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RESUMEN

Vazquez-Gonzalez, Yuliana. MCA. Instituto Tecnolégico de Tepic. Agosto, 2019. Extraccion de
fenoles de hoja de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.), mediante métodos emergentes:
caracterizacion y actividad antifingica. Directora: Calder6n-Santoyo, Montserrat, Co-Director:
Ragazzo-Sanchez, Juan Arturo.

La jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.), es uno de los principales frutos tropicales que se
cosechan y exportan en el estado de Nayarit. Recientemente, se demostré que la hoja de jaca
es rica en compuestos antifingicos como fenoles, flavonoides y taninos, éstos podrian mejorar
la vida de anaquel de frutos afectados por enfermedades postcosecha. Adicionalmente, es de
interés el uso de tecnologias emergentes de extraccion que sustituyan al uso de métodos
convencionales y que, eviten pérdidas de estos compuestos mediante reacciones de oxidacion
0 condensacion.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar tres métodos emergentes de extraccion, para la
obtencion de compuestos fendlicos a partir de la hoja de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.)
cultivadas en el estado de Nayarit.

Se realiz6 el acondicionamiento de las hojas de jaca, la primera etapa consistio en la extraccion
de compuestos fendlicos, se consideré una relacion 1:10 (p/v), como solvente una solucién
etanol-agua 8:2 (v/v), se realiz6 la aplicacion de microondas (EAM [600, 900 y 1200 W durante
1, 2 y 3 min]), ultrasonido (EAU [15, 30 y 45 min a 42 kHz]) y alta presion hidrostatica (APH [150,
200 y 250 MPa durante 10, 15 y 20 min]), el extracto obtenido se caracterizé cualitativa y
cuantitativamente (fenoles solubles totales [FST], taninos totales [TT] y flavonoides totales [FT]).
La segunda etapa consistido en la evaluacion antifingica in vitro de los extractos fendlicos
obtenidos frente a C. gloeosporioides aislados de mango y P. italicum aislado de limdn,
utilizando concentraciones de 0.5, 2 y 5 mg/ml. La tercera etapa consistio en el fraccionamiento
del extracto total con 6 solventes de diferente polaridad, cada una de las fracciones se
caracterizd cualitativa y cuantitativamente, a la par se evalu6 la actividad antifngica in vitro
frente a los hongos antes mencionados y finalmente se caracterizaron por HPLC-DAD-ESI-MS.

Se obtuvo un extracto fendlico de color marrén con un rendimiento masico del 25%, el contenido
mas alto de FST y TT, fue de 164+16.71 y 94+0.63 mg EAG/g BS respectivamente, cantidad
que fue obtenida con EAM, 900 W, 3 min, en contraste, el mayor contenido de FT fue de 20+0.89
mg ER/g BS, obtenido mediante APH, 200 MPa, 15 min. Por otro lado, el extracto fendlico
obtenido por APH mostr6é un % de inhibicién promedio mayor (49.59+4.62% y 25.73+11.67%
[p>0.05]) frente a C. gloeosporioides y P. italicum respectivamente, en comparacion con la EAM.
Respecto al fraccionamiento del extracto total, el extracto obtenido con etanol (EtEx), mostro el
mayor porcentaje de inhibicidn frente a C. gloeosporioides (83.78+1.25%), mientras que para P.
italicum fue el extracto obtenido con metanol (66.45+5.92%). Se identificé la presencia de
guercentina, acido clorogénico, citrico y cafeico, los cuales interfieren principalmente en la
respiracion de hongos.

La Alta Presién Hidrostética fue el mejor método de extraccién al evaluar la actividad antifngica
de los extractos, ademas la extraccion selectiva permitié incrementar la actividad antifangica de
estos compuestos, lo que quiere decir que la hoja de jaca puede ser considerada como fuente
viable para la extraccion de compuestos con actividad antifingica frente a los hongos
estudiados.

Palabras clave: hoja de jaca, extractos fenélicos, métodos emergentes de extraccion, actividad
antifangica.



ABSTRACT

Véazquez-Gonzalez, Yuliana. MCA. Instituto Tecnolégico de Tepic. Agosto, 2019. Extraction of
phenols from Jack fruit leaf (Artocarpus heterophyllus Lam.), by emerging methods:
characterization and antifungal activity. Directora: Calderén-Santoyo, Montserrat, Co-Director:
Ragazzo-Sanchez, Juan Arturo.

The jack fruit (Artocarpus heterophyllus Lam.) is the principal tropical fruit in Nayarit. In recent times,
it was shown the leaf’s jack fruit is rich in antifungal compounds as phenols, flavonoids and tannins,
these compounds could improve the shelf life of other fruits, this fruit are affected by postharvest
diseases. Additionally, the use of emerging technologies for extraction replace the use of the
conventional methods, in order to avoid losses of these compounds through oxidation or
condensation reactions.

The aim of the investigation was to evaluate three emerging methods of extraction, to the obtained
of phenolic compounds from jack fruit leaf (Artocarpus heterophyllus Lam.) cultivated in Nayarit.
Conditioning of jack fruit leaf was done, the first stage consisted in the extraction of phenolic
compounds, a ratio 1:10 was considered (p/v), as solvent ethanol:water 8:2 (v/v), the application of
microwaves was performed (MAE [600, 900 and 1200 W by 1, 2 and 3 min]), ultrasound (UAE
[15, 30 and 45 min at 42 kHz]) and high hydrostatic pressure (HHP [150, 200 and 250 MPa for
10, 15 and 20 min]), the extract obtained was characterized qualitative and quantitatively (total
soluble phenols [TSP], total tannins [TT] and total flavonoids [TF]). In the second stage was
evaluated in vitro antifungal activity of the phenolic extracts againts C. gloeosporioides from
mango and P. italicum from lemon, concentrations of 0.5, 2 and 5 mg/ml were used. The third
stage was consisted in the fractionation of total extract with 6 solvents of different polarities,
qualitative and quantitatively was evaluated each fraction, additionally, the antifungal activity in
vitro to fungal was evaluated, and finally a characterization by HPLC-DAD-ESI-MS was done.
A phenolic extract brown color with a mass performance of 25% was obtained, the higher content
of TSP and TT, was 164+16.71 and 94+0.63 mg GAE/g DB respectively, obtained with MAE,
900 W, 3 min, on the other hand, the higher content of TF was 20+0.89 mg RE/g DB, by HHP,
200 MPa, 15 min. Otherwise, the phenolic extract obtained by HHP showed a percentage higher
of inhibition (49.59+4.62% and 25.73+11.67% [p>0.05]) against C. gloeosporioides and P.
italicum respectively, in comparison with the MAE. Regarding fractionation of total extract, the
extract obtained with ethanol, showed the higher percentage of inhibition against C.
gloeosporioides (83.78+1.25%). In the case of P. italicum, the higher inhibition (66.45+5.92%)
was obtained with methanol extract. Quercentin, clorogenic, citric and cafeic acids were
identified, these compounds interfere principally in the fungus’s respiration.

The high hydrostatic pressure was the best method of extraction to evaluate the antifiungal
activity of the extracts, furthermore the selective extraction allowed to increase the antifungal
activity of these compounds. Then, the jack fruit leaf can be considered as a viable source to
extraction of antifungal compounds against studied fungus.

Key words: jack fruit leaf, phenolic extracts, emerging methods of extraction, antifungal activity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de
atencién para varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus
constituyentes pueden ser materia prima para generar diversos productos de
interés. Actualmente, existe una demanda del sector alimentario, por la busqueda
de materiales antifingicos de origen natural que sean menos tOXicos y cuyos
métodos de produccion sean amigables con el medio ambiente, por ejemplo,
mediante la extraccion de compuestos activos de interés provenientes de hierbas,
plantas, algunas especias, inclusive, a partir de algunos residuos agroindustriales

usando técnicas no convencionales de extraccion.

Se ha reportado que durante la produccion de alimentos de origen vegetal se
pueden estimar pérdidas hasta del 40% del total cosechado, éstas varian entre el
tipo de producto, areas y tiempos de produccién. De acuerdo a investigaciones
realizadas se ha reportado que estos residuos pueden ser fuente de metabolitos
secundarios, algunos de los metabolitos que pueden estar presentes en los
extractos vegetales, son terpenoides, compuestos fendlicos, fenilpropanoides,
estilbenos, alcaloides, saponinas, entre otros. En la hoja de jaca (Artocarpus
heterophyllus Lam.) se ha reportado la presencia de algunos de ellos, los cuales se
han caracterizado por tener actividades antioxidantes, antiinflamatorias y en
particular actividades antimicrobianas y antifingicas. Los compuestos que se han
destacado por presentar estas caracteristicas son los compuestos fendlicos, estos
son sustancias quimicas que poseen uno o mas anillos aromaticos y un sustituyente
hidroxilo, siendo estos los principales en presentar una mayor inhibicion

antibacteriana y antifangica.



El uso de extractos de plantas puede ser una opcidn viable para sustituir las
medidas actuales del control de hongos, basadas en las propiedades antifingicas y

su baja o nula toxicidad que tales extractos presentan.

Numerosas técnicas de extraccion se pueden aplicar para la obtencion de
compuestos fendlicos, sin embargo, surge la necesidad de emplear nuevas
tecnologias de extraccidbn que sean mas eficientes y que ostenten un impacto
ambiental minimo, en comparacion con métodos convencionales, los cuales pueden
contribuir a la contaminacion del medio ambiente con la generacion de residuos

toxicos.

Nayarit es uno de los principales estados a nivel nacional en la produccion de jaca,
generando en las épocas de poda, grandes cantidades de hojas que son llamadas
generalmente “residuos o subproductos” y tomando en cuenta que pueden ser
materia prima de interés para la obtencion de compuestos bioactivos, se plantea el
siguiente objetivo general: evaluar tres métodos no convencionales de extraccion,
para la obtencion de fenoles a partir de la hoja de jaca (Artocarpus heterophyllus

Lam.) cultivadas en el estado de Nayarit.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de la jaca

La especie Artocarpus heterophyllus Lam., es una fruta tropical originaria de la India
y crece extensivamente en el Sureste Asiatico, es uno de los cultivos mas exoticos

debido al sabor y tamafio de los frutos (Swami y cols., 2012).

2.1.1 Taxonomia

La jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) tiene la siguiente clasificacién botanica:
Cuadro 1. Clasificacion boténica de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.)

JACA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Nombre cientifico: Artocarpus heterophyllus Lam.
Nombre comdn: Jaca, Jack fruit, Jackier
Clase: Magnoliopsida
Orden: Rosales
Familia: Moraceae
Género Artocarpus
Especie Heterophyllus

Fuente: (Ojeda, 2015)

2.1.2 Descripcion

De acuerdo con el SIAP (2017) los arboles (Fig. 1) llegan a medir de 10 a 15 metros
de altura con corteza rugosa y asurcada cuando es adulto, las hojas son de color
verde oscuro brillante con el envés mas claro, son largas y su forma es lobulada en
ramas jovenes y ovalada en ramas adultas, tienen superficie correosa y vistosa,

generalmente miden de 20 cm de largo por 12 cm de ancho (Ojeda, 2015).



Figura 1. Arbol de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.)

Los frutos (Fig. 1) son compuestos o agregados, de pequefios a muy grandes con
un peso promedio de 11 kg (Goldense, 2016). Estos frutos se componen de grandes
bulbos de color amarillo con sabor a “banano” rodeando un nucleo central, cada
bulbo encierra una semilla lisa y ovalada de color blanco, por lo regular miden de 2
a4 cmde largo y 1,25 a 2 cm de ancho, la cantidad de semillas varia de un fruto a
otro, va desde 100 a 500 (Crane y Balerdi, 2000).

2.1.3 Produccién de jacaen el estado de Nayarit

De acuerdo con el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) el
estado de Nayarit se considera como uno de los principales productores a nivel
nacional de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.), especificamente en los
municipios de San Blas y Compostela, seguidos por el municipio Martinez de la
Torre (SIAP, 2017). La produccion de jaca en México aumentd aproximadamente
10 mil toneladas entre el afio 2011 y 2016, exportando 16 mil 798 toneladas de jaca
principalmente a Estados Unidos en el 2016, lo que representdé 90.3% de la

produccion nacional (SIAP, 2017).



