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RESUMEN

El hongo de la marchitez Fusarium oxysporum Schltdl. (Hypocreales: Nectriaceae) es
un agente fitopatbgeno que afecta a numerosas especies vegetales, causando
pérdidas econOmicas en la agricultura. El uso frecuente de fungicidas de sintesis
guimica ha incrementado la resistencia de fitopatdégenos, ocasionando la busqueda de
nuevas alternativas. El uso de extractos vegetales, ricos en compuestos fendlicos con
propiedades antimicrobianas y antifiUngicas, se promueve como una alternativa
sostenible para controlar enfermedades. El cascalote Libidibia coriaria (Jacq.) Schitdl.
(Fabaceae), que contiene altos niveles de polifenoles, ha sido reportado con
propiedades antifungicas. El objetivo de la presente investigacién fue evaluar el
potencial bioldgico in vitro de extractos de cascalote (L. coriaria) contra F. oxysporum.
Se realizaron extracciones de cascalote utilizando dos disolventes: metanol-agua
(80:20) y metanol-agua-acido lactico (80:19:1), y dos sistemas de extraccion
(maceracion y ultrasonido). Ademas, se prepararon tres extractos crudos con etanol
100% (maceracién 24 h y 15 dias), y metanol-agua-acido lactico. Para cada extracto
se elaboraron distintas concentraciones, y se evalud la actividad antifangica usando la
técnica de medio envenenado con 10 repeticiones por tratamiento. Los extractos de
cascalote inhibieron el crecimiento micelial de F. oxysporum, el extracto purificado con
metanol-agua (80:20) fue el méas efectivo, con una inhibicion del 63.5% a una
concentracion de 10,000 ppm y una concentracién inhibidora del 50% (Clso) de 4,696
ppm. La caracterizacion FTIR de los extractos de vainas de cascalote obtenidos
mediante ultrasonido mostraron la presencia grupos funcionales asociados a fenoles,
taninos y flavonoides, los cuales han sido ampliamente reconocidos por su actividad
antifangica y podrian estar asociados en la inhibicion del crecimiento de Fusarium

oxysporum.

Palabras Clave: extractos vegetales, hongo fitopatdgeno, FTIR, revalorizacion,

compuestos fendlicos.
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|. INTRODUCCION

El género Fusarium (Hypocreales: Nectriaceae) es responsable de innumerables
crisis agricolas, siendo parte de la inseguridad alimentaria en diversas regiones de
México y en mas de 32 paises del mundo (Huarhua-Zaquinaula, 2018). El hongo
fitopatdgeno Fusarium oxysporum Schitdl. (Hypocreales: Nectriaceae) es una
especie saprofita, cosmopolita y presente en la mayoria de los suelos (Torres et al.,
2022), que causa dafio a diversos cultivos de importancia agricola y una de las
enfermedades mas dificil de controlar y con la capacidad de parasitar a mas de 100
especies de plantas gimnospermas y angiospermas (Garcés-de Granada et al.,
2001). Este hongo afecta gravemente el cultivo del tomate, causando la marchitez
vascular, cuyos dafios en rendimiento en campo abierto e invernadero reportan
pérdidas que ascienden hasta el 60-100% si no se le controla (Tucuch et al., 2021).
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici se ha agrupado principalmente en tres razas
fisioldgicas (raza |, raza ll, raza lll) relacionadas a su capacidad para infectar grupos
de cultivares en tomate, siendo la raza Ill las mas devastadora (Huarhua-

Zaquinaula, 2018).

Para combatir la enfermedad se han aplicado fungicidas de sintesis quimica. No
obstante, el uso frecuente de estos ha incrementado la resistencia de patégenos en
plantas causantes de enfermedades (Ghini y Hiroshi, 2000). Los extractos vegetales
son una alternativa al uso de fungicidas sintéticos y pueden ser obtenidos de
diversas partes u 6rganos de una planta: hojas, tallos, raices, corteza y frutos. Su
importancia radica en la concentracion y tipo de metabolitos secundarios presentes,
y que puedan ejercer cierta actividad contra algun patégeno (Hernandez et al.,
2007). El “cascalote” Libidibia coriaria (Jacq.) Schitdl (Fabaceae), es una especie
distribuida en México, América Central y el Caribe de crecimiento tipo arbustivo,
utilizada principalmente como curtiente de pieles debido a su alto contenido de
taninos y como una fuente de materia prima en colorantes (Cordero et al., 2023). Se
ha reportado que contiene compuestos bioactivos como flavonoides, alcaloides,
glucosidos, saponinas y antraquinonas, a los cuales se les atribuye actividad
antimicrobiana (Pitre Ruiz et al., 2021). El objetivo de la presente investigacion fue

evaluar el potencial bioldgico in vitro de extractos purificados de cascalote contra F.
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oxysporum. Adicionalmente, se realiz0 la caracterizacion e identificacion de grupos

funcionales mediante espectroscopia infrarroja por transformada de fourier FTIR.

1.1. Justificacion

El uso irracional de pesticidas genera dafio al ambiente y a la salud de los
productores, ademas, de la pérdida de efectividad como estrategia de control y
desarrollo de resistencia en algunos fitopatdogenos. F. oxysporum es el hongo
causante de la marchitez en plantas vasculares y otras enfermedades de la raiz,
foliares y fruto, siendo una de las enfermedades de més dificil control debido los
dafios causados, ya que las pérdidas ascienden hasta un 90-95%. Ademas de esto,
las esporas de F. oxysporum pueden permanecer por largos periodos en el suelo a
la espera de condiciones para poder germinar en algin hospedero haciéndolo un
patdégeno saprofito ubicuo, capaz de crecer en diferentes sustratos y hospederos

como: plantas, animales y humanos.

En la busqueda de alternativas efectivas para el control de hongos fitopatégenos,
sin efectos negativos a la salud humana y animal o resistencia de fitopatdégenos y
riesgos al ambiente, surgen como alternativa los extractos vegetales. El cascalote
es una especie vegetal que presenta una diversidad de compuestos bioactivos con
actividad antimicrobiana, cuyo material vegetal actualmente es poco aprovechado
haciendo disponible una gran cantidad esta materia prima vegetal como es la vaina

(fruto) para su aprovechamiento como fuente de compuestos ricos en polifenoles.

