantas de la regién de Boyacg, revelando que
las fracciones de epicarpio de toronja, no inhiben el crecimiento del micelio
de Penicillium sp., pero si probablemente solo retrasa su esporulacion. En
un estudio similar realizado por Cardenas et al. (2011), se observd mayor
inhibicién del hongo Penicillium sp, frente a los extractos aceténicos vy
etandlicos, siendo el extracto metandlico el que representd resultados de
menor inhibicion.

Alvear et al. (2009), determinaron que el extracto etandlico de resina provocod
una disminucion significativa (p<0,05) del crecimiento de todos los hongos
patdgenos evaluados. En el caso de Penicillium restrictum, el porcentaje de
inhibicion en el crecimiento del hongo fue de un 86% respecto al control con
etanol de 70%.

Para Tequida et al. (2002), el extracto alcohdlico de plantas silvestres inhibio el
crecimiento del hongo hasta 59.3%.

En la figura 23, se observa el porcentaje de crecimiento del microorganismo
(Penicillium sp.) frente al extracto ténico proveniente del mangostino. Se
evidencia que el tratamiento C2H2 (concentracion al 100% en peso) presenta
mayor crecimiento microbiano con un promedio del 6%, respecto al tratamiento
C3H2 (concentracion al 95% en peso), este Ultimo con un crecimiento promedio
del 3%. Por su parte, los tratamientos C4H2 (concentracién al 90% en peso) y
C5H2 (concentracion al 85% en peso) posee un porcentaje de 0%, es decir, un
crecimiento nulo de los micelios. Es de sefalar que aunque no se presentaron
diferencias significativas entre las medias de los cuatro tratamientos si se
evidenciaron diferencias matematicas muy pequenas entre las medias de los
resultados.
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. Porcentaje de crecimiento por microorganismo Penicillium sp.

Al comparar las figuras 22y 23, se evidencia que entre menor concentracion (v/v)
del extracto tanico, mayor es el porcentaje de inhibicion y menor es el porcentaje
de crecimiento del microorganismo Penicillium sp., por lo que se presume que
debido a que el hongo Penicillium sp., tiene un crecimiento diferente al de
otros hongos, este puede tener resistencia en cuanto a la inhibicion. El hongo
Penicillium sp., muestra crecimiento en un lapso mas corto, ya que no necesita
de tantos requerimientos para su desarrollo, llegando a poblar la totalidad de la
caja.

En el estudio realizado por Kanan y Al-Najar (2008) se realizaron pruebas in vitro
con fracciones de metanol, hexano y acuoso, determinando que estos extractos
inhiben completamente el crecimiento de las cepas Penicillium digitatum.
Cérdenas et al. (2011), obtuvieron porcentajes de inhibicion del crecimiento
de Penicillium sp., mostrando una alta variabilidad al registrarse un 31,74% en
los extractos acetonicos y 67,85% en los extractos metandlicos. Asi mismo,
los resultados que obtuvieron Cerdn et al. (2014) del efecto inhibitorio de los

.97 .



Experimentacion para el aprovechamiento fitoquimico del mangostino

extractos de chile en E. coli, Penicillium sp. y L. casei, demuestran inhibicion
en el crecimiento para Penicillium sélo en los extractos etandlicos de chile
habanero, posiblemente debido a una saponina presente en el extracto y que
es responsable de la actividad fungicida. El autor observo adicionalmente que
existe una relacion entre el estado de madurez (combinacién de capsaicinoides
y compuestos fendlicos totales) de las especies estudiadas de chile y la actividad
antimicrobiana de estos.

4.2.4 Actividad de Fusarium sp. frente a la solucion tanica

Se realizaron pruebas in vitro sobre el microorganismo Fusarium sp., teniendo
cuatro tratamientos (concentraciones obtenidas a partir de la solucién madre).
Enlafigura 24, se evidencia el crecimiento normal de Fusarium sp. como control.
Se puede observar en la figura 25, el estado inicial del experimento, donde
Fusarium sp.esta en crecimiento normaly sometido alas cuatro concentraciones.
En la figura 26 se genera un halo de resistencia que evidencia el efecto de
inhibicion de la solucién tanica sobre Fusarium sp. y posteriormente, la muerte
de la totalidad del micelio del hongo.

Control negativo de Fusarium sp.

Figura 24. Control hongo Fusarium sp.
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Fase Inicial (dia 1)

Figura 25. Inicio prueba in vitro de Fusarium sp.

Fase final (dia 15) Fase final (dia 20)

Figura 26. Resultado inicial y final in vitro de Fusarium sp.
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La solucién tanica frente al hongo Fusarium sp. evidencio actividad inhibitoria
segun la figura 27, como se demuestra, a mayor concentraciéon (v/v) del
extracto tanico siendo el tratamiento C2H3 (concentracién al 100% en peso)
de mayor concentracién, menor es el efecto de inhibicion frente a Fusarium
sp.. Los tratamientos que presentan mayor inhibiciéon son los que estan
en un rango de concentracion 85% - 95% en peso (C5H3, C4H3 y C3H3),
respectivamente.

Lafigura 27 muestra el efecto deinhibicién por parte de C5H3 (concentracion
al 85% en peso) con un promedio de inhibicién de 100% frente al
desarrollo del hongo. Mientras que los tratamientos C4H3 (concentracion
al 90% en peso) presentaron un promedio de 96%, aproximadamente
y C3H3 (concentracion al 95% en peso), teniendo un promedio de 88%,
el tratamiento C2H3 (concentracion al 100% en peso) fue el que menor
porcentaje de inhibicién presenté frente al hongo Fusarium sp. con un
promedio de 65%.
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Figura 27. Porcentaje de inhibicion por microorganismo Fusarium sp.
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Los tratamientos C5H3 (concentracidon al 85% en peso), C4H3 (concentracion
al 90% en peso), C3H3 (concentracion al 95% en peso) y C2H3 (concentracion
al 100% en peso) no mostraron diferencias significativas, aunque entre el
tratamiento C2H3 (concentracion al 100% en peso) y C3H3 (concentracion
al 95% en peso) evidencia diferencias matematicas muy pequefas entre las
medias obtenidas.