2.2 Lahojadejaca

Los arboles de jaca se podan a partir del segundo afio, estos deben ser podados
una o dos veces durante la primavera y el verano hasta la primera rama lateral, para
gue el arbol se haga mas compacto y el crecimiento vertical sea mas lento, a medida
que los arboles crecen, las ramas que crecen hacia arriba deben eliminarse y las
copas entresacarse al final de la estacion de cosecha, ya que esto incrementara la
penetracion de la luz en las copas, aumentando la produccién de los frutos (Crane
y Balerdi, 2000).

2.2.1 Usos y aplicaciones de la hoja de jaca (Artocarpus heterophyllus
Lam.)

Las hojas de jaca (Fig. 2) se han utilizado para activar la produccion de leche en
mujeres y animales, también es utilizado como antihelmintico para el tratamiento de
infestaciones por lombrices e inclusive, la ceniza de hoja se llega a utilizar para el
tratamiento de Ulceras y heridas, ademas de tener actividad antidiabética (Khan 'y
cols., 2003; Jaiswal, 2012), las hojas y los tallos son utilizadas para el tratamiento
de asma, anemia, dermatitis, diarrea y tos (Jaiswal, 2012). Ademés en algunos
municipios del estado de Nayarit se ha utilizado como forraje para ganado bovino.
Sin embargo, los usos antes mencionados son minimos por lo que es necesario

buscar alternativas que contribuyan a la reduccién de estos residuos organicos.

Figura 2. Hojas de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.)



2.3 Compuestos bioactivos en extractos vegetales

Los compuestos bioactivos influyen en la actividad celular y en los mecanismos
fisiologicos. Estos componentes se encuentran en general en pequefas cantidades
en productos de origen vegetal y en alimentos ricos en lipidos (Chalé y cols., 2014).
Los metabolitos secundarios son conocidos por su capacidad de proteger las
plantas de diversas condiciones ambientales. Las condiciones adversas, entre ellas,
el estrés estimula la produccién o liberacion de metabolitos secundarios; estos
metabolitos aseguran su mecanismo de defensa (Siddiqui y Bansal, 2017).

Los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana que pueden estar
presentes en los extractos vegetales son terpenoides, compuestos fendlicos,
fenilpropanoides, estilbenos, alcaloides y saponinas (Rodriguez-Maturino y cols.,
2015).

Los extractos obtenidos de material vegetal pueden ser una opcion viable para
sustituir el uso de compuestos quimicos para el control de hongos, basada en las
propiedades antifungicas de tales extractos, debido a su baja o nula toxicidad y en
la poca permanencia en el ambiente que estos presentan (Rodriguez-Maturino y
cols., 2015).

2.3.1 Compuestos bioactivos en hoja de jaca

Las especies de Artocarpus son ricas en compuestos fendlicos incluyendo
terpenoides, flavonoides, arilbenzofuranos, estilbenoides, lignanos y jacalin (Hakim,
2010; Saha, Yy cols., 2015), en particular los extractos de hojas, corteza y tallos
poseen compuestos bioactivos Utiles con actividad antituberculosa, antiplaquetaria,
antiartritica, antivirales, antifingica y antibacteriana (Jaiswal, 2012); respecto a la
actividad antibacteriana, algunos extractos han mostrado un amplio espectro contra
Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Lactobacillus casei,
Micrococcus roseus, Streptococcus faecalis por mencionar algunos y, para la
actividad antifiungica, dos lecitinas encontradas en Artocarpus integrifolia y
Artocarpus incisa presentaron inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium

moniliformae en una concentracion de 2.25 mg/mL (Jaiswal, 2012).



2.3.2 Compuestos fendlicos

De acuerdo con Badui (2013), los compuestos fenélicos son sustancias con uno o
mas anillos aromaticos y un sustituyente hidroxilo (Fig. 3); éstos a su vez
clasificados en dos grandes grupos: los acidos fendlicos (benzoico y cinamicos)
quienes tienen un solo anillo aromatico mientras que el segundo grupo, los
flavonoides (antocianinas y taninos), poseen dos anillos fendlicos unidos por un

anillo heterociclico.

OH

Figura 3. Estructura quimica del grupo fenol

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener actividad antimicrobiana; estos
metabolitos secundarios tienen la ventaja de ser rapidamente degradados en el
suelo, generalmente no presentan efecto toxico en mamiferos y pueden ser
empleados en los sistemas de agricultura organica y sustentable (Rodriguez-
Maturino y cols., 2015). La cantidad y tipos de compuestos fendlicos presentes en
un alimento, varia en funcién de la especie vegetal, variedad y parte del vegetal
considerada (fruto, semillas, brotes, hojas, etc.), horas de exposicion solar, grado
de madurez, condiciones de cultivo, procesado y condiciones de almacenamiento
(Siddiqui y Bansal, 2017).

Los fenoles pueden encontrarse en distintas clasificaciones, dependiendo de su
complejidad quimica, pueden agruparse en Cs, Ce-Cn, Cs-Cn-Cs, siendo n<3 (Cuadro
2).

Cuadro 2. Clasificacion de fenoles y ejemplos de ellos

Estructura quimica Tipo Ejemplo de polifenol
Cs Fenol simple Eugenol
Cs-C1 Acido fenélico Acido gélico

Acido benzoico Acido elagico




(C6-Ca)n Taninos hidrolizables

Ce-C2 Acido fenil acético
Ce-C3 Acido hidroxicinamico Acido cafeico
Cumarinas Acido ferdlico
(C6-C3)2 Lignanos
Ce-C1- Cs Benzofenonas
Xantonas
Ce-C2- Cs Estilbenos Resveratrol
Ce-C3-Ce Flavonoides Antocianinas
Flavonoles
Flavonas
Flavanonas
Isoflavonas
Chalconas Flavanoles
(Ce-C3-Cé)n Proantocianinas

Fuente:(Garcia y cols., 2015)

2.4 Residuos agroindustriales como fuente de compuestos bioactivos

La cadena de procesamiento de los alimentos de origen vegetal genera grandes
cantidades de residuos agroindustriales, el problema al que se enfrentan estos
residuos es que no existe una clara conciencia ambiental para su posterior
tratamiento, ademas de la falta de capacidad tecnoldgica y recursos econémicos
para darles un destino final (Saval, 2012).

Existe una fuente extensa de investigaciones realizadas donde confirman que
muchos residuos agroindustriales podrian servir como una fuente potencial para la
extraccidn de compuestos bioactivos y asi evitar que una cantidad considerable de

este tipo de residuos se convierta en contaminantes del suelo y agua subterranea.



2.5 Extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion es la etapa mas importante en el aislamiento de compuestos
bioactivos, ya que, es el proceso donde se obtiene el compuesto de interés, cuyas
caracteristicas y/o propiedades se confieren a los pasos de extracciones
convencionales que incluyen calentamiento, ebullicion o reflujo, en los cuales, se
produce una pérdida de compuestos debido a fendmenos de ionizacion, hidrolisis u
oxidacion durante el procedimiento (Wang y Weller, 2006).

En los Ultimos afios se propusieron con éxito algunas técnicas novedosas para la
extraccion de compuestos bioactivos, las cuales consisten en acortar el tiempo de
extraccion, reducir el consumo de disolventes organicos y aumentar la
sostenibilidad; a la vez que, se mejora la recuperacion de compuestos de interés
(Francisco y Rodriguez, 2010).

De acuerdo con Saini y Keum (2018) es recomendable realizar algunos pre-
tratamientos antes de la extraccion debido a que algunas estructuras que conforman
las células son dindmicas, complejas y rigidas, lo cual constituye un obstaculo para
qgue el solvente pueda penetrar a través de la célula, es por ello que se pueden
aplicar pre-tratamientos fisicos, quimicos, enzimaticos y/o biologicos para facilitar
una extraccion eficiente de los compuestos de interés (Mezzomo y cols., 2011).
Por otro lado también se debe considerar el consumo de energia, la toxicidad del
solvente a utilizar, temperatura, estabilidad del metabolito, entre otros (Saini y
Keum, 2018).

2.5.1 Extraccion por métodos emergentes

Actualmente existen métodos emergentes de extraccion tales como: extraccion
asistida por microondas (EAM), extraccién asistida por ultrasonido (EAU),
extraccibn mediante pulsos eléctricos y la extraccibn por altas presiones
hidrostaticas (APH) por mencionar algunos, pueden ser menos costosos, simples y
rapidos, ademas, requieren una cantidad minima de solventes y algunos no
necesitan de energia térmica, lo que permite una mayor estabilidad del compuesto

de interés, por otro lado; algunos de estos métodos emergentes en comparacion a
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los convencionales podrian causar degradacion térmica o alguna isomerizacion cis-
trans del compuesto, incluso algunos también requieren que el tamafo de particula
sea pequeio (=50 um) tal es el caso de la extraccibn mediante liquidos
presurizados, asi como también, algunos son dificiles de aplicar a grandes
volimenes (Saini y Keum, 2018).

Dentro de estas técnicas, cabe destacar ala EAM (Duany cols., 2015), EAU (Azuola
y Vargas, 2007) y la extraccién por APH.

2.5.1.1 Extraccion Asistida por Microondas

Se ha demostrado que la EAM es un método de extraccidbn emergente, rapido y
eficiente, que se desarroll6 para extraer analitos de matrices sélidas, en particular,
metabolitos secundarios de materia vegetal (Duan y cols., 2015).

La energia de microondas es una radiacion no ionizante que produce movimiento
molecular por migracién de iones y rotacion de moléculas con dipolos permanentes
en liquidos, que contribuyen a una rapida transferencia de energia al solvente y
materia (Duan y cols., 2015).

Esto contribuye a que las condiciones de reaccidn sean menos severas sin alterar
sus estructuras moleculares, los tiempos de reaccion mas cortos y se obtengan
rendimientos mas altos (Ruiz, 2012), sin embargo; si llegase a haber un incremento
en el tiempo de extraccidn podria causar efectos negativos en el compuesto como
una degradacion térmica (Saini y Keum, 2018).

De acuerdo con Hiranvarachat y Devahastin (2014) se puede utilizar un proceso
alternativo de radiacion intermitente de microondas, haciendo uso combinado de

menor potencia de microondas y volumen de solvente.

2.5.1.2 Extraccion Asistida por Ultrasonido

La EAU es un enfoque innovador en el que se puede mejorar la eficiencia de un
proceso de extraccion debido a las ondas de sonicacion, que desencadenan la
produccion de cavitacion con el fin de desprender el compuesto buscado del
material vegetal y mejoran la resistencia a la solubilidad del medio de extraccion o

solvente como etanol (Ghafoor y cols., 2009: Ghafoor y cols., 2011).
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El rendimiento de la extraccidon asistida por ultrasonido se debe a la propagacion de
ondas de ultrasonido, resultando fuerzas de cavitacion, donde las burbujas explotan
y generan presiones localizadas causando el rompimiento del tejido celular y
mejorando la exclusidon de sustancias celulares en el solvente (Goulay cols., 2017).
Ademas, se ha observado que el uso de la EAU puede mejorar la recuperacion de
los compuestos fendlicos de los materiales vegetales (Ghafoor y Choi, 2009).

Se ha encontrado que la EAU es mas eficiente, econdmica y sencilla que los
métodos de extraccion convencionales (Al-Juhaimi y cols., 2015), incluso, que
algunos métodos de extraccion emergentes como la EAM, por lo cual se considera

su viabilidad industrial (Azuola y Vargas, 2007).

2.5.1.3 Extraccion por Altas Presiones Hidrostéaticas

En el método de APH, generalmente se aplican condiciones de presion entre 100 y
1000 MPa y a temperatura ambiente por tiempos relativamente cortos, donde el
material se mezcla con un solvente de extraccion el cual es sometido a un sellado
mediante vacio (Huang y cols., 2013).

Los efectos de la presion sobre el comportamiento de los sistemas bioquimicos se
rigen por dos principios fundamentales, el primero, de Henri Le Chatelier el cual
postula que todo fendbmeno que va acompafiado de una disminucién, se ve
favorecido por la presion y viceversa,; y el principio de B. Pascal, en donde menciona
que la presién ejercida en cualquier punto de un fluido es la misma en todas las
direcciones independientemente del volumen y de la geometria del producto
(Trespalacios, 2007).