La obtencidén de estos compuestos y evaluacion del potencial bioldgico in vitro como
potencial antifingico puede dar apertura al desarrollo posibles investigaciones
sobre compuestos de interés que pudiesen estar presentes con fines en diversas
investigaciones. Finalmente, el desarrollo de un proceso de extraccién puede
revalorizar el aprovechamiento de este material vegetal, dandole un valor agregado
debido a las propiedades biolégicas presentes, incrementando su valor en el
mercado y ampliando sus usos en diversas aplicaciones o fines mas especificos

debido al amplio espectro que presentan los compuestos de esta especie.
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1.2. Hipotesis

La aplicacion in vitro de extractos hidrometanolicos de cascalote inhibira el

crecimiento micelial de Fusarium oxysporum al menos en un 50%.

1.3. Objetivo general

Evaluar el potencial bioldgico in vitro de extractos de cascalote (Libidibia coriaria)

contra Fusarium oxysporum.

1.4. Objetivos especificos

1.4.1. Obtener extractos de cascalote mediante ultrasonido

1.4.2. Evaluar el potencial biologico in vitro de los extractos de cascalote contra F.

oxysporum.

1.4.3. Caracterizar el perfil de compuestos bioactivos del extracto mediante FTIR.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades sobre el cascalote (Libidibia coriaria)

Caesalpinia es el género dedicado por Carlos Linneo a el naturalista botanico,
médico y filosofo Andrea Caselpinio (1509-1603) (Ulibarri, 2008) y del epiteto
“coriaria” del latin: corium=cuero, haciendo referencia a las cantidades de taninos
presentes en esta especie, usada para curtir el cuero (Mufioz et al., 2012). También
es comunmente conocida como: cascalote, dividivi o nacazcalotl en nahuatl de la
palabra nacaz (tli), haciendo referencia a una oreja, y colotl, encorvado: asi por la
forma del fruto (Enciclopedia Guerrerense, 2020). En diversas regiones, se puede
encontrar con diversas especies forestales y no se considera una especie silvestre
en riesgo por la SEMARNAT (Mora Santacruz et al., 2018).

2.2. Distribucion, hébitat y origen

El cascalote Caesalpinia coriaria es una especie nativa de México y el Caribe
extendiéndose hasta Colombia y Venezuela (Manuel Pablo, 2018). Se encuentra
distribuida principalmente en los estados del Noroeste y sur de México (Guerrero,
Chiapas, Oaxaca, Michoacéan, Sinaloa, Colima, Jalisco, Nayarit) y algunas otras
regiones de Centroamérica, Las islas del Caribe e inclusive llegando a regiones de
Colombia (Cordero et al., 2003). Se ha reportado esta especie en bosques tropicales

estacionalmente secos o semisecos (Manuel Pablo, 2018).

Esta especie también ha sido introducida en algunos paises o islas del mundo
tropical principalmente India, Mauritius, Malawi registrada como invasora y sin

reportes o de evidencia de impacto (GBIF, 2022).
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Simbologia
& Caesalpinia coriaria
@ Area de mayor distribucion.
@ Lugar de recoleccion de la muestra

Figura 1. Distribucion de L. coriaria en México- Centroamérica. Fuente:
Elaboracion propia basada en GBIF, 2022; CONABIO, 2021.

2.3 Botanica
2.3.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Leguminoseae

Género: Libidibia

Especie: coriaria

2.4. Ecosistema

Esta especie forma rodales ya sea puros o mixtos con otras plantas nativas
silvestres, y se encuentra asi en diferentes ecosistemas: matorrales, bosque seco,
pocas veces en bosques caducifolios y regiones de la zona pacifica, creciendo de
entre 0-600 a 1,599 msnm (Quezada et al., 2010).
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Figura 2. Arbol de cascalote (Fotos tomadas en San Miguel Totolapan, Guerrero).

2.5. Descripcion morfolégica

Es una especie arbustiva de tipo silvestre de hasta 11 m de altura, corteza
escamosa y tronco con estructura irregular y acanalada o en forma de costilla, con
un diametro en tronco de 45 cm aproximadamente (Figura 3). Su temperatura
optima de desarrollo es de 24 a 28 °C. La madera de esta especie es muy dura 'y

de color café rojizo (Mora Santacruz et al., 2018).

Figura 3. Corteza y tronco del arbol de cascalote (Fotos tomadas en San Miguel

Totolapan, Guerrero).
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2.5.1. Caracteristicas de la hoja

El cascalote posee hojas pequefias de tipo compuestas: pinnadas de 10 a 15 cm de
longitud, con 3 a 10 pares y una pinna en la parte terminal presentando de 10 a 28
pares de foliolos de 4 a 8 mm de longitud y 1 a 1.5 mm de ancho (Cordero et al.
,2003); y de tipo helicoidales, alternas, pinnadas de raquis de tipo velloso, con 5 a
7 pares de pinnas y foliolos de caracteristicas oblongas de 10 x 3 mm (Mora
Santacruz et al., 2018) (Figura 4).

Figura 4. Hojas de cascalote (Fotos tomadas en San Miguel Totolapan, Guerrero).

2.5.2. Caracteristicas de la flor y fruto

Contiene racimos pequefios y cortos, cada flor de tamafio pequefio de un color
crema o verde palido. El fruto (vaina) es de color café obscuro, duro e indehiscente,
de forma aplanada, curveada o enroscada, de 3-6 cm de largo por 2 cm de ancho

(Figura 5) y contiene de 3-8 semillas de forma ovalada plana (Quezada et al., 2010).
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Figura 5. Flor y fruto (vaina) de cascalote. Fotos tomadas en San Miguel

Totolapan, Guerrero).

2.5.3 Caracteristicas de la semilla

Las semillas de esta especie presentan forma elipsoide o reniforme, tienen un
tamafio de 6 a 7 mm de largo por 4.92 mm de ancho y presentan una coloracién
café brillante y una envuelta exterior comprimida (Mora Santacruz et al., 2018).
Presenta la peculiaridad de tolerar la desecacion a través de procesos fisioldgicos
gue le sirven para permanecer en un estado de latencia para su posterior

germinacion, considerada una semilla ortodoxa (Castillo Lorenzo et al., 2022).

8
CamScanner




Figura 6. Fruto (vaina) y semilla de cascalote.

2.6. Importancia

Su importancia radica desde finales el siglo XIX, donde la utilizacién del cascalote
fue una de las materias primas mas utilizadas como curtiente (De Le6n, 2023). En
diversas regiones de México, en la actualidad se le sigue dando uso en la curtiduria
de las pieles de animales debido a un alto contenido de taninos (Mora Santacruz et
al., 2018).

Las semillas de cascalote son utilizadas en la elaboracion de cerveza. La materia
prima principal es la malta a partir de la semilla, obteniendo un producto
caracteristico en olor, color y sabor unico siendo asi estd una alternativa de

innovacion en el mundo de las cervezas artesanales (Davalos Duarte et al., 2020).