Analizando la figura 27, el nivel de efectividad superd el 45% en cuanto a la
accion inhibitoria sobre el crecimiento de las colonias de Fusarium sp. Lo anterior
permite presumir que a concentraciones entre 85%y 100% de la solucion tanica
se ejerce accion positiva (inhibitoria) sobre el crecimiento y desarrollo de las
colonias del hongo Fusarium sp.

Se sefala que los compuestos fendlicos inhiben el crecimiento y desarrollo
de hongos fitopatégenos cultivados in vitro (Pernia et al, 2001). Los taninos
tienen como funcién la proteccion contra el ataque de enfermedades por
fitopatégenos (Marcano y Hasegawa, 2002). Igualmente se evidencia que
los taninos en altas concentraciones estimulan la resistencia de los tejidos
jovenes, como defensa a los ataques de microorganismos patégenos, siendo
considerados fuertes inhibidores.

Ochoa (2012) utilizo extractos de chirimoya y canela para determinar el efecto
inhibitorio sobre el crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos. El extracto
de canela inhibi¢ el crecimiento micelial de F. oxysporum, F. culmorumy F. solani,
teniendo un porcentaje de inhibicién de 89% para F. oxysporumy F. culmorum.
Para f. solani el porcentaje de inhibicion fue de 62,5%.

Ademas, Rodriguez y Montilla (2002), realizaron pruebas in vitro a Fusarium
Oxysporum, obteniendo una reduccion entre 24% y 67%, en el crecimiento
del hongo anteriormente mencionado. Por medio de graficas estadisticas, los
autores evidenciaron una reduccion del 50% en el avance del crecimiento
diametral del micelio del hongo, en comparacion con la muestra testigo,
presumiendo que la reduccion del crecimiento micelial del hongo pudo ser por
ruptura de la membrana celular del hongo vy la desactivacion de las enzimas por
efecto de las catequinas presentes en el extracto estudiado.
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Sin embargo, muchos hongos pueden tener resistencia innata a compuestos
antifingicos de la planta hospedera y se ha observado que tiene una
mayor tolerancia in vitro a los compuestos antimicrobianos producidos por
su hospedero, que aquellos microorganismos que son patdgenos de esas
plantas (Osbourn, 1999). Se ha reportado que este tipo de compuestos son
importantes en las respuestas de defensa pasiva y activa de la planta (Nicholson
y Hammerschmidt, 1992).
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Figura 28. Porcentaje de crecimiento por microorganismo Fusarium sp.

En la figura 28, se observa el porcentaje de crecimiento del microorganismo
Fusarium sp., frente al extracto tanico. Como se evidencia, el tratamiento C2H3
(concentracion al 100% en peso) presenta el mayor valor con un promedio de
39%, para el tratamiento C3H3 (concentracién al 95% en peso) se muestra un
promedio de crecimiento 18%, mientras que el tratamiento C4H3 (concentraciéon
al 90% en peso) posee un porcentaje de crecimiento promedio de 10%, siendo
C5H3, el tratamiento que menor valor presenta en el crecimiento del hongo
Fusarium sp., con un promedio porcentual de 0%.
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Al observar las figuras 27 y 28 se determina que entre mayor es la
concentracion del extracto, menor es el porcentaje de inhibicion y mayor es
el crecimiento de las colonias, teniendo una relacion entre lo anterior y las
soluciones tanicas.

Tedricamente Fusarium sp. es un hongo que se desarrolla segun su estructura,
no tiene tantos requerimientos para crecer en un medio. A menudo, se presenta
en todas las fases del cultivo, poblando rapidamente la planta o el fruto y
provocando marchitamiento y la muerte.

Recientes avances han mostrado que Fusarium sp. es un hongo que ha dado
resultados positivos a controles donde se han aplicado productos de origen
boténico. Extractos acuosos crudos de diferentes plantas han exhibido algunos
niveles de actividad antifungico (Ogechi y Agbenin, 2006). Afaden los autores
que Fusarium sp. en su estudio presentd un crecimiento normal, tanto en el
control como en las pruebas, aclarando que pobld todas las diluciones, pero
al paso de 2 o 3 dias comenzo a notarse la muerte del hongo por pérdida de
micelio.

Los metabolitos secundarios, generalmente estan presentes como mezclas de
compuestos y los patdbgenos pueden ser afectados diferencialmente por los
compuestos individuales o por las mezclas de determinadas concentraciones
y proporciones (Espinosa, 2001). Por otra parte, cabe resaltar que los taninos
pertenecen a la familia de los fenoles, estos tienen la propiedad de atacar las
paredes celulares y las membranas de los hongos fitopatégenos, afectando
la permeabilidad y liberando los constituyentes intracelulares (Al-Reza et al,,
2010).

En estudios realizados por Rodriguez y Ramirez (2012), se hacen pruebas de la
actividad antifungica del extracto de Acacia farnesiana, sobre el crecimiento in
vitro de Fusarium oxysporum. Entre las pruebas realizadas se plantea un tamizaje
fitoquimico, en el que se observan los diferentes metabolitos secundarios
presentes en los extractos. Los taninos se encontraron en estos resultados,
demostrando su fuerte presencia en los dos extractos.
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