La tecnologia APH como un método de extraccion, fue estudiada por primera vez
en el 2004, y se descubrié que efectivamente acortaba el tiempo de extracciéon e
incrementaba la eficiencia del proceso (Huang y cols., 2013).

Las APH ya se han utilizado con éxito para extraer antocianinas de piel de uva
(Corrales y cols., 2009), pectina de piel de naranja (Guo y cols., 2012), ginsenosidos
de ginseng Panax (Shin y cols., 2010), polifenoles de hoja de té verde (Xi y cols.,

2009) y lupeol del fruto de jaca (Ruiz-Montafez y cols., 2014).
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Pinela y cols., (2018) lograron obtener condiciones Optimas de APH para la
extraccion de compuestos fendlicos a t=3.1 min, P=600 MPa, Solvente=100% etanol
y obtuvieron 64.68 = 2.97 mg/g de extracto.

2.6 Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

2.6.1 Ensayo de Folin-Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido de compuestos
fendlicos totales en distintos tipos de extractos vegetales. El reactivo de Folin-
Ciocalteu (FC), esta conformado por &cidos fosfomolibdico y fosfotlingstico de color
amarillo, y es a partir de la mezcla de ambos acidos que se producen iones de
molibdato y tungsteno. La reaccion se lleva a cabo en condiciones basicas (pH 10),
con la finalidad de que se genere un ion fenolato que reduce al FC mediante la
reduccion de Mo®" a Mo® que presenta una coloracién azul susceptible de ser
determinada espectrofotométricamente a 765 nm (Slinkard y Singlenton, 1977),
cuya intensidad es medida para determinar el contenido de fenoles (Chen y cols.,
2015) (Fig. 4).

OH

Figura 4. Reaccion entre el &cido galico y el reactivo FC

Se trata de un método preciso y sensible, que es susceptible a modificaciones,
fundamentalmente en lo que concierne, a los volumenes utilizados de la muestra a

analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion (Garcia y cols., 2015).
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2.6.2 Agentes de control bioldgico

La principal forma de control de los hongos causantes de podredumbres en frutas y
vegetales es mediante la aplicacion de fungicidas quimicos (Rodriguez-Maturino y
cols., 2015) sin embargo, la presencia de hongos patdgenos resistentes a la accion
de los fungicidas derivados de sintesis quimica, aunado a un creciente interés en
alternativas con bajos riesgos toxicolégicos, que no produzcan efectos residuales
indeseables en especies enddgenas y la necesidad de contar con alimentos inocuos
(Sharma y cols., 2009) ha llevado a la busqueda de medidas alternativas que
minimicen el uso de agroquimicos, que a su vez reduzcan la presencia de hongos
causantes de enfermedades en frutas y vegetales.

Entre las alternativas para reducir la presencia de hongos en la etapa de
poscosecha se ha contemplado el uso de extractos vegetales; los cuales se
obtienen a partir de plantas o parte de ellas (raices, tallos, hojas y ramas) con
diferentes métodos de extraccion y algunos solventes como agua, etanol, hexano,

metanol, entre otros (Pérez, 2012).
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.), es uno de los principales frutos tropicales
que se cosechan y exportan en el estado de Nayarit, sin embargo, los arboles llegan
a alcanzar alturas que no facilitan la recoleccién de los frutos, lo cual provoca, una
poda continua que genera residuos agricolas tanto de ramaje y follaje, que no son
aprovechados. Recientemente, se demostré que la especie de jaca es rica en
compuestos antimicrobianos como son fenoles, flavonoides, taninos y alcaloides
qgue podrian mejorar la vida de anaquel de otros frutos. Hasta donde se sabe,
existen escasos reportes en la literatura sobre la extraccion de compuestos
fendlicos provenientes de la hoja de jaca y por consiguiente, exista un
aprovechamiento de dichos residuos agroindustriales generados. Adicionalmente,
en ésta investigacion, es de especial interés el uso de tecnologias alternativas de
extraccidon que sustituyan al uso de tecnologias convencionales y al mismo tiempo,
evaluar el método eficaz en la obtencibn de compuestos antifungicos, que
posteriormente puedan emplearse para mejorar la vida de anaquel de los frutos,
gque se ve afectada, por enfermedades poscosecha y por ende, pérdidas
econdémicas. Por ultimo, es importante mencionar que estas pérdidas econémicas
en la produccion de frutos tropicales alcanzan hasta un 40% y son provocadas por
microorganismos fitopatégenos que deterioran la vida util de los frutos. Para el
control de dichas enfermedades, se utilizan cada vez dosis mas altas y repetidas de
fungicidas quimicos, dejando residuos toxicos indeseables tanto para el medio
ambiente como para el consumo humano. Aunado a la creciente demanda en el uso
de nuevos compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas, que sean
efectivos y a su vez, inocuos, en este trabajo se pretende obtener compuestos

seguros tanto para el medio ambiente como para productores y consumidores.
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4.1

CAPITULO 4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar tres métodos emergentes de extraccion, para la obtencion de compuestos

fendlicos a partir de la hoja de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) de arboles

cultivados en el estado de Nayarit.

4.2

Objetivos especificos

Evaluar los métodos de extraccion emergentes (microondas, ultrasonido y
altas presiones hidrostaticas) para la evaluaciéon del mejor método en la
extraccion de compuestos fendlicos a partir de hoja de jaca.

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente los extractos fenélicos obtenidos
por microondas, ultrasonido y altas presiones hidrostaticas.

Evaluar la actividad antifungica in vitro de los extractos obtenidos frente a
algunos hongos fitopatdégenos.

Evaluar el efecto de fracciones obtenidas mediante solventes de diferente
polaridad a partir de hoja de jaca, sobre la inhibicion in vitro de Colletotrichum
gloeosporioides y Penicillium italicum.

Identificar los compuestos presentes en el extracto total y en las fracciones
obtenidas mediante HPLC-DAD-ESI-MS.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

El desarrollo experimental de esta investigacion se realizé en 3 etapas, siendo el

material biolégico las hojas de jaca jovenes y maduras.

La primera etapa consistio en determinar el método de extraccion mas eficiente, en
conjunto se caracterizd cualitativa y cuantitativamente el extracto fendlico,
evaluando Fenoles Solubles Totales (FST), Taninos Totales (TT) y Flavonoides
Totales (FT).

La segunda etapa consistié en el ensayo in vitro del extracto fendlico evaluando su
actividad antifungica frente a Penicillium italicum aislado de limén Persa (Persian

lime) y Colletotrichum gloeosporioides aislado de mango Kent (Mangifera indica).

La tercera etapa consistié en el fraccionamiento del extracto fendlico total con 6
solventes de diferente polaridad, a la par se evalué la actividad antifangica in vitro
frente a los hongos antes mencionados y finalmente se caracterizaron los extractos
totales y las fracciones por HPLC-DAD-ESI-MS.
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5.1 Caracteristicas del material bioldgico

Para el desarrollo de la investigacién, se realizd la recoleccion de la muestra
mediante un muestreo aleatorio simple de hojas de jaca jovenes y maduras, estas
se obtuvieron del municipio de Santa Maria del Oro, Nayarit; fueron seleccionadas

respecto a su calidad visual.

5.2 Preparacion de materia prima

Las hojas de jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 1% durante 5 minutos, enseguida se lavaron con agua destilada esteéril,
se dejaron secar a temperatura ambiente, posteriormente se deshidrataron en una
estufa de secado Nova Tech a 40 °C durante 24 horas, por ultimo se pulverizaron y
tamizaron con un tamafio de malla de 150 um con el fin de tener distribuciones de
tamafio homogéneas para su utilizacion en los posteriores métodos de extraccion

gue se aplicaron (Munir y cols., 2018).

5.3 Primera etapa

5.3.1 Métodos de extraccion

5.3.1.1 Microondas

La extraccion se realizo utilizando un horno de microondas convencional marca
Whirpool con 10 niveles de potencia (desde 10% hasta 100%, siendo la minima 120
W y la maxima 1200 W), equipado con un temporizador digital. Se pesaron 2 g de
muestra y se mezclaron con 20 mL de una solucion de etanol: agua (Et:Ag) en una
relacion 8:2 (v/v) a 10 °C en un vaso de precipitado, después de mezclar, el vaso

se irradio en el dispositivo de microondas a 600, 900 y 1200 W durante 1, 2y 3 min.

5.3.1.2 Ultrasonido

La extraccion se realizo con un bafio ultrasénico (Kendal, modelo CD-4820), para lo
cual se homogenizaron 2 g de muestra con 20 mL de una solucion de Et:Ag en una
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relacion 8:2 (v/v) a 10 °C en un vaso de precipitado, posteriormente se aplicaron

ondas sOnicas durante 15, 30 y 45 min a una frecuencia de 42 kHz.

5.3.1.3 Altas Presiones Hidrostaticas

La extraccion se realizd con un equipo de altas presiones hidrostaticas modelo
CIP42260 (Avure Autoclave Systems, Eri PA USA), se pesaron 2 g de muestra y se
mezclaron con 20 mL de Et:Ag en una relacién 8:2 (v/v) a 10 °C, se empacaron al
vacio en bolsas de polietileno de alta densidad (FoodSaver) empleando un sistema
de sellado al vacio (FoodSaver modelo V38305) y consecutivamente se presurizo a
20 °C con presiones de 150, 200 y 250 MPay a 10, 15y 20 min (Rodriguez y cols.,
2015; Ruiz, 2012).

Después de aplicar los diferentes métodos de extraccion, las muestras se
centrifugaron a 4,500 rpm durante 10 minutos, posteriormente se recogieron los
sobrenadantes y se filtr6 usando papel filtro estéril (Millipore) con un tamafio de poro
de 45 pm, el filtrado obtenido se colocd en un evaporador rotatorio a 40 °C para
eliminar el solvente y por ultimo, las muestras se almacenaron a -18 °C hasta su

posterior uso (Duan vy cols., 2015).

5.3.2 Analisis cualitativo de compuestos extraidos de la hoja de jaca

5.3.2.1 Terpenoides y esteroides

En un tubo de ensayo se afiadieron 300 pL de extracto fendlico, a este se le agregé
1 mL de cloroformo y 1 mL de H2SO4 al 98%, se generd una fase café-rojiza en la
parte superior del tubo lo cual indico la presencia de terpenoides (Edeoga y cols.,
2005).

5.3.2.2 Fenoles y taninos

En un tubo de ensayo se afadieron 300 pL de extracto fendlico, a este se le
agregaron 100 pL de FeCls al 10%, la aparicion de un precipitado azul con
tonalidades verdes a grises indico la presencia de fenoles y taninos (Edeoga y cols.,
2005).
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5.3.2.3 Flavonoides

En un tubo de ensayo se agregaron 300 pL de extracto fendlico, a este se le adicion6
1 mL de NH4OH al 10% y 1 mL de H2SO4 al 98%, el color amarillo que se generd
cuando entré en contacto con el amoniaco desaparecido generando tonalidades

cafés a negras (Edeoga y cols., 2005).

5.3.2.4 Saponinas

En un tubo de ensayo se afiadieron 300 pL de extracto fendlico, a este se le
agregaron 2 mL de agua destilada, se agit6é vigorosamente (agua-extracto) durante
10 segundos, la aparicion de espuma fue persistente y estable lo que indicé la
presencia de saponinas (Edeoga y cols., 2005).

5.3.2.5 Antraquinonas
En un tubo de ensayo se afiadido 1 mL de benceno, posteriormente se le afiadid 1
mL de NH4OHal 10% y 300 pL de extracto fendlico, la aparicion de un color rosa,

rojo o violeta en la fase baja del amoniaco indicé la presencia de antraquinonas.

Los resultados de ambos andlisis aplicados se expresaron con abundancia (+++),

presencia (++), poca presencia (+) o ausencia (-) del compuesto que se evalué.

5.3.3 Analisis cuantitativo de compuestos extraidos de la hoja de jaca

5.3.3.1 Fenoles solubles totales

El contenido de FST se determind con el método espectrofotométrico descrito por
Isaza y cols. (2005), 1 mL de cada extracto fendlico se diluyé 1/100, se tomé 1 mL
de las diluciones anteriores y se le agreg6 0.8 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu 2N
(Sigma-Aldrich), se homogenizo y posteriormente se le agregaron 0.2 mL de una
solucion de Na2COs al 20 %y se llevé a un volumen de 10 mL con agua destilada,
se homogenizaron los matraces y se dejaron reposar en oscuridad a temperatura
ambiente durante 90 minutos (Garcia y cols., 2015). Transcurrido este tiempo las
muestras se leyeron en un lector de microplacas (BioTek modelo Synergy/HTX

multi-mode reader) a 760 nm. Las estimaciones se llevaron a cabo por triplicado.
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Los resultados se obtuvieron previos a la elaboracion de una curva patrén utilizando
acido galico como estandar expresandose los resultados en mg equivalentes de
acido gélico (EAG)/g de hoja de jaca en base seca (BS) (Loizzo y cols., 2010).