2.7. Industria textil

En la region de Tierra Caliente en el estado de Guerrero, los frutos y corteza de esta
especie son utilizados para la elaboracion de tintas roja y negra para tefiir telas.
También en la parte del curtido de pieles de animales tiene un papel importante
debido a que cuenta con propiedades astringentes. Esta materia prima se
comercializa a curtidores de pieles que se encuentran en la parte centro de la
Republica Mexicana principalmente los estados de Guanajuato y Jalisco en la

industria del calzado (Enciclopedia Guerrerense, 2020).
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2.8. Forraje

Las especies arboreas que pertenecen a la familia Leguminoseae tienen un amplio
reconocimiento por parte de los ganaderos como una fuente de alimento muy
importante para el ganado, principalmente de interés el fruto en tiempo de seca o
escasez, y en época de lluvias el forraje. Se ha reportado que el cascalote tiene un
alto valor debido a que tienen un alto contenido de proteina en forraje, su
disponibilidad de frutos en estaciones de seca, lo hacen un recurso sumamente
importante en la ganaderia extensiva y también para la fauna silvestre (Mora
Santacruz et al., 2018).

2.9. Propiedades y compuestos bioactivos del cascalote

El cascalote es una leguminosa arbOrea con diversos usos, desde medicina
tradicional por sus propiedades antiinflamatorias y antisépticas, empleado contra
enfermedades gastrointestinales por su actividad antibacteriana, ya que ha
demostrado efecto contra bacterias gram (+) y gram (-) que llegan a presentar
resistencia a multiples farmacos. Se ha reportado la actividad anticancerigena de
extractos de hojas de C. coriaria, asociada a la presencia de galato de etilo,
estigmasterol y acido gdlico (Garcia Hernandez et al., 2019). Asimismo, Mora
Santacruz et al. (2018) mencionan que los frutos son una fuente de taninos, con
hasta un 35.5% de hidrolizables y 10.4% de condensados. De Jesus Martinez et al.
(2020) realizaron extracciones hidroalcohdlicas de Caesalpinia coriaria donde
identificaron compuestos como el galato de etilo y galato de metilo. Ademas del
galato de etilo, se ha reportado la presencia de acido gdlico en extractos
hidroalcohdlicos de hojas de cascalote, mientras que en el fruto maduro se encontré
galato de metilo por HPLC (Garcia Hernandez et al., 2022)

Pitre Ruiz et al. (2021) realizaron una extraccion por Soxhlet empleando etanol y
metanol al 98%, y dentro del perfil fitoquimico reportado identificaron metabolitos
secundarios del grupo de los flavonoides, taninos, glucosidos, alcaloides, saponinas
y antraquinonas. Otros autores reportan la presencia de vitaminas (B1, B3 y B5),
fenoles (acido elagico y acido siringico, y en menor concentracion catecol, acido

cafeico y el acido cindmico) y flavonoides (quercetina y hesperidina, y en menor
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concentracion luteolina, kaempferol y naringina) en extractos acuosos de cascalote
identificados por HPLC (Hernandez Ruiz et al., 2024).

2.10. Actividad antifungica

La actividad antifungica de los compuestos polifendlicos esta relacionada con la
capacidad que estos tienen para lograr inhibir el crecimiento, respiracion,
reproduccién, y diversas funciones vitales en el organismo. Esta accion se realiza
mediante la oxidacion de enzimas especificas, logrando inhibir la funcién vital. Se
ha reportado que los compuestos polifendlicos pueden unirse a las cadenas de
ADN, logrando interrumpir la reproduccién o sintesis de diversas proteinas y
elementos vitales en organismos (Martin Gordo, 2018).

2.11. Biodisponibilidad de los compuestos fendlicos en células vegetales

Los compuestos fendlicos no estan distribuidos de manera uniforme en la mayoria
de plantas a nivel celular, subcelular y tisular. Por ello, se pueden encontrar de
manera soluble (libres y conjugados) e insoluble (enlazados), unidos con enlaces
covalentes a azUcares 0 algunos otros compuestos estructurales en la pared celular
(Figura 7). La fraccion insoluble forma parte de la pared celular, mientras que la
soluble se encuentra en las vacuolas de la célula vegetal (Capistran Carabarin et

al., 2019).

Fenoles enlazados
(Insolubles)

Celulosa

¢
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Pared celular

Figura 7. Localizacion de los compuestos fendlicos en la célula vegetal. Fuente:(

Capistran Carabarin et al., 2019).
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2.12. Compuestos fendlicos solubles

Son compuestos de bajo peso molecular su tamafio ocila entre 500 y 5,000 Da
(Valencia Avilés et al., 2017) que generalmente se pueden almacenar en vacuolas
de las células vegetales. Algunas formas solubles conjugadas o esteres las
podemos encontrar de forma esterificada con moléculas de azucar (Perea et al.,
2018), de facil extraccion solido-liquido ya sea utilizando técnicas de extraccion
convencional (maceracion) o mas avanzadas (ultrasonido), asi como solventes
organicos: etanol, metanol, cetona o algunas mezclas de diferentes solventes
(Herrera Pool et al., 2019), de los cuales el metanol es un excelente solvente para

obtener buenos rendimientos de extraccion (Salinas Flores et al., 2019).

2.13. Compuestos fendlicos no solubles

Son compuestos que pueden ser de alto o bajo peso molecular, que se encuentran
generalmente asociados a estructuras de pared celular mediante enlaces
covalentes, puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas (Figura 8). La forma
mas comun para liberar estos compuestos es mediante hidrdlisis 4cido o alcalina

(Herrera Pool et al., 2019; Perea Dominguez et al., 2018).

Compuestos fendlicos

Lignina

Proteinas estructurales

Pectina

Microfibrillas de celulosa

S,/ LA

Hemicelulosa

Figura 8. Representacion de la union de compuestos fendlicos con las estructuras
de la pared celular de la célula vegetal. Fuente: Herrera Pool et al. (2019) y Perea
Dominguez et al. (2018).
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Las paredes secundarias de la célula vegetal se caracterizan porque se encuentran
presentes en células que han dejado de crecer. Poseen moléculas complejas como
ceras, suberinas, celulosa, y liginina. La lignina es un polimero aromético que se
encuentra de manera abundante en la naturaleza y entre el 15 y 40% en paredes
secundarias de la célula (Cerda Mejia, 2016). En algunas excepciones, las ligninas
no existen en la pared primaria y se encuentran constituidas por la polimerizacion
de fenoles formada por la via enzimatica fenilpropanoide (Pifiol et al., 2008). Se
conoce que la lignina se sintetiza cuando los depdsitos de la pared celular
secundaria comienzan presentando enlaces C-C, éster, éter. La diversidad de
enlaces es enorme, por lo que la variacion de moléculas de ligninas llega a ser
impredecible, existiendo muchos fenoles glicosilados. Las ligninas tienen la
capacidad de unirse covalentemente a moléculas de celulosa, hemicelulosa y
algunas proteinas estructurales de la pared celular (Cardemil et al., 2007).