FST (mg EAG/g hoja de jaca BS) Ec. (1)

vol.solvente usado(mL)

m
=Z(—g) * vol. total en matraz aforado(mlL) *
mL peso seco de muestra usada

7 = concentracion del valor obtenido de la curva de calibracion

5.3.3.2 Taninos totales

El contenido de TT se determind por la técnica propuesta por Tambe y Bhambar
(2014), 1 mL de cada extracto obtenido fue afiadido a un matraz de 25 mL que
contenia 7.5 mL de agua destilada y 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu 2N (Sigma-
Aldrich), se le agregé 1 mL de una solucion de Na2COs al 35% y se llevé a un
volumen de 25 mL con agua destilada, se homogenizaron los matraces y se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo las
muestras se leyeron en un lector de microplacas a 725 nm (Ojwang y cols., 2017).
Las estimaciones se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se obtuvieron
previos a la elaboracién de una curva patrén utilizando acido gélico como estandar,

expresados como mg EAG / g de hoja de jaca en base seca.
TT (mg EAG/g hoja de jaca BS) Ec. (2)

vol.solvente usado(mL)

= Concentracio’n(%) * vol. total en matraz aforado(mlL) * S50 seco de mestra wsada
5.3.3.3 Flavonoides totales

En un tubo de ensayo de afiadié 0.1 mL de cada extracto fendlico de jacay 1.4 mL
de agua desionizada, posteriormente se afiadieron 0.5 mL de reactivo de
flavonoides previamente preparado (133 mg de AICls y 400 mg de C2H3NaO2 en 100
mL de solvente constituido por 70 mL de metanol, 25 mL de agua destiladay 5 mL
de acido acético), se dejé reposar la mezcla durante 30 min en oscuridad,
transcurrido este tiempo, las muestras se leyeron en un lector de microplacas a 430

nm. Las estimaciones se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se obtuvieron
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previos a la elaboraciéon de una curva patron utilizando rutina como estandar,
expresados como mg de rutina (R) / g de hoja de jaca en base seca (Maksimovic y
cols., 2005).

FT (mg ER/g hoja de jaca BS) Ec. (3)

vol.solvente usado(mL)

. (Mg
=Concentracion *
mL peso seco de muestra usada

5.3.4 Analisis estadistico

Para esta primera etapa, para la EAM se emple6 un disefio experimental factorial
32, en donde los factores fueron tiempo y potencia con 3 niveles (1, 2y 3 min'y 600
W, 900 W y 1200 W respectivamente) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Disefio experimental para EAM

Tratamiento Potencia Tiempo

de ., (W) (minutos) Codigo
extraccion
EAM 1200 3 M1200-3
EAM 1200 2 M1200-2
EAM 1200 1 M1200-1
EAM 900 3 M900-3
EAM 900 2 M900-2
EAM 900 1 M900-1
EAM 600 3 M600-3
EAM 600 2 M600-2
EAM 600 1 M600-1

Para la EAU se utilizé un disefio unifactorial en dénde se declaré un solo factor
(tiempo) con tres niveles (15, 30 y 45 minutos) (Cuadro 4).
Cuadro 4. Disefio experimental para EAU

Tratamiento Potencia Tiempo

de ., (H2) (minutos) Codigo
extraccion
EAU 42 15 u45
EAU 42 30 U30
EAU 42 45 Ui15

25



Para la extraccion por APH se us6 un disefio experimental factorial 32, en donde los
factores fueron tiempo y presion con 3 niveles (10, 15y 20 min y 100, 200 y 300
MPa, respectivamente) (Cuadro 5). Esta primera etapa se realiz6 por triplicado.

Cuadro 5. Disefo experimental para APH

Tratamiento Condiciones  Tiempo

de L (MPa) (minutos) Codigo
extraccion
APH 250 20 A250-20
APH 250 15 A250-15
APH 250 10 A250-10
APH 200 20 A200-20
APH 200 15 A200-15
APH 200 10 A200-10
APH 150 20 A150-20
APH 150 15 A150-15
APH 150 10 A150-10

Se realiz6 un andlisis de varianza y pruebas LSD de Fisher (Least Significant
Difference) donde se evalu6 diferencia entre las medias de los tratamientos
utilizando el software STATISTICA 10. Una P<0.05 se consider6 estadisticamente

significativa.

5.4 Segunda etapa

5.4.1 Ensayo in vitro de los extractos fendlicos

Se evaluo la actividad antifungica de los extractos fendlicos obtenidos por APH, 200
MPa, 15 min, EAM, 900 W, 2 min y EAU, 42 kHz, 30 min, frente a C. gloeosporioides
y P. italicum aislados de los frutos tropicales mencionados anteriormente, utilizando
las siguientes concentraciones: 0.5, 2 y 5 mg de extracto liofilizado / mL.

Se prepard medio de cultivo PDA, se colocaron 19 mL de PDA en tubos coénicos
Falcon de 50 mL, posteriormente se esterilizaron y se dejaron enfriar a 40 °C,
cuando esta temperatura se alcanz6, se vertio en cada tubo 1 mL de extracto
correspondiente a las concentraciones anteriormente mencionadas y se

homogenizaron en un Vortex (Genie 2, DAIGGER), posteriormente el contenido de
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cada tubo se vertidé en cajas de Petri estériles y se dej6 solidificar, se utilizaron 2
controles, el primer control fueron cajas con PDA mas crecimiento micelial y el
segundo control fueron cajas con 19 mL de PDA mas 1 mL de extracto
correspondiente a las diferentes concentraciones (Gonzalez-Estrada y cols., 2018).
Una vez obtenidas las cajas de Petri a las diferentes concentraciones; en el centro
de la misma se colocaron discos de PDA de 5 mm de didmetro con crecimiento
micelial activo de los hongos anteriormente mencionados y se incubaron a 28 °C.
Se midio el diametro de crecimiento durante 7 dias a 28 °C (Ochoa-Fuentes, y cols.,
2012; Quintero-Mora, y cols., 2008). El porcentaje de inhibicion de crecimiento
micelial se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Ec. (4)
dc —dt

Inhibicion (%) = x 100

donde:
dc= crecimiento micelial del control en cm

dt= crecimiento micelial del tratamiento en cm

5.5 Tercera etapa

5.5.1 Fraccionamiento de extracto fendlico total de hoja de jaca

El fraccionamiento de hoja de jaca se llevd a cabo con un equipo de altas presiones
hidrostaticas, 30 g de muestra se mezclaron por separado con 5 diferentes
solventes iniciando desde el indice de polaridad mas bajo hasta el mas alto, llevando
el siguiente orden, hexano (HeEXx), etanol (EtEXx), acetato de etilo (AcOEX), acetona
(AcEx), metanol (MeEx) y agua (AgEx) cada uno se empac6é al vacio y
consecutivamente se presurizd a 20 °C a una presion de 200 MPa durante 15
minutos (Rodriguez y cols., 2015; Ruiz, 2012), posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 4,500 rpm por 10 minutos y los sobrenadantes se filtraron usando
papel filtro estéril Millipore con un tamafio de poro de 45 um. El filtrado obtenido se
evaporo y se almaceno a -18 °C hasta su posterior uso (Eloff y cols., 2017).
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5.5.2 Ensayo in vitro de fracciones obtenidas de hoja de jaca

5.5.2.1 Inhibicion de crecimiento micelial

Se evaluo la inhibicidn de crecimiento micelial de fracciones obtenidas de hoja de
jaca (HeEx, EtEx, AcOEx, AcEx, MeEx y AgEx) frente a Colletotrichum
gloeosporioides y Penicillium italicum, utilizando las concentraciones antes
mencionadas (0.5, 2 y 5 mg de extracto liofilizado / mL), siguiendo la metodologia
reportada anteriormente con algunas modificaciones (Gonzalez-Estrada y cols.,
2018).

5.5.2.2 Inhibicién de germinacion de esporas

La inhibicion de germinacién de esporas fue determinada de acuerdo a Gonzalez-
Estrada y cols., (2017) con algunas modificaciones, previo al experimento
Colletotrichum gloeosporioides y Penicillium italicum fueron cultivados en PDA
durante 7 dias a 28 °C. Se afadieron 10 mL de solucién salina estéril que contenia
Tween 80 (0.1% v/v) a cada placa para recuperar las esporas, las suspensiones de
las mismas se hicieron frotando la superficie de agar con un asa Drigalsky estéril.
Después, la suspension se filtré con una gasa estéril y se recupero en un tubo conico
estéril. La concentracion de esporas se ajustd a 1x10° esporas / mL por recuento
microscépico en camara Neubauer, en 8 mL de caldo papa dextrosa (PDB por sus
siglas in inglés) se agregaron 160 pL de suspension de esporas del hongo (1x10°
esporas / mL) y 400 pL de cada extracto a diferentes concentraciones (0.5, 2y 5 mg
/ mL). Los tubos se incubaron en un agitador rotatorio a 110 rpm a 28 °C; la tasa de
germinacioén de los hongos se determiné microscépicamente midiendo el porcentaje
de germinacién de los hongos durante 8 h para ambos hongos, en muestras de
aproximadamente 200 esporas. Se consideraron las esporas germinadas cuando la
longitud del tubo germinal fue igual o mayor al diametro de la espora inicial (Yao y
cols., 2004). Se usé como control tubos con PDB sin extracto. Se determiné el
porcentaje de inhibicion de acuerdo a la siguiente ecuacion (Angulo-Escalante y
cols., 2009).
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Ec. (5)

Numero de esporas control—Numero de esporas tratamiento

X100

% Inhibicion =
% Numero de esporas control

5.5.3 Identificacion de compuestos en el extracto fendélico total y en las
fracciones por HPLC-DAD-ESI-MS

Los compuestos fendlicos fueron separados del extracto de hoja de jaca y de cada
fraccion usando un sistema Agilent HPLC 1260/ espectroscopia MS 6100 (Agilent
Technologies, CA, USA), el cual consiste en una desgasificadora, un inyector
automatico y una bomba binaria equipada con una columna analitica Poroshell 120
EC-C18 (250 x 4.6 mm, un tamafio de poro 5 pm) de Agilent Technologies. Un
gradiente de elucion fue programado usando como fase mévil A, agua acidificada
(0.6% acido acético, v/v) y como fase movil B, acetonitrilo, el gradiente cambio de
acuerdo a las siguientes condiciones: 0 min, 95%B; 1 min, 5%B; 2 min, 10%B; 3
min, 15%B; 4 min, 20%B; 5 min, 25%B; 6 min, 30%B; 7 min, 40%B; 8 min, 50%B; 9
min, 60%B; 10 min, 70%B; 11 min, 80%B; 12 min, 100%B; 13 min, 5%B. La
velocidad de flujo fue de 0.30 mL mint a lo largo del gradiente, el volumen de
inyeccion fue de 10 pL y los espectros de UV se registraron de 200 a 600 nm usando
el detector DAD. Los parametros de andlisis se realizaron usando modos de iones
positivos con espectros en un rango de 50 a 1100 m/z; un capilar de voltaje, 4000
V; una temperatura de secado, 210 °C; flujo de gas de secado, 8 L min; y una

presion de gas nebulizante, 29 psi (LOopez-Cobo y cols., 2014).

5.5.4 Analisis estadistico

Para ambos ensayos se realizé un disefio experimental unifactorial, siendo un sélo
factor (concentracion de extracto fendlico extraido) con tres niveles (0.5,2y 5 mg/
mL). Esta tercera etapa se realiz6 por triplicado.

Se realiz6 un andlisis de varianza y pruebas LSD (Least Significan Difference) para
evaluar diferencia entre las medias de los tratamientos utilizando el software

STATISTICA 10. Un P< 0.05 fue considerada como estadisticamente significativa.
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Primeraetapa

6.1.1 Métodos de extraccion

Los metabolitos secundarios son conocidos por su capacidad para proteger a las
plantas de condiciones ambientales adversas. La produccion o liberacion de
metabolitos secundarios es estimulada por condiciones de estrés, tales como las
altas y bajas temperaturas, sequias, suelos altamente salinos, falta o exceso de
nutrientes por ejemplo la deficiencia de hierro mejora la produccion de fenoles
(Siddiqui y Bansal, 2017).

Se obtuvieron extractos fendlicos acuosos de color marrén a verde claro como se
muestra en la Fig. 5, con un rendimiento del 25 %, este resultado difiere con lo
mostrado por Pérez (2012) quien obtuvo extractos etandlicos de Orégano,

Gobernadora y Damiana mediante ultrasonido para su aplicacion en recubrimientos

comestibles para controlar podredumbre gris en fresa y obtuvieron un rendimiento
del 42.66 + 15.44, 46.66 + 9.95y 42.66 + 2.41 mg EAG / g BS respectivamente.

u?‘;.; Y .

¥

Figura 5. Extracto de hoja de jaca

Esto pudiera deberse a diferentes factores como lo reportado por Awuor (2017) y
Chandrasekara (2010) quienes sugieren que la extraccion de compuestos fenélicos
puede variar de acuerdo a diferentes factores. Por ejemplo, se ha demostrado que
el aumento de tamafo de particula (cuando se cambié de 100-200 pm a 500-850

pm) afectd significativamente el contenido de fenoles, flavonoides y actividad
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antioxidante en residuos de piel de cebolla (Munir y cols., 2018), mostrando una
reduccion de 99.72 a 26.22 mg EAG/g BS, de 16.62 a 4.37 mg EQ/g BS y de 157.64
a 66.52 mM ETrolox /g BS, respectivamente. Esto debido a que al aumentar el
tamafo de particula, el solvente esta menos en contacto con la matriz.

Asimismo, estos elementos evaluados se afectaron a medida que se aumento el
pH, lo que indicO que se extrajeron mas compuestos fendlicos en condiciones
acidas, puesto que los compuestos fenolicos son de naturaleza &cida y en
condiciones alcalinas fuertes puede haber reacciones de sustitucion (Buchner y
cols., 2006), por otro lado Khuwijitjaru y cols., (2013), reporté que a medida que se
aumentaba la temperatura, el contenido de fenoles disminuy0, puesto que los
fenoles son sensibles al calor.

Otro factor importante son las condiciones inherentes del cultivo, una de ellas es la
altitud puesto que juega un rol importante en la calidad del material vegetal, se
demostré que el contenido de fenoles en té negro varid al evaluar esta especie

proveniente de diferentes regiones (Ojwang y cols., 2017).

6.1.2 Caracterizacion del extracto.

La primera etapa consistio en la evaluacion de los extractos acuosos obtenidos con
la aplicacion de ultrasonido, microondas y altas presiones hidrostaticas con las
diferentes condiciones establecidas, estos extractos se caracterizaron cualitativa y
cuantitativamente; para ello se determiné la presencia de fenoles solubles totales,
taninos, terpenoides y flavonoides (Cuadro 6), para su posterior cuantificacion; la
presencia de estos compuestos coincide con lo reportado por Hakim (2010) y Hakim
y cols. (2006) quienes también reportaron la presencia de estos metabolitos

secundarios en especies del género Artocarpus.
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Cuadro 6. Analisis fitoquimico de los extractos hidroalcoholicos

Resultados
Compuestos
quimicos Reaccion EAM EAU APH
900 W, 2 min 42 kHz,30 200 MPa, 15

min min
Flavonoides NH4OH y H2SO4 +++ +++ +++
Saponinas ++ ++ +++

Esteroides CHCI3 y H2SO4 - +++ -

Terpenoides CHCl3 y H2SO4 - +++ -
Taninos FeCls +++ +++ +++
Fenoles FeCls +++ +++ +++
Antraquinonas NHsOHy CsHs + + ++

(+++) abundancia (++) presencia (+) poca presencia (-) ausencia

6.1.3 Curvas de calibracion

Las lecturas de densidad optica (D.O.) de las diferentes concentraciones de los
estandares (acido galico y rutina) fueron usadas para la construccion de curvas de
calibracion, las gréficas obtenidas para la determinacion del contenido de FST, TT
y FT mostraron valores de R?de 0.9992, 0.9904 y 0.9935, respectivamente (Cuadro
7). Los valores obtenidos de la curva de calibracién fueron usados para cuantificar
el contenido de FST, TT y FT presentes en las hojas de jaca por los tres métodos

de extraccion empleados.

Cuadro 7. Muestras de ecuaciones y valores de R? de las curvas de calibracion.

Curva Estandar Ecuacion Valor R?
FST y=9.5564x 0.9992
Taninos Totales y=0.0165x 0.9904
Flavonoides Totales y=1.9943x 0.9935
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6.1.4 Contenido de Fenoles Solubles Totales (FST) en hojas de jaca por tres
meétodos de extraccion

El contenido de FST en hoja de jaca mediante los tres métodos de extraccion se
muestra en la Fig. 7; el contenido fendlico més alto fue de 164 + 6.29 EAG / g BS,
cantidad que fue obtenida por EAM a una potencia intermedia de 900 W durante un
tiempo de 3 minutos, estos resultados coinciden con lo reportado por Dahmoune y
cols. (2015) quienes consideraron un rango de 1 a 5 minutos de tiempo de
irradiacion para la obtencion de rendimientos maximos de compuestos fendlicos a
partir de hojas de Myrtus communis L., la recuperacion de FST fue de 162.49 +
16.95 mg EAG / g BS. En contraste, este resultado difiere de lo obtenido por Ojwang
y cols. (2017), quienes evaluaron fitoquimicamente hojas, ramas y raices de jaca,
utilizando maceracion durante 24 h y obtuvieron un porcentaje inferior de FST
(30.92-37.39 mg/g BS) en comparacion a los obtenidos en el presente estudio, esto
se le atribuyo directamente al método de extraccion, dada que, cuando se aplican
las microondas se aumenta la presion interna, debido a la alta presion de vapor
dentro de las células de las muestras, acelerando la ruptura celular.

Cabe destacar que este rendimiento podria deberse también al tipo de solvente
utilizado ya que de acuerdo con Alara y cols. (2018) a mayores concentraciones de
etanol aumenté el rendimiento de FST (hasta en un 40% v/v). Ademas hubo un
rendimiento significativo cuando se mezclé con agua, dado que los compuestos
fendlicos son solubles en etanol acuoso (Mufiz-Méarquez y cols., 2013). Esta
afirmacion puede sustentarse en el hecho de que en el presente estudio, cuando se
realizd la prueba de solubilidad se pudo observar que al disolver el extracto
liofilizado en agua aun quedaban particulas suspendidas, mientras que al disolver
el extracto liofilizado en Et:Ag (8:2 v/v) se mostré6 una mayor solubilidad como se

muestra en la Fig. 6.

Figura 6. Solubilidad de FST en agua y en Et:Ag (8:2 v/v)
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No obstante, a potencias de 600 W y 1200 W se redujeron los rendimientos. Es
probable que a 600 W, puede deberse a la poca absorciébn de energia de
microondas por parte de la muestra que no fue suficiente para romper la membrana
y facilitar la extraccion de los FST (Bouras y cols., 2015; Liyana-Pathirana y Shabhidi,
2005). Asimismo la reduccion en la concentracion de FST a 1200 W, se le atribuyo
a una posible descomposicion térmica de compuestos fendlicos, puesto que a
niveles méas altos de potencia, las microondas promueven el movimiento de
particulas debido a la migracién de iones y la rotacion de moléculas con dipolos

permanentes en liquidos (Deo y cols., 2015; Duan y cols., 2015).

A250-20 W

A250-15 I o

A250-10 T c d,e,f,g,h
A200-20 TS 3,b

A200-15 e g, h
A200-10 T a,b

A150-20 S e f g h

fg A150-15 e K
§ A150-10 P | b,c,d,e
% M1200-3 F=—i defg
© M1200-2 H b,c,d,ef
¢ M1200-1 H b,c,d,ef
T M900-3 =i h
g M900-2 F=—id,e,f,gh
M900-1 E=—a,b,c
M600-3 F a,b,c,d
M600-2 = b,c,d,e
M600-1 F=— b,c,d,efg

U45 I b,c,d,e,f,g
U30 I f,g,h
Ul5 — |),c,d,e,f,g

0 50 100 150 200
mg EAG / g extracto BS

Figura 7. Contenido de FST en hoja de jaca, mediante los diferentes métodos de extraccion.

Los valores representan la media de las tres repeticiones * DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)
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Este mecanismo, conduce a la disipacion de la energia dentro del solvente de
extraccion y la muestra, causando un sobrecalentamiento interno, por lo tanto el
calor generado por la energia de microondas podria estar afectando la estructura
de los compuestos fendlicos (Alara y cols., 2018), la disipacién en un solvente tiene
ciertas ventajas, puesto que a mayor disipacion la recuperacion de compuestos
fendlicos es mayor, sin embargo, esta misma disipacion pudiera provocar pérdida
de moléculas termosensibles, razon por la cual se observé un mayor rendimiento a
potencias medias.

Multari y cols. (2018), estudiaron el efecto de diferentes temperaturas de secado
sobre el contenido de compuestos fendlicos y de carotenoides en semilla de quinoa
(Chenopodium quinoa) observaron que a temperaturas de secado de 60 a 70 °C
facilitaron la extraccién de compuestos fendlicos; cuando las semillas se secaron a
70 °C, la cantidad de compuestos fendlicos fue 4.5 veces mayor que la de quinoa
secada a 40 °C. Sin embargo, lo reportado por Francini y cols. (2017) y Suazo y
cols. (2014) mencionan que altas temperaturas pueden generar pérdidas de
compuestos fenodlicos en matrices como fresa, manzana y cacao, proporcionando
fenoles libres térmicamente labiles tales como flavonoides y antocianinas, es decir
que dependera del material vegetal del que se haga la extraccion de fenoles para
saber si una temperatura alta afecta o no en la recuperacion de estos compuestos.
No obstante, en la Fig. 7, se muestra que no hubo diferencia estadisticamente
significativa con los tratamientos A150-15, A150-20, A200-15, A250-10, M900-2,
M1200-3 y U30 (p>0.05), es posible que los altos rendimientos mostrados por APH,
se deban a la aplicacién de presion, ya que la presion aumenta rapidamente, la
presion diferencial entre el interior y el exterior de la célula es muy alta, en
condiciones de APH causan deformacion de la celda y dafios en la pared celular,
permitiendo una mejor extraccion de compuestos bioactivos (Huang y cols., 2013),
en contraste, el ultrasonido lo hace por medio de cavitacion acustica, esto permite
gue el solvente penetre en las paredes celulares y las burbujas producidas por la
cavitacion acustica ayuden a la ruptura celular, liberando los compuestos activos
(Strati y Oreopoulou, 2014), de modo que se tomaron los tratamientos con las

medias mas altas para posteriores estudios.
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6.1.5 Contenido de Taninos Totales (TT) en hojas de jaca por tres métodos
de extraccion

Los taninos poseen una estructura fendlica, los cuales son encontrados de manera
abundante en las ramas y en menor cantidad en hojas y frutos de una gran variedad
de especies de plantas, estos compuestos protegen a las plantas contra los rayos
UV, radicales libres, asi como amenazas biolégicas (animales, insectos, hongos y
bacterias) (Mueller-Harvey, 2001; Schofield y cols., 2001; Tondi y cols., 2013).

En la Fig. 8, se muestra el contenido de taninos totales por cada uno de los métodos
de extraccion empleados, el mayor contenido de Taninos Totales (94 + 0.63 mg
EAG / g BS) se encontro por el método de extraccion microondas, durante 2 y 3

minutos (p>0.05), el tiempo no influyd en la recuperacion de estos compuestos.
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Figura 8. Contenido de Taninos Totales en hoja de jaca, mediante los diferentes métodos de
extraccion.

Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)

Este resultado se le atribuy6 a la adicion de agua al etanol, la polaridad del etanol

aumenta cuando se agrega agua y esto influye en la solubilidad de los compuestos
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fendlicos, asimismo, se acelera la transferencia de masa entre el sélido y el liquido
al aumentar la permeabilidad de la matriz de la planta e interrumpir la union entre la
matriz de las planta y los solutos (Bouras y cols., 2015).