2.14. Metodologias de extraccién de compuestos polifenélicos

En su gran mayoria se utilizan solventes organicos como etanol, metanol, hexano y
acetona. Sin embargo, es importante considerar otros factores como la temperatura,
ya que un valor elevado puede degradar los compuestos, afectando la eficiencia de
extraccion (Segovia Gémez et al., 2013). La extraccion solido-liquido consiste en
disolver una muestra de componentes o grupos de componentes de una matriz
solida (soluto) en un solvente liquido adecuado y afin al soluto para obtener un

compuesto soluble (Ullauri, 2010).
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El solvente entra en contacto
con las células vegetales

Célula vegelal

Flujo del \ Flujo del

solvente solvente
A) Ingreso de flujo del
solvente hacia

dentro de la célula

Los compuestos extraibles siguen un
gradiente de concentracion hacia el
exterior de la célula

Compuestos
fitoquimicos extraibles

Ingreso de I
solvente

Salida de I
solvente

B) Al momento de ingresar el solvente
en las células entra en contacto con los
compuestos extraibles del interior para
posteriormente salir hacia el exterior
produciendo un arrastre de los
compuestos de importancia, a este
fenomeno es favorecido por la difusion
simple.

Figura 9. Diagrama de extraccion solido-liquido en material vegetal.

Dentro de las técnicas de extraccion (Cuadro 1), destaca el uso convencional de la

maceracion, aunque recientemente se ha optado por otras tecnologias verdes como

el ultrasonido.

Cuadro 1. Técnicas ampliamente utilizadas para la extraccion de compuestos

bioactivos.

Convencionales

No convencionales

Maceracion
Soxhlet
Hidrodestilacion
Infusion
Agitacién

Percolacion

Ultrasonido
Microondas
Liguidos presurizados
Fluidos supercriticos

Extraccidn enzimética

Fuente: Arana Torres (2021); Tarazona Diaz et al. (2020); Wong Paz et

al. (2020).
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2.15. Maceracion

Esta extraccion se realiza a temperatura ambiente protegiéndose de la luz. Consiste
en poner a remojar el material vegetal (preferente molido) en el solvente (etanol,
metanol, agua, etc.), este ultimo penetrard logrando disolver diversas porciones
solubles. Esta mezcla se deja en reposo (desde 24 h hasta 15 dias) con movimiento
esporadico (puede ser agitacion) para posteriormente filtrar, obteniendo una

fraccion solida y liquida (Amaguafia y Churuchumbi, 2018).

2.16. Extraccidn asistida por ultrasonido

Esta técnica verde es simple, versatil, con gran eficiencia de extraccion y permite el
uso de volimenes muy pequefios de solvente o incluso eliminar el uso de solventes
organicos. Es un tratamiento fisico, selecitvo y con alto rendimiento, ademas de ser
amigable con el medio ambiente (Ramoén & Gil Garzén, 2021). Este tipo de
extraccion se basa en el uso de sonido de alta frecuencia, con el fin de obtener el
compuesto del material vegetal, las particulas del soluto (solido) y solvente (liquido)
vibran acelerdndose a través de la accion ultrasénica, y el soluto (solido) pasa a la
fraccion del solvente rapidamente (Figura 10). La irradiacion sénica puede ser de
manera directa (sonda-muestra) o indirecta (bafio ultrasénico) (Medina Torres et al.,
2017). Los fendmenos fisicos pueden afectar la extraccion de sustancias a traves
de la sonicacién, dependiendo si las sustancias de interés se encuentran en algunas

células externas o internas de un tejido (Azuola & Vargas, 2007).
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implosion se induce sobre la
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de la célula vegetal lo que
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interior del solvente y como
resultacdo una mejor
extraccion de compuestos
fotoquimicos.

Figura 10. Esquema del proceso de extraccion asistida por ultrasonido en una
matriz vegetal. Fuente: Herrera-Pool et al. (2019).

Es de suma importancia reducir el tamafio de particula de la muestra vegetal para
ir incrementando el area de exposicion muestra-solvente y el efecto causado por la
cavitacion, la cual genera micro burbujas en el medio liquido y como resultado la
formacion ininterrumpida de muchas micro burbujas las cuales implosionan,
colapsando violentamente para después volver rapidamente a su estado original
(Medina Torres et al.,, 2017). Dicha implosion implica la liberacién de energia
acumulada, ocasionando aumento de temperatura de manera instantanea. Esta
energia afecta la estructura celular en el micro entorno alterando propiedades fisicas
y quimicas dando como resultado la liberacién de compuestos de importancia a

extraer (Ramoén & Gil Garzon, 2021).

2.17. Variables en el proceso de extraccion
La eficiencia del proceso de extraccion dependera de las condiciones del proceso,
la preparacion del solido (soluto) y su respectivo tamafio de particula (trituracion y

molienda de las muestras), tipo de disolvente a utilizar, temperatura, tiempo de
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extraccion, y la exposicion a la luz en caso de compuestos fotosensibles (Ramén &
Gil Garzén, 2021; Roa Caceres et al., 2023).

La temperatura y el tiempo son sumamente importantes, ya que se ha reportado
gue largos periodos de extraccion pueden llegar a provocar la oxidacion de los
compuestos fendlicos, lo cual puede disminuir el rendimiento dentro del proceso.
Otro aspecto a considerar es el punto de ebullicién del solvente empleado, asi como
el punto de temperatura de degradacion del compuesto de interés (Ramén & Gil
Garzoén, 2021).

La solubilidad de los compuestos polifenolicos esta mediada por su naturaleza
guimica de la muestra donde se extraeran y la polaridad de los diferentes
disolventes a utilizar. Las muestras de material vegetal pueden contener
compuestos como los acidos fendlicos (simples), y taninos (altamente
polimerizados) en diferentes proporciones, por lo que es dificil estandarizar un
proceso unico de extraccion debido a las infinitas variables que se pueden presentar
(Ramoén & Gil Garzén, 2021).