Este resultado coincide con lo estudiado por Dahmoune y cols. (2015), quienes al
utilizar como método de extraccion la EAM y Et:Ag como solvente, ademas de
obtener un mayor rendimiento de FST, también observaron un incremento en el
rendimiento de taninos, obteniendo 32.65 + 0.01 mg EAG / g BS.

No obstante, este tratamiento no mostré diferencia estadisticamente significativa
con los tratamientos A200-15, M600-1, U45 y U30 (p>0.05), indicando que al aplicar
cualquiera de estos tratamientos, se obtendra una recuperacion de compuestos
estadisticamente iguales. Como ya se mencion6 anteriormente, debido a la eficacia
de la APH y al minimo aumento de temperatura al aplicar presién, no hay pérdida
de compuestos sensibles al calor, permitiendo obtener recuperaciones
considerables de este tipo de compuestos (Strati y cols., 2015), asi como también
al aplicar ultrasonido, puesto que las burbujas que se generan implotan, creando
presiones localizadas, causando lisis celular, mejorando la extraccion de
compuestos, en general, estos métodos de extraccion pudieran estar actuando
principalmente sobre la vacuola, ya que aqui se encuentran los metabolitos
secundarios hidrofilicos, asi como también en menor medida sobre las tricomas, la
cuticula y algunos conductos de resinas ya que aqui se encuentran principalmente

los metabolitos secundarios lipofilicos (Siddiqui y Bansal, 2017).

6.1.6 Contenido de Flavonoides Totales (FT) en hojas de jaca por tres
meétodos de extraccion

Los flavonoides son una subdivision de los compuestos fendlicos, los cuales son
metabolitos secundarios que se encuentran naturalmente en las plantas y se
encuentran principalmente en alimentos y bebidas, como frutas, verduras, cereales,
té, café y vino tinto (Taveira y cols., 2010 ).

La estructura general de los flavonoides consiste en dos anillos aromaticos unidos

entre si por un puente de 3 carbonos (C6-C3-C6), una posible subclasificacion de
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flavonoides incluye chalconas, isoflavonoides, flavonoles, flavanones 'y
antocianidinas (Seleem y cols., 2017).

En la Fig. 9, se muestra que el mayor contenido de FT fue de 20 £ 0.89 mg ER / g
BS y se observé con la aplicacion de APH, a una presion de 200 MPa durante 15
minutos, este resultado fue estadisticamente significativo mostrando la media mas
alta en comparacion a los demas tratamientos (p<0.05). Se atribuye este resultado
al hecho de que al aumentar la presién, el aumento de la temperatura es minimo (3
°C / 100 MPa) (Strati y cols., 2015; Wang, 2014), razén por la cual no hay una
pérdida de FT en comparacién con otros métodos, que mediante reacciones de
oxidacion y condensacion podrian contribuir a la disminucion de FT (Suazo y cols.,
2014).

El resultado obtenido en el presente estudio, coincide con lo reportado por Pinela 'y
cols. (2018), quienes realizaron un modelado y optimizacion de procesos de la
extraccion en frio de compuestos fendlicos de berros por APH, ellos obtuvieron un
mayor rendimiento de FT (52.45+2.63 mg / g BS) en comparacion con lo obtenido
mediante extraccion convencional sdlido-liquido durante 2 h usando una mezcla de
metanol:agua (80:20, v/v) como solvente de extraccién, mostrando un valor de 22 +
1 mg/gBS.

No obstante Ojwang y cols. (2017) reportaron concentraciones bajas de FT en hoja
de jaca (5.02 a 6.70 mg ER/g BS), de la misma forma, la mayor recuperacion de FT
en el presente estudio, fue atribuido principalmente al método de extraccion, puesto
que Ojwang y cols. (2017) utilizaron como método de extraccion maceracion, este
método se basa en la difusion del solvente en la matriz sélida y la extraccion de los
componentes solo por solubilizacion (Strati y Oreopoulou, 2014), mientras que en la
presente investigacion se utilizé la APH, a medida que se aplica la presion, aumenta
la transferencia de masa cambiando el gradiente de concentracion y la difusividad,
causando dafios a la membrana celular de la planta, provocando ruptura o
permeabilidad de los tejidos de las plantas y mejorando la transferencia de masa de
los solventes a los materiales y los constituyentes solubles a los solventes (Huang
y cols., 2013).
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Figura 9. Contenido de Flavonoides Totales en hoja de jaca, mediante los diferentes métodos de
extraccion.

Los valores representan la media de las tres repeticiones * DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)

La presion dentro de las células altera los enlaces no covalentes, como los enlaces
de hidrégeno, los enlaces iénicos y las interacciones hidroéfobas que controlan la
estructura 3D polimérica.

Esto hace que las células se expandan y el fluido impacte fuertemente contra la
pared celular, la membrana celular, la membrana plasmatica, la membrana nuclear,
la vacuola y los microtubulos, lo que produce una deformacion significativa y dafio
a la membrana y un aumento subsiguiente de la permeabilidad (Xi y cols., 2011).
Ademas, el incremento de la presidbn mejora el contacto con el solvente de
extraccion resultando en una mayor eficiencia de extraccion (Cheny cols., 2009).
Como se explicd anteriormente, los flavonoides son moléculas termosensibles, es
posible que la disminucién en la recuperacién de estos compuestos mediante
microondas y ultrasonido se deba a un sobrecalentamiento localizado, debido a una

mayor temperatura en el interior de la muestra.
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De manera general, los tres métodos de extraccion evaluados han mostrado ser
efectivos, econdmicos, no consumen mucho tiempo y tienen altas tasas de
rendimiento (Pudziuvelyte y cols., 2018), sin embargo, la APH mejora la eficiencia
de extraccion en términos de rendimiento, calidad y selectividad (Alexandre y cols.,
2017; Huang y cols., 2013; Prasad y cols., 2009). La APH logro extraer un mayor
contenido de flavonoides, compuestos que han demostrado tener actividades
antifangicas (Seleem y cols., 2017) tema de interés en la presente investigacion.

6.2 Segunda etapa

6.2.1 Ensayos in vitro de extractos fendlicos

6.2.1.1 Pruebas in vitro frente a Colletotrichum gloeosporioides

En la Fig. 10, se presentan los porcentajes de inhibicién frente a C. gloeosporioides
al séptimo dia de estudio, tratado con el extracto fendlico obtenido con microondas
(900W-2 minutos). Las concentraciones: 0.5, 2 y 5 mg de extracto liofilizado / mL,
presentaron inhibiciones del 37.17 + 0.25%, 36.21 + 0.65% y 29.26 + 0.15%
respectivamente, los porcentajes de inhibicion mostrados a la concentracion de 0.5

y 2 mg / mL no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).
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Figura 10. Inhibicién de crecimiento micelial de C. gloeosporioides utilizando el extracto obtenido
por EAM (900W-2min)

Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)
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En general, los porcentajes de inhibicion mostrados con el extracto fendlico obtenido
por microondas (900W-2min) a las tres concentraciones, fueron menores en
comparacién a los mostrados por el extracto fendlico obtenido mediante APH
(200MPa-15min) a las tres concentraciones, puesto que presentd los siguientes
valores: 45.32 + 0.48%, 42.45 £ 0.17% y 52.52 * 0.18% referentes a las
concentraciones establecidas, esto valores fueron estadisticamente significativos
(p<0.05), siendo la concentracion de 5 mg / mL, la que mostré el mayor porcentaje
de inhibicién (Fig. 11).
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Figura 11. Inhibicion de crecimiento micelial de C. gloeosporioides utilizando el extracto obtenido
por APH (200MPa-15min)

Los valores representan la media de las tres repeticiones £ DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)

Esta tendencia fue atribuida a la mayor concentracion de flavonoides obtenida
mediante APH, los flavonoides han sido ampliamente asociados con una extensa
cantidad de actividades biolégicas, destacando la actividad antimicrobiana. Se ha
reportado que las propiedades antimicrobianas inherentes de estos compuestos,
estan determinadas por su estructura quimica (Edziri y cols., 2012), puesto que en
el anillo A, de la estructura de los flavonoides, las hidroxilaciones en las posiciones
5y 7 son las mas criticas para la actividad antimicrobiana de los flavonoides, de

acuerdo a calculos de quimica cuantica (Yang y cols., 2017).
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El posible mecanismo de accion de los flavones, principalmente de balcaleina (5, 6,
7 trihidroxiflavonoide) fue mostrado por Huang y cols. (2008), quiénes reportaron
que fue a través de la inhibicion de las bombas de flujo de salida, puesto que
disminuyo la eficiencia de las mismas; lo que finalmente indujo a la muerte celular
0 apoptosis, estas bombas constituyen la mayor causa de resistencia por parte de
los microoganismos a fungicidas de sintesis quimica (Serpay cols., 2012).

En un estudio realizado por Liu y cols. (2014) también evaluaron algunas
isoflavonas, puesto que se han conocido por su actividad antifingica, tal es el caso
de la glabridina, aislada de Glycyrrhiza glabra, la cual afecté la permeabilidad de la
membrana celular, provocando dafio en la pared celular. Asimismo, se reporté que
el carvacrol alterd la membrana citoplasmatica celular y provoc6 apoptosis celular

en varias especies de Candida spp (Zuzarte y cols., 2012).

6.2.1.2 Pruebas in vitro frente a Penicillium italicum

Los porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial frente a Penicillium italicum
con el extracto obtenido mediante microondas (900W-2min) a la diferentes
concentraciones en el dia séptimo de estudio fueron de 34.21 = 0.13%, 40.79 +
1.3% y 40.35 + 0.34%, los dos ultimos no mostraron diferencia significativa (p<0.05),
pero si fueron diferentes del porcentaje de inhibicién obtenido a la concentracién de
0.5 mg/ mL, ya que se presentd un porcentaje menor en la inhibicion de este hongo
(Fig. 12).
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Figura 12. Inhibicién de crecimiento micelial de P. italicum utilizando el extracto obtenido por EAM
(900W-2min)

Los valores representan la media de las tres repeticiones + DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)

Sin embargo, estos valores mostraron la misma tendencia como lo observado frente
a Colletotrichum gloeosporioides, ya que los porcentajes de inhibicion fueron
inferiores en comparacion a los presentados con el extracto fendlico obtenido
mediante APH (200MPa-15 min) a las diferentes concentraciones (Fig. 13), por este
meétodo se obtuvieron porcentajes de inhibicién de 38.16 + 0.23%, 46.49 + 0.25% y
35.09 + 0.41%, correspondientes a las concentraciones mencionadas, mostrando
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05), siendo la concentracion de 2 mg

/ mL, la que presentd mayor porcentaje de inhibicién.
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Figura 13. Inhibicion de crecimiento micelial de P. italicum utilizando el extracto obtenido por APH
(200MPa-15min)

Los valores representan la media de las tres repeticiones = DS, letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05)
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Figura 14. Estructura de 5,7 dihidroxiflavonoide
De la misma forma, se le atribuyd esta tendencia a la mayor concentracion de
flavonoides obtenida mediante APH y su relacion con actividad antifungica, tal como
lo reporté Yang y cols. (2017) quienes explicaron la relacion que existe entre la
estructura de 5,7-dihidroxiflavonoides (Fig. 14) y Penicillium italicum; ellos
mencionan que las propiedades antimicrobianas estan ligadas directamente a su
estructura quimica. Por ejemplo, se demostr6 que los grupos hidroxilo en las
posiciones 5 y 7 en flavones y flavonoles podian inhibir eficazmente la
trinidroxinaftaleno reductasa (Brunskole y cols., 2009), enzima que ultimamente ha
sido objetivo para el desarrollo de fungicidas y nuevos antimicoticos, puesto que
esta enzima produce melanina; la melanina protege a los hongos de pigmentacién
oscura del estrés ambiental, radicales libres, toxinas, radiacion UV, X o gamma,

temperaturas extremas y enzimas hidroliticas. En los hongos fitopatégenos las
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melaninas participan en la formacion del apresorio (conidios melanizados que
facilitan la adhesion a la superficie del hospedero y la penetracién de la hifa en los
tejidos del huésped) (Brunskole y cols., 2009).