Los disolventes ocupan un papel importante en diversos sectores que involucran
una cantidad infinita de procesos de fabricacion, principalmente en la industria
guimica, siendo sustancias consideradas como versatiles utilizadas para disolver
compuestos (solutos) y asi mismo también facilitan reacciones quimicas (Aguirre
Dominguez, 2023). En base a la distribucion de sus moléculas (configuracion
electronica), los podemos encontrar como: polares (proticos y aproticos) y apolares
también conocidos como (no polares) ademas de sus diferentes caracteristicas

Unicas que presentan.

2.18. Disolventes polares

Presentan la caracteristica de poseer una distribucién asimétrica de su nube
electrénica (Aguirre Dominguez, 2023) (una separacion en el extremo una carga
positiva y en el otro una carga parcialmente negativa), teniendo un dipolo
permanente presentando afinidad con compuestos polares debido a las cargas

puestas que presenta (Figura 11), lo que le permite interactuar y disolver diversas
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sustancias ya sean idnicas y polares, asi como, acidos y bases y sales (Morales y
Vazquez, 2013).

El disolvente (metanol) rodeando la
molécula de fenol simple en base a
su polaridad, formando puentes de
hidrogeno para su arrastre.

Figura 11. Representacion molecular del arrastre producido por metanol a una

molécula simple de fenol. Fuente:(Nufiez, 2008).

Ejemplos de diferentes disolventes polares: agua, etanol, metanol, isopropanol,

acetona, acetonitrilo, dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) (Figura 12).

H
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Figura 12. Estructuras de disolventes polares proticos de las moleculas. Fuente:
(Ndfez, 2008)
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2.19. Disolventes polares proticos

Se caracterizan por tener por lo menos un atomo de hidrogeno que se encuentra
unido de manera directa a un atomo electronegativo (H-N, H-O), se consideran
buenos disolventes para compuestos iénicos (sales) por su capacidad de poder
formar enlaces de hidrogeno con aniones y teniendo los pares de electrones no
enlazantes en el &tomo de nitrdgeno u oxigeno interaccionando con los cationes a
los que recibe el nombre de ion-dipolo. Ejemplos: metanol, agua, acido acético,

amoniaco, etanol, etc. (Morales y Vazquez, 2013).

2.20. Disolventes polares aproticos

Se caracterizan porque no poseen atomos de hidrogeno que se encuentren unidos
directamente a un atomo electronegativo. Pueden estabilizar muy bien los cationes
(+) en cambio no los aniones (-). Un ejemplo de este grupo es la acetona (Figura
13) (Morales y Vazquez, 2013).

Acetona

Figura 13. Estructura de un disolvente polar aprético: acetona. Fuente: (Nufez,
2008).

2.21. Disolventes no polares o apolares

Poseen una distribucion simétrica de su nube electronica (careciendo de una
distribucion en sus cargas eléctricas) y sus polos no estan bien definidos. Por lo
tanto, carecen de un dipolo permanente (Aguirre Dominguez, 2023). Asimismo,
presentan afinidad por compuestos no polares 0 que presentan poca polaridad,
interactuando con compuestos cuya distribucion de carga se encuentra de manera

mas uniforme. No obstante, su uso se ve limitado como solventes de sustancias
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ionicas o altamente polares. Un ejemplo de estos disolventes es el benceno (Figura

14) (Morales y Vazquez, 2013).

C)\ \// \\ '\/QD
“\;) /’—\\ )

o\ / e
c ) N7 c
“)\ /‘)\'9

Ny
@

Benceno

@

Figura 14. Estructura del benceno, un disolvente no polar o apolar (Nufiez, 2008).

Otros aspectos a considerar a la hora de elegir el solvente de extraccion adecuado

se enlistan en el cuadro 2 (Chapa Barrios, 2023).

Cuadro 2. Consideraciones importantes para tomar en cuenta al momento de

seleccionar un solvente a utilizar.

Caracteristicas paraelegir Consideraciones
un solvente
Selectividad El disolvente debe ser selectivo y afin con el

compuesto bioactivo para llevar a cabo un buen

arrastre.

Reactividad El disolvente no debe presentar reactividad
quimica con algunos otros compuestos que pueda

contener el extracto.

Punto de ebullicién Un punto bajo permite eliminar el disolvente de
extraccion.
Viscosidad El disolvente debe tener baja viscosidad Osea

liquido fluido y no liquido espeso.
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Costos Que no sean altos.

Seguridad El disolvente debe ser lo menos toxico, inflamable
o corrosivo y de ser preferente en lo absoluto para
reducir el impacto al medio ambiente y salud en

humanos.

Recuperacion Es importante para una correcta separacion y

recuperacion del disolvente.

Presion de vapor Una presion de vapor baja y asi evitar la pérdida
de solvente por evaporacibn al momento de

realizar la extraccion.

2.22. Uso de extractos de plantas en la agricultura

En la agricultura el uso de pesticidas de manera indiscriminada en la agricultura ha
sido una de las préacticas que ha causado contaminacion ambiental, incluyendo
problemas de salud humana y generando la resistencia en patégenos. En la
busqueda de diversas alternativas para la disminucién del impacto generado por
estos productos fitosanitarios utilizados en la agricultura, surgen el uso de plantas
gue contienen una amplia variedad de compuestos con actividad fungicida,
bactericida, insecticida, y nematicida, siendo esta una excelente alternativa ante la

problematica del control de plagas y enfermedades (Ferdin & Aguilar, 2015).

Se ha reportado que algunos extractos de plantas presentan actividad como
estimuladores de desarrollo fisiolégico y en otros casos como mecanismos de

defensa contra diversas plagas y enfermedades (Garcia-Garcia, 2019).

En los ultimos 25 afios se han incrementado las investigaciones con respecto a los
metabolitos secundarios, los cuales ejercen un control bioldgico directo contra
diversas plagas y patdgenos que atacan plantas o cultivos de importancia agricola.
De acuerdo a su mecanismo de accion, los extractos vegetales pueden actuar como

repelentes o como biocidas o bioestéaticos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Extractos vegetales y sus posibles mecanismos de accion.

Tipo Mecanismo

Repelentes Sustancias presentes en plantas que pueden

ser no deseables para las plagas.

Biocidas o Bioestaticos Sustancias que pueden matar o inhibir a un

microorganismo por cierto periodo de tiempo.

El uso de extractos vegetales en la agricultura presenta diversas ventajas, como
una rapida y eficiente accion, baja toxicidad en mamiferos, no generan resistencia,
se pueden utilizar en agricultura organica y son biodegradables (Celis et al., 2009;
Neyra & Armas, 2018).

2.23. Estrategias de control de F. oxysporum

Existen multiples formas de reducir la incidencia de las enfermedades causadas por
F. oxysporum, como eliminar restos de cultivos, desinfectar herramientas y agua de
riego, asegurar un buen drenaje del suelo, aplicar fungicidas, rotar cultivos, solarizar
el suelo y seleccionar cultivares resistentes (De Lamo & Takken, 2020). Sin
embargo, no existe una variedad que sea inmune a todas las enfermedades que
ocasiona este fitopatébgeno, ya que los mecanismos de resistencia se llegan a

perder o modificarse en gran medida que los organismos van evolucionando.

2.24. Extractos vegetales como biofungicidas

Si bien todas las especies vegetales contienen fitoquimicos, el tipo de compuestos
y su concentracion es diferente en cada planta. A los extractos vegetales y sus
compuestos obtenidos se les evalla su potencial biologico mediante diversos
modelos bioldgicos in vitro o in vivo. En el caso de hongos el método de evaluacion
consiste en la exposicion del organismo (hongo) a diferentes concentraciones de

extracto en un medio agar papa dextrosa (PDA) (Mesa et al., 2019).

En la busqueda de alternativas mas benéficas y confiables para el control de
enfermedades en cultivos, el uso de extractos vegetales es considerada hoy en dia
una opcién promisoria importante para contrarrestar los efectos negativos

producidos por diversos microorganismos fitopatégenos, ademas de su bajo costo,
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son amigables con el medio ambiente y producen un minimo impacto en la salud en

general (Villa Martinez et al., 2015).

Los metabolitos secundarios de extractos vegetales pueden presentar diversos
mecanismos de accion variables contra hongos. Tucuch et al. (2021) mencionan
gue los compuestos fendlicos ejercen un efecto toxico sobre el microorganismo al
ocasionar una inhibicion enzimatica debido a la oxidacion de compuestos. En el
caso de terpenos y algunos aceites esenciales, actuan rompiendo la membrana
mediante la accién de compuestos lipofilicos. Los alcaloides por su parte, pueden

intercalarse con el ADN logrando su degradacion.

3
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lIl. MATERIALES Y METODOS

El proceso de extraccion se realizé en seis etapas, tal como se muestra en la figura
15. Etapa I: Recoleccion y procesamiento del material vegetal. Etapa Il: Extraccion
mediante maceracion-bafio ultrasonico de cascalote. Etapa lll: Extraccién de
polifenoles mediante purificacion por columna. Etapa IV: Caracterizacion del perfil
de compuestos bioactivos. Etapa V: Aislamiento y crecimiento de la cepa F.

oxysporum. Etapa VI: Evaluacion del potencial bioldgico in vitro vs F. oxysporum.

—-g_—_ﬁsJ‘ﬁ

| #1. Recoleccion de la muestra. I gz Maceracion.

Figura 15. Diagrama del proceso general de recoleccién, extraccion, purificacion,
caracterizacion del potencial biologico in vitro y caracterizacion de compuestos

bioactivos.
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3.1. Recoleccién y procesamiento del material vegetal. Primera fase.

Las vainas de cascalote fueron recolectadas en el municipio de San Miguel
Totolapan, Guerrero, México (Coordenadas 18°0940'N 100°2327'0), y se
trasladaron al laboratorio de Biotecnologia y Biologia Molecular de la UAAAN. Se
secaron al sol durante 48 h y posteriormente se colocaron en charolas de aluminio
para deshidratar a 45-50°C durante 48 h en una estufa (Novatech®). Finalmente, el
material fue triturado en un molino (Omend®) para obtener un polvo fino que se

tamiz6 hasta obtener un tamafio de particula de 250 um (tamiz #60) (Figura 16).

Figura 16. Recoleccién, secado y molienda del fruto del cascalote.

3.2. Extraccién mediante maceracion-bafio ultrasénico de Cascalote.
Segunda fase.

Para realizar las extracciones se emplearon dos mezclas de solventes metanol-
agua 80:20 y metanol-agua-acido lactico 80:19:1 (Figura 17). De las muestras secas
en polvo se tomaron 100 g para cada solucion de 1 litro preparada en una relaciéon
m/v de 1:10 en frascos de vidrio color ambar (Olmedo-Juérez et al., 2019). Se
emplearon dos sistemas de extraccion: ultrasonido y maceracion. Para el primer
sistema se utilizé un bafo ultrasénico (CO-Z digital Ultrasonic Cleaner®) por 20 min
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a 35 °C con una potencia de 40 KHz. Posteriormente, las muestras se dejaron
reposar por 24 h a 4 °C (Mohana & Raveesha, 2006).

Mezcla solvente.
a) 80:20
Metanol-Agua.

b) 80:19:1
Metanol-Agua-Acido lactico.

Figura 17. Extraccion mediante maceracién a) 80:20 metanol-agua y b) 80:19:1

metanol: agua: acido lactico.

Una vez obtenidos los extractos, se filtraron (Whatman #4) para eliminar impurezas.
Finalmente, se colocaron en la estufa (Novatech®) a 45°C para eliminar el metanol
(Figura 18).

<+«—Papel filtro.

Figura 18. Filtrado mediante presion de vacio.
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Los extractos fueron recuperados mediante un raspado y molienda en mortero hasta
obtener un polvo fino (Figura 19). Se registro el peso para calcular el rendimiento, y

se colocaron en tubos falcon protegidos de la luz para evitar su degradacion.

Figura 19. Obtencion del extracto crudo.

3.3. Purificacion en columna de amberlita XAD-16N. Tercera fase

Se realiz6 siguiendo el protocolo en dos fases (Ascacio-Valdés et al. 2010), una fase
inmovil o estacionaria utilizando la resina Amberlita™ XAD-16N y otra mévil (agua
y etanol) la cual pasa através de la fase estacionaria produciendo un arrastre de los
compuestos polifendlicos. Para realizar este proceso se tomaron 5 g de la muestra
en polvo resuspendiendo en 10 mL de agua destilada en una relacion 1:2 m/v
utilizando un agitador magnético para homogenizar. Se hizo un lavado con agua
para eluir los compuestos solubles, y posteriormente se eluyd con etanol para
recuperar la fraccion rica en compuestos fendlicos, la cual se llevo a la estufa a 30
°C para evaporar el etanol y obtener un polvo que se almacené en viales de 1.5 mL

hasta su analisis (Figura 20).
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Figura 20. Extraccion de polifenoles mediante cromatografia en columna.