Ademas, otro de los mecanismos antimicrobianos importantes de los flavonoides es
la interferencia en la respiracion de los microorganismos. Algunos flavonoides como
la quercetina y sus concentraciones altas de glucésidos y dihidromicetina pueden
disminuir la tasa de respiracion de la mitocondria y la sintesis de ATP en células
fungicas, lo que lleva a la muerte celular (Trumbeckaite y cols., 2006). Yang y cols.
(2018) demostraron que la mayoria de los 5,7-dihidroxiflavonoides tienen efecto
inhibitorio en la respiracion de Penicillium italicum, pudiendo ser uno de los
mecanismos mas importantes de estos compuestos, aunque la efectividad de estos
compuestos dependera de otros factores, como el tiempo de contacto, la
concentracion, factores ambientales, asi como la composicion de la pared celular

del hongo.

6.3 Tercera etapa

6.3.1 Fraccionamiento del extracto fendlico total de hoja de jaca

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se procedio
a realizar un fraccionamiento del extracto total con solventes de diferente polaridad,
el tipo de solvente seleccionado para realizar la extraccion depende de lo que se
pretende hacer con el extracto. En este caso, la razén principal para usar solventes
de diferente polaridad fue para determinar si alguno de ellos podria extraer
selectivamente compuestos antifingicos, ya que se pensaba que al realizar la
extraccion con Et:Ag, se estarian extrayendo diferentes compuestos compatibles
con solventes polares con polaridad desde 4.3 hasta 10.2, causando un sinergismo
con compuestos que no tienen actividad impidiendo que los compuestos
antifungicos lograran su funcién frente a los hongos estudiados, es por ello que se
decidi6 investigar la posibilidad de incrementar la actividad antifingica de estos
compuestos mediante extracciones “selectivas” (Eloff y cols., 2017). Este tipo de

extracciones consisten en hacer una serie de extracciones con diferentes solventes,
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con el fin de eliminar compuestos que no tienen bioactividad, hasta que se obtiene
un extracto con una concentracion minima inhibitoria (MIC) muy baja. En un estudio
realizado por Zishiri (2004) quien mediante una extraccion selectiva logroé obtener
un extracto de hojas de Combretum woodii con alta actividad antioxidante y
antibacteriana. En la Fig. 15, se muestran las 6 fracciones obtenidas, el tubo a)
contiene el extracto obtenido con agua (P’ 5.2), mostré tonalidades rojas a naranjas,
el tubo b) contiene el extracto obtenido con hexano (P’ 0.1) mostro tonalidades verde
olivo, el tubo c) contiene el extracto obtenido con etanol (P’ 4.3) el cual mostré
tonalidades verdes y cafés, el tubo d) contiene el extracto obtenido con acetato de
etilo (P’ 4.4) mostro un color verde oscuro y textura pastosa , el tubo e) contiene el
extracto obtenido con acetona (P’ 5.1) presenté un color verde intenso y textura
viscosa finalmente el tubo f) contiene el extracto obtenido con metanol (P’ 5.1) el

cual mostré una coloracion verde olivo.
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Figura 15. Fracciones obtenidas a partir del extracto total de hoja de jaca

6.3.1.1 Andélisis cualitativo

Una vez obtenidas las fracciones se procedié a caracterizarlas cualitativa y
cuantitativamente, cabe resaltar que este tipo de andlisis es una prueba presuntiva
y necesaria para tener una idea general de los posibles compuestos que pudieran
estar ejerciendo alguna actividad de interés. La mayoria de las fracciones

presentaron uno o varios de estos metabolitos a excepcién del AcOEXx, quién al
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parecer no mostro presencia de estos compuestos (Cuadro 8), esto podria atribuirse
a que cuando se realizd la extraccion con este solvente, se precipitan los
compuestos fenolicos (Ballesteros y cols., 2017), quedandose gran parte de éstos
en la torta o retenido que se genero al hacer la extraccion, el cual generalmente es
desechado, quedando en el sobrenadante una pequefa cantidad de compuestos
fendlicos que no son susceptibles de reaccionar con los reactivos utilizados en el
andlisis. En contraste el AgEx, mostr6 abundancia en la mayoria de estos
fitoquimicos, esto indicé que el extracto acuoso de la hoja de jaca, contiene altas
concentraciones de compuestos polares como azucares, aminoacidos y glucosidos
(Eloff y cols., 2017).

Cuadro 8. Analisis fitoquimico de las fracciones

Fitoquimicos Fracciones
HeEx EtEXx AcOEXx AcEX MeEXx AgEX

Flavonoides + ++ - + ++ F++
Saponinas - ++ - - ++ F++
Esteroides - + - - + 4+
Terpenoides - + - - + 4+
Taninos + + - - - ot
Fenoles + + - - - I
Antragquinonas - + - - F++ +

(+++) abundancia (++) presencia (+) poca presencia (-) ausencia

6.3.1.2 Anéalisis cuantitativo

Posterior a la caracterizacion cualitativa de las fracciones, se realizo el analisis
cuantitativo, en la Fig. 16, se observa el contenido de FST, FTy TT, el EtEx mostré
el mayor contenido de FSTy TT (36 = 1.75y 43.79 + 2.07 mg EAG / g extracto
respectivamente), el extracto obtenido con metanol con una concentracion de 29 +

4.03 y 39.09 = 3.61 mg EAG / g extracto y el extracto obtenido con agua,
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presentando una concentracion de 22 + 3.93 y 31.33 + 2.45 mg EAG / g extracto.
Por el contrario, el extracto que mostrd el menor contenido de los compuestos
estudiados fue el HeEx, ya que s6lo mostré 8 £ 1.85, 1.05 £ 0.67 y 5.68 + 1.24 mg /
g, correspondientes a FST, FT y TT. Sin embargo, el solvente que fue superior en
la extraccion de FT, fue la acetona, mostrando un contenido de 37.88 + 1.32 mg ER
/ g extracto, esto puede deberse a la polaridad de la acetona (P” 5.1) y su capacidad
por arrastrar este tipo de compuestos, tal como se observé por Kotzé y cols. (2002),
quienes extrajeron compuestos antibacterianos de Combretum microphyllum, y
demostraron que los compuestos antibacterianos de esta especie son de polaridad

intermedia, entre los que destacan los terpenoides y fenoles.
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Figura 16. Cuantificacién de FST, FT y TT en los extractos de diferente polaridad

6.3.2 Ensayo in vitro de fracciones obtenidas

6.3.2.1 Inhibicién de crecimiento micelial

Una vez caracterizadas las fracciones se realiz6 la prueba in vitro de inhibicion de
crecimiento micelial de los dos hongos antes mencionados, la Fig. 17 muestra los

porcentajes de inhibicion de cada una de las fracciones en comparacion con los
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extractos obtenidos con la solucién Et:Ag inicialmente planteada, los extractos que
mostraron mayores porcentajes de inhibicion fueron el EtEx, presentando un 83.78
+ 1.25%, el AcEx (69.01 + 1.24%) y el MeEx (58.16 = 0.31%) frente a C.
gloeosporioides a una concentracion de 2 mg / mL (Fig. 18), estos valores fueron
superiores a los mostrados por los extractos obtenidos con Et:Ag mediante EAM,
APH y EAU, en cambio los extractos que mostraron menores porcentajes de
inhibicién fueron, el AcCOEx a una concentracion de 0.5 mg / mL mostrando un
porcentaje de inhibicion del 2.07 + 1.24, el AgEx ya que solo mostré un porcentaje
de inhibicion del 5.58 + 0.72 % y finalmente el HeEx presentando el 6.40 £ 0.62 %

de inhibicion, ambos a una concentracion de 2 mg / mL.
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Figura 17. Evaluacion in vitro de cada fraccion frente a C. gloeosporioides
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C. gloeosporioides
Acetona Metanol Etanol
2 mg extracto / mL

Control

Figura 18. Inhibicion de 3 fracciones frente a C. gloeosporioides

La mayor inhibicion utilizando el EtEx puede atribuirse a que este extracto presento
la mayor concentracion de Taninos Totales (43.79 + 2.07 mg EAG / g extracto) (Fig.
16). Los taninos reducen la descomposicién de H20:, el exceso de este compuesto
es perjudicial para muchos patdgenos, puesto que se convierte en especies de
oxigeno altamente reactivas (EOR), promoviendo dafio oxidativo en los patégenos.
En este contexto, los taninos son capaces de bloquear la actividad de la catalasa
producida por algunos patdgenos, promoviendo acumulacion de EOR dentro de los
patdgenos.

Asimismo, Carvalho y cols. (2018) estudiaron otro posible mecanismo de accién, ya
que demostraron la unién de los taninos al ergosterol, éste es un componente
principal de la membrana celular de los hongos, el cual contribuye al mantenimiento
de la fluidez de la membrana y establece interacciones con algunas proteinas,
regulando la actividad de la misma. De modo que, al unirse a la membrana celular
forma poros en la misma, llevando a la ruptura y finalmente causando la pérdida de

contenido intracelular.
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Figura 19. Evaluacion in vitro de cada fraccion frente a P. italicum

Con relacion a la inhibiciébn de crecimiento micelial de P. italicum (Fig. 19), los
extractos que mostraron mayor actividad antifingica fueron, el MeEx mostrando el
66.45 + 5.92% de inhibicién, el EtEx (48.68 + 5.26%) y el ACExt (48.68 + 2.63%) a
una concentracion de 2 mg / mL. En estos estudios de inhibicibn también se
encontré un incremento en la actividad del extracto total, respecto a los extractos de
Et:Ag gracias a la extraccion selectiva. Aunque también se observaron porcentajes
de inhibicion inferiores a los obtenidos con la solucién Et:Ag, como lo fueron los
extractos AcOEXx (12.50 + 3.29%) y HeEx (17.11 + 3.95%) a una concentracion de
0.5 mg/ mLy 5 mg /mL, asimismo seria recomendable disefiar un segundo
procedimiento respecto a la extraccion selectiva ya que se pudiera realizar hasta
una tercera extraccion con la finalidad de aislar mas compuestos de interés e
incrementar su actividad antifangica como en el ejemplo que se muestra en la Fig.
20.
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Hojas de Jaca secas y pulverizadas

Extraccion con agua Extracto acuoso descartado
MIC >3 mg/ml
A,
Residuo seco
Extraccién con hexano E?<traCC|on con Extraccpn'con
diclorometano acetonitrilo
Extracto con hexano seco Extracto con diclorometano Extracto con acetonitrilo
(MIC=0.90 mg/ml) seco (MIC=0.45 mg/ml) seco (MIC=0.6 mg/ml)
Extraccion con acetona Extraccion con acetona Extraccion con acetona
Extracto con acetona Extracto con acetona seco Extracto con acetona
seco (MIC=1.19 mg/ml) (MIC=0.060 mg/ml) seco (MIC=0.70 mg/ml)

Figura 20. Ejemplo de extraccion selectiva

En cuanto a las diferentes concentraciones, la mayoria de los extractos mostraron
mayores porcentajes de inhibicion a la concentracion de 0.5y 2 mg/ mL, es probable
gue este comportamiento se deba a que a una concentracion de 5 mg / mL ocurra
una sobresaturacion ya que la solucion ha pasado el limite de soluto que el solvente
puede admitir, es decir, del total del volumen de PDA o PDB, sélo el 5%
correspondia al extracto diluido en su respectivo solvente, esto se realiz6 con el fin
de que el solvente no interviniera en los resultados obtenidos y que el volumen
agregado no modificara sensiblemente la composicién en nutrientes del caldo o
agar.

En general, los porcentajes de inhibicion altos que mostraron los extractos, pudieron
deberse a la presencia de compuestos de polaridad intermedia, ya que resultados
similares fueron reportados por Eloff y cols. (2017), quienes mencionan que los
extractos con polaridad intermedia tenian mucho mas actividad antifungica que los
muy polares o los completamente apolares, frente a todos los hongos estudiados,

entre ellos Penicillium expansum, Penicilium janthinellum, Colletotrichum
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gloeosporioides y Rhizoctonia solani a excepcion de Fusarium oxysporum, esta
afirmacion confirma los porcentajes de inhibicion presentados por el HeEx y el AgEX,
ya que el Hexano tiene un indice polaridad de 0.1 y el agua un indice de polaridad
de 10.2. También cabe resaltar que dentro de los compuestos de polaridad
intermedia destaca el acido clorogénico, el cual se encontrd en el extracto obtenido
con etanol, este acido se ha relacionado con la resistencia a Gloeosporium
perennans en manzanas jovenes, también el compuesto 3,4-dihidroxibenzaldehido
ha demostrado tener actividad fungistatica frente a Fusarium oxysporum en platano
verde (Barkai-Golan, 2001).