3.4. Esterilizacion del extracto rico en polifenoles mediante de membrana
hidrofilica.

Se utilizaron 12 viales de vidrio a los cuales se les agregaron 10 mL de agua
destilada a cada uno. Se pesaron y resuspendieron en cada vial las cantidades
necesarias de muestras de extractos secos purificados para los dos tratamientos a)
80:20 y b) 80:19:1 partiendo de sus respectivas concentraciones: 2,000, 4,000,
6,000, 8,000, 10,000 ppm (mg/L). Cada muestra se ultrasonic6 mediante el equipo
co-z digital ultrasonic cleaner® por 40 min a 45 °C con una potencia de 40 KHz.
Posteriormente se utilizd un vortex para agitar por un minuto y homogeneizar el
sobrenadante de la solucion de cada vial (Fig. 21). Posteriormente, se esterilizaron
mediante filtracion empleando filtros de membrana de PES (Polietersulfona
hidrofilica) de 30 mm de didmetro, 0.22 um (Biomed Scientific®).
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Figura 21. Esterilizacion mediante membrana hidrofilica.

3.5. Caracterizacion del perfil de compuestos bioactivos por espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR). Cuarta fase.

El analisis fue realizado en un espectrometro FTIR Agilent Cary 630® acoplado a
una unidad accesorio de cristal de seleniuro de Zinc ATR (Reflectancia Total
Atenuada). Se realizo la lectura utilizando el programa de PC MicroLab en un rango
del espectro de 4000 a 500 utilizando un ciclico de 32 barridos con una resolucién
de 2 cm. Para la parte del analisis del espectro completo y los grupos funcionales
se utilizo el programa Micro Lab Expert y la construccion de datos se realizd

utilizando Origin-Pro 8.

3.6. Aislamiento de F. oxysporum. Quinta fase

La cepa del hongo se adquirio del cepario del Laboratorio de Entomologia Molecular
y Alternativas de Control de Plagas (LEMyACP) en el Departamento de
Parasitologia de la UAAAN. Se obtuvo la raza Ill F. oxysporum f. sp. lycopersici.

3.7. Crecimiento de la cepa F. oxysporum
Para la evaluacion de la actividad antifangica primero se tomaron explantes de las

cepas de hongos adquiridos del cepario en cajas Petri en medio PDA a una
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temperatura de incubacién a 25+2 °C en camara de incubacion-crecimiento

(Yamato®) por = 5 dias (Figura 22).

=

Figura 22.Crecimiento de cepa F. oxysporum.

3.8. Evaluacion del potencial bioldgico in vitro vs F. oxysporum. Sexta fase.
Para la evaluacion se utilizo la técnica de medio de envenenado. Se utiliz6 medio
PDA en base a las recomendaciones del fabricante (Bioxon®) y protocolos ya
estandarizados de 39 g/L. Para la preparacion se utiliz6 un matraz por cada
concentracion de extracto a evaluar, y se mezclaron 7.8 g de PDA con 190 mL de
agua destilada, y 200 mL en los dos testigos (0). Se calentaron para solubilizar el
agar y posteriormente se esterilizaron a 121°C/15 min. Se agregaron 10 mL de la
solucion de extracto a las diferentes concentraciones (0, 2,000, 4,000, 6,000, 8,000,
10,000 ppm). Una vez homogenizado, se vaci6é el medio en placas Petri (90 x 15
mm) y se dejo solidificar, antes de colocar un explante de 5 mm de Fusarium
oxysporum. Las placas Petri se incubaron a 25 +2 °C en camara de crecimiento
(Yamato®) y se tomaton mediciones del crecimiento radial cada 24 h del crecimiento
micelial, en dos ejes (horizontal y vertical) del fitopatdgeno, cada 24 h, hasta el
llenado del testigo, utilizando como apoyo un calibrador (vernier) con compuesto
digital (Titan®). Con los datos obtenidos se determiné el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial mediante la férmula descrita por Orbera-Ratén et al., (2009),

tomando como 100% el crecimiento micelial y 100% de las esporas, del testigo (0

ppm):
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Donde:
PIR: es el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
R1: representa el valor promedio del radio del crecimiento del hongo (testigo)

R2: es el valor promedio del radio de la colonia inhibida (tratamiento).

En la figura 23 se presenta un diagrama del proceso general de extraccion de
compuestos fendlicos semipurificados a partir de vainas de cascalote y su

evaluacion del potencial antimicrobiano contra F. oxysporum.
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Figura 23. Diagrama completo del protocolo de extraccién de compuestos

fendlicos a partir de vainas de cascalote.
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3.9. Disefio experimental

Se evaluaron cada uno de los extractos metandlicos purificados in vitro sobre F.
oxysporum en un disefio completamente al azar estableciendo diferentes
concentraciones (2,000; 4,000; 6,000; 8,000; 10,000 ppm 0 mg/L) con un testigo sin
extracto (0 mg/L) y 10 repeticiones por cada tratamiento reconocida como una

unidad experimental una caja de Petri (medio envenenado).

3.10. Andlisis estadistico

Con los porcentajes de inhibicion micelial se realiz6 un andlisis Probit y se
determinaron los valores de la concentracion inhibitoria (ICso) y sus limites fiduciales
al 95% de confiabilidad. Los datos de inhibicion micelial expresados en porcentaje
se transformaron por raiz cuadrada del arcoseno para su analisis. Para determinar
el efecto de los tratamientos sobre la inhibicion micelial, se realizd un analisis de
varianza y comparacion de medias de los tratamientos con una prueba de rango
multiple de Tukey (P<0.05), empleando el software estadistico SAS 9.0 (SAS
Institute Inc, 2002).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Rendimiento de polifenoles en las diferentes etapas del extracto crudo-
purificado

En el cuadro 4 se observa el rendimiento obtenido de los dos extractos a) 80:20 y
b) 80:19:1 en peso seco de: extracto crudo y extracto purificado. EI mayor
rendimiento se obtuvo en el extracto 80:19:1, con 1.495 g mas que en el extracto
80:20.

Cuadro 4. Rendimiento de polifenoles a partir de 100 g de vainas de cascalote.