6.3.2.2 Inhibicién de germinacion de esporas

Con respecto a la inhibicion de germinacion de esporas, el ACEx y MeEx mostraron
un 100 = 0.00% en la inhibicion de esporas de C. gloeosporioides a las 3
concentraciones, mientras que el extracto obtenido con Et:Ag mediante APH (98.83
+0.76, 100 + 0.00 y un 100 + 0.00%), el HeEx (100 + 0.00, 98.33 + 0.58 y un 100 +
0.00%) y el AcOEx (100 %= 0.00, 99.67 £ 0.58 y un 100.00 %) mostraron un pequefo
decremento de estos porcentajes, dichos porcentajes corresponden a las
concentraciones evaluadas 0.5 mg/ mL, 2 mg/ mLy 5 mg / mL (Cuadro 9). Estos
resultados se obtuvieron a las 8 h de estudio, dado que transcurrido este tiempo, el
control mostré un 100% de esporas germinadas como se muestra en la Figura 21.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Hernandez-Albiter y cols. (2007),
quienes informaron actividad antifingica al evaluar el extracto crudo de chirimoya
(Annona cherimola) utilizando desde 50 hasta 300 ppm frente a C. gloeosporioides.
Otra posible teoria sobre la inhibicién de esporas es la presencia de un dieno y de
un monoeno en los extractos, el dieno inhibid la germinacion de las esporas vy el
crecimiento del micelio de C. gloeosporioides en frutos de aguacate verde (Prusky
y cols., 1991).
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Figura 21. Esporas germinadas de C. gloeosporioides (Control)

Cabe mencionar que posterior a las 24 h de la inoculacion de este fitopatégeno en
los tubos que contenian PDB, en gran parte de los extractos estudiados se
desarroll6 C. gloeosporioides (Fig. 22) tal como se observé en el analisis de
inhibicién de crecimiento micelial, resultados analogos se mostraron por Bautista-
Bafos y cols. (2002), quienes también evaluaron la actividad antiesporulante puesto
que después del tiempo de estudio, C. gloeosporioides crecié sobre extractos de
Annona reticulata, es probable que durante la incubacion, compuestos presentes en
los extractos disminuyan y esto permita el crecimiento del micelio, como se observo
por Prusky y cols. (1991), quienes reportaron que la concentracion de dieno
disminuyé diez veces permitiendo la continuacién del crecimiento del micelio y el

desarrollo de la enfermedad en frutos estudiados.

Figura 22. Espora de C. gloeospoioides en presencia del MeEx a las 24 h de estudio.
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Cuadro 9. Efecto de los extractos totales y de las fracciones en la inhibicion de

germinacion de esporas de C. gloeosporioides

% Inhibicién
Extracto Colletotrichum gloeosporioides
0.5mg/ml 2mg/ml 5mg /ml
EtAg o
EAM 81351 = o 72+321

EtAg 98.83

EEA 553 100 £ 0.00
Eiﬁg 90 + 2.65 by | go:351 : L 70%500
ZﬁEHX 100 £ 0.00 : : 100 0.00
/ELE;‘ 1004000 &/ 100 +0.00

QE%EX 100+ 0.00 100 + 0.00
ﬁgix 100 + 0.00 @, 100000 100 # 0.00
'\A"|§5X 1004 0.00 § - &® 100:000 . 100+0.00
ﬁgEHX 69+458 0. 2 60+ 1.00 s . 66x208

56



Por otra parte, el extracto que mostrd un 100 £ 0.00% de inhibicidn de la germinacion
de esporas de P. italicum a las 3 concentraciones, fue el AcCOEX, mientras que los
demdas extractos (Et:Ag/EAM, Et:Ag/APH, Et:Ag/EAU, HeEx, EtEx) mostraron
porcentajes de inhibicion arriba del 90% como se muestra en el Cuadro 10, mientras
que el MeEx present6 porcentajes de inhibicion del 89 £ 10.69, 99 + 1.00 y 99 +
1.26%. AgEx mostré un 78 + 5.57%, 80 + 13.58% y 77 *+ 9.07 correspondientes a
las diferentes concentraciones evaluadas frente al control a las 8 h de estudio (Fig.
23).

Figura 23. Esporas germinadas de P. italicum (Control)
Se observé el mismo comportamiento después de las 24 h de inoculacion del hongo
a excepcion del EtEx, HeEx, AcEt y Et:Ag/APH tal como se observa en la Fig. 24,
no obstante, cabe mencionar que la longitud del tubo germinal mostré6 una menor

elongacién en comparacion a las esporas germinadas de C. gloeosporioides.

Figura 24. Espora de P. italicum en presencia del AcEx a las 24 h de estudio.
Es posible que este comportamiento también se deba a diversos factores que
intervienen en la germinacion de esporas como son la temperatura, agua disponible
y humedad relativa; debido a que son esenciales para la germinacion de las mismas
(Barkai-Golan, 2001).
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Cuadro 10. Efecto de los extractos totales y de las fracciones en la inhibicién de

germinacion de esporas de P. italicum

% Inhibicion
Extracto Penicillium italicum
0.5 mg / ml (%) 2 mg /ml (%) 5 mg / ml (%)
EtAg AW iyt gy
EAM 99+1.15 @Y 98 +2.02
EtA &
APHg 100 + 0.00 7 99.5+0.87
oy 981087 | oex511 BUGED  o6x161
HeEXx g
APH 100 £ 0.00 100 £ 0.00
EtEX 99.83
APH 0.29
QE%EX 100 £ 0.00 : | 100+ 0.00 | 100 +£0.00
AcEXx 99.83 +
APH 029 100 £0.00 &
MeEx ? 2% On 57
APH 89 +10.69 o Ko S ATy 99+ 1.26
AgEX S
APH 78557 80+ 13.58

58



6.3.3 Identificacion de compuestos en el extracto fendélico total y en las
fracciones por HPLC-DAD-ESI-M

El Cuadro 11, muestra una posible identificacion de los compuestos que se
encuentran presentes en cada fraccion obtenida a partir del extracto crudo,
asimismo se muestra la identificacion de los extractos obtenidos mediante una
solucién Et:Ag mediante EAM, APH y EAU. En general, se identificaron un total de
21 posibles compuestos, la composicion fendlica en las diferentes fracciones vario,
los extractos que contenian una variedad mas amplia de compuestos fendlicos
fueron el extracto obtenido mediante Et:Ag/EAM, HeEx y EtEXx, dentro de estos
compuestos cabe destacar la presencia de Kaempferol 3-O-rutinoside, acido citrico,
acido quinico, &cido clorogénico, apigenina 8-C-xilosido-6-C-glucosido (Vicenin 3) y
catequina, algunos de estos se reportaron por Elhawary y cols. (2018), quienes
analizaron por HPLC-ESI-MS/MS 13 variedades de Ficus spp. (Moraceae) y su
correlacién con actividades inhibitorias antimicrobianas. En efecto, se pudieron
diferenciar los compuestos presentes en cada uno de los extractos, principalmente
en el EtEx, se pudo observar la presencia de acido clorogénico y catequina, a
diferencia de los demas extractos, que no mostraron presencia de éstos, por lo que
es posible que el alto porcentaje de inhibicidbn en el crecimiento micelial de C.
gloeosporioides con el EtEx sea debido a estos compuestos.

Conviene subrayar que el método de extraccion influye ampliamente en el perfil
fendlico de los extractos (Xia y cols., 2010).

Asimismo en otro estudio realizado por Mendoza y cols. (2013), donde utilizaron 2
métodos de extraccion para obtener extractos de subproductos de uvay un posterior
fraccionamiento con hexano, cloroformo y acetato de etilo, se reporté también la
presencia de quercentina, kaempferol y catequina, por mencionar algunos, de
manera que las fracciones con polaridad intermedia de los extractos obtenidos con
metanol o etanol mediante agitacion constante durante 4 h presentaron las
actividades antifungicas mas altas, resultados semejantes se obtuvieron en el

presente estudio.
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Cuadro 11. Identificacion tentativa de metabolitos secundarios en fracciones obtenidas de la hoja de jaca usando HPLC-

DAD-ESI-MS; indicando presencia (+) o ausencia (-) de estos metabolitos.

Distribucion de compuestos las diferentes fracciones

No. UV max. (hm) m/z Fragmentos Posible compuesto  Formula
experimental molecular EtAg EtAg EtAg HeEx EtEx ACOEx AcEx MeEx AgEx
EAM  APH EAU APH APH APH APH APH APH
1 230,260,325 593.1509 285 1Kaempferol 3-O- C27H320015 - - - + - - - - -
rutinosido
2 741.1934 2Kaempferol 3-O-B-  Caz2H38020 + - - - - - - - -
D_
apiofuranosilo
226, 275 191.0204 111 3Acido citrico CeHsO7 + - - - + + - - -
4 240, 285,325 179.0352 135 3Acido cafeico CoHsgOa - - + - - - - - -
5 227, 285 191.0556 115, 129, 3Acido quinico C7H1206 + - - - + + - - -
101, 111
6 226, 257 164.073 147 SFenilalanina CoH11NO2 - - - + - - + - -
7 240, 285, 325 353.0905 191 1Acido clorogénico C16H1809 - - - - + - - - -
8 288, 330 511 4Cistanosido C21H28013 - - - + - + - - +
9 273, 329 515.3197 353.25, 1Acido 3,5- Ca2s5H24012 + + - + + - - - -
335.59, Dicaffeoilquinico
267.66,
161.52
10 487 5l-isoleucina, C24H42FsNO3 + + + + + - + + +
n_
pentafluoropropionil-
, pentadecil éster
11 150.217 5Carvacrol C10H140 + - - - - - + - -
12 227, 277 315.1073 123, 153 5|sémero C14H200s - - + - - + - - -
hidroxitirosol-
hexosa
13 237, 286 285.0373 SLuteolina C15H1006 - - - + - - - - -
14 279 288.9968 289.00, 1Catequina C15H1406 - - - - + - - - -
271.15,
245.20,
205.30,
179.27
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15

16

17

18
19
20
21

271, 354

271, 330

287

290, 330

622.8761

563.1572

271.2468

305.0643
605.2459
639
355.104

447.04,
387.18,
315.16,
271.27,
178.52
473.2,
443.17,
353.28

271.25,
253.37,
232.70,
225.43

193

llsoramnetin 3-O-
rutinésido

1Apigenina 8-C-
xilosido-6-C-
glucésido (Vicenin
3)

INaringenina

SEpigalocatequina
2Penstebiosido
4B-OH-acteosido

2Acido ferulico 4-O-
glucésido

C21H20011

C26H28014

C15H1205

Ci5H1307
C27H42015
C29H36015
Ci10H1004

lElhawary y cols. (2018)
2Gémez-Caravaca y cols. (2011)

3L6épez-Cobo y cols. (2014)

4Timéteo y cols. (2015)
SNIST (National Institute of Standards and Technology)
6Talhaoui y cols. (2014)
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

La Alta Presion Hidrostatica fue el mejor método de extraccién al evaluar la actividad
antifangica de los extractos.

La extraccion selectiva permitié obtener extractos con mayor actividad antifangica.

Se observé que las fracciones de polaridad intermedia de la hoja de jaca,
presentaron las actividades antifUngicas mas altas, la fraccion que mostré el
porcentaje de inhibicion mas alto frente a C. gloeosporioides fue el extracto obtenido
con etanol con una inhibicion del 83.78 + 1.25%, mientras que para P. italicum fue

la fraccion obtenida con metanol, mostrando un 66.45 + 5.92%.

Asimismo, mediante la identificacion por HPLC-DAD-ESI-MS, se encontré la
presencia de compuestos fendlicos como: acido citrico, acido cafeico, catequina y
acido clorogénico, estos compuestos pudieran estar ejerciendo actividad antifangica
frente a C. gloeosporioides y P. italicum.

La hoja de jaca se puede considerar como fuente viable para la extraccion de
compuestos con actividad antifingica frente a los hongos estudiados.
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