Muestra Extracto crudo (g) Extracto purificado (g) Rendimiento (%)

a) 80:20 45.3032 11.2008 11.2
b) 80:19:1 43.3472 12.6951 12.6

4.2. Evaluacién del potencial biol6gico contra F. oxysporum

En esta fase se emplearon los extractos obtenidos de vainas de cascalote para
evaluar su potencial antifungico contra el hongo fitopatogeno F. oxysporum. Como
se aprecia en la figura 24, de todos los tratamientos, solamente los extractos 80:20
y 80:19:1 purificados presentaron un efecto antifingico bajo las concentraciones

evaluadas.
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Testigo
Extracto:
100% metandlico

Fusarium oxysporum

4,000 ppm
Extracto:
100% metandlico

Fusarium oxysporum

6,000 ppm
Extracto:
100% metandlico

Fusarium oxysporum

8,000 ppm
Extracto:
100% metandlico

Fusarium oxysporum

10,000 ppm
Extracto:
100% metandlico

Fusarium oxysporum

Testigo
Extracto
purificado 80:20

Fusarium oxysporum

4,000 ppm
Extracto:
purificado 80:20

Fusarium oxysporum

6,000 ppm
Extracto
purificado 80:20

Fusarium oxysporum

8,000 ppm
Extracto
purificado 80:20

Fusarium oxysporum

10,000 ppm
Extracto
purificado 80:20

Fusarium oxysporum

Testigo
Extracto
purificado 80:19:1

Fusarium oxysporum

4,000 ppm
Extracto
purificado 80:19:1

Fusarium oxysporum

6,000 ppm
Extracto
purificado 80:19:1

Fusarium oxysporum

8,000 ppm
Extracto
purificado 80:19:1

Fusarium oxysporum

10,000 ppm
Extracto
purificado 80:19:1

Fusarium oxysporum

Figura 24. Diferencias de inhibicién entre los tres extractos:100% etandlico y los

dos extractos purificados 80:20 y 80:19:1.

En la Figura 25 se muestra el efecto de la concentracion de los extractos 80:20 y
80:19:1 purificados sobre la inhibicion del crecimiento de F. oxysporum. Como se
puede observar, la inhibicion del hongo aumenta con respecto a la concentracion

de extracto, alcanzando los mayores valores entre los 4000 y 6000 mg/mL para
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ambos extractos. Sin embargo, al aumentar la concentracion de extracto, no se

observa un aumento significativo de la inhibicion.
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Figura 25. Efecto de la concentracion de extracto de purificado 80:20 y 80:19:1
sobre la inhibicién del crecimiento de F. oxysporum a los 8 dias.

A partir de los datos obtenidos para las diversas concentraciones de extractos
evaluados, se determind la cantidad de extracto necesario para inhibir el 50% del
crecimiento de F. oxysporum definido como ICso. Con base en los resultados
(Cuadro 5), se presentaron valores de ICso de 4,741.34+161.99 y 3,498.77+180.20
para los extractos 80:20 y 80:19:1, respectivamente. Lo anterior indica que el
extracto 80:19:1 presenté un mayor efecto inhibitorio contra el hongo, comparado
con el extracto 80:20, lo cual podria estar asociado a los grupos funcionales de los

fenoles, taninos y flavonoides.
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Cuadro 5. Valores de ICso para los extractos purificados de vainas de cascalote

contra F. oxysporum.

Extracto ICs0 (Mg/L)

80:19:1 4741.35+161.99b
80:20 3498.775+180.20a

Los valores de ICso en el presente estudio son los esperados se alcanza un nivel de
inhibicion por arriba del 50% el ensayo antifungico demostré la capacidad de estos
compuestos in vitro logran inhibir Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Sin
embargo, no se han reportado estudios similares de extractos purificados evaluados
en F. oxysporum. En un trabajo similar, Veloz-Garcia et al., (2012) utilizaron
concentrados de taninos de cascalote y reportaron valores de inhibicién de 68.54%
en concentraciones del 1% para Fusarium spp. Los valores obtenidos pueden estar
relacionados a diversos factores dosis-respuesta, se sabe que Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici es un organismo fitopatogeno sumamente evolucionado con la
capacidad de adaptarse a la mayoria de condiciones ambientales, por lo cual se
considerada una especie cosmopolita, sumado a eso la versatilbilidad que posee
para producir metabolitos secundarios de importancia, cuenta con una maquinaria
celular evolucionada con diversos mecanismos que le confiere la capacidad de
crecer en infinidad de sustratos logrando degradarlos y utilizarlos como fuente de
alimento (carbono, nitrogeno, fosforo, glucosa, etc.), debido a su capacidad de
producir enzimas hidrolasas y 6xidoreductasas como tanasas y lacasas (Dhiman et
al., 2017; Macias et al., 2015). Estas enzimas son capaces de degradar compuestos
fendlicos, las tanasas son capaces de degradar taninos condensados e hidrolizables
(Palacio-Arango et al., 2018), mientras que las lacasas presentan afinidad por
diversos polifenoles incluidos también los taninos hidrolizables y condensados
(Macias et al., 2015). Por esta versatilidad para degradar sustratos, Fusarium es un

organismo con una extraordinaria capacidad de adaptacion.
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Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, los extractos
purificados de vainas de cascalote presentaron un efecto fungistatico sobre F.
oxysporum, y dicho efecto se atribuye a compuestos fendlicos presentes en el
extracto. Sin embargo, es necesario realizar investigaciones a futuro sobre el efecto
a nivel molecular, morfoldgicos, bioquimicos en la interaccién de los mecanismos

de defensa del fitopatogeno Fusarium (Mesa et al., 2019).

4.3. Espectroscopia Infrarroja Por Transformada de Fourier (FTIR).

En la figura 26 se presenta el espectro obtenido mediante el andlisis por FTIR del
extracto 80:20 de vainas de cascalote. En el espectro se muestra la intensidad de
radiacion infrarroja que absorbe la muestra en funcién de la longitud de onda,
formando picos o bandas que se asocian a vibraciones moleculares de los enlaces
guimicos presentes en la muestra. De esta forma, cada sustancia tiene una huella

espectral Unica.
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Figura 26. Espectro infrarrojo de la extraccion 80/20.
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De acuerdo a Tondi & Petutschnigg (2015), en el rango del espectro entre 1800 y
600 cm™ se pueden identificar bandas de perfiles tipicos de moléculas diversas
hidroxilo-aromaticas que corresponden a extractos de taninos. Se encontré una
sefial cercana 3198 cm, asociada a estiramientos en el grupo hidroxilo O-H (Ossai
et al., 2020).

La sefial ubicada en 1700 cm™ corresponde al estiramiento del grupo carbonilo C=0
gue se encuentran estrechamente relacionados a acidos carboxilicos, cetonas y/o
amidas (Quintero et al., 2014). Solis-Vizcaino et al. (2023) mencionan que la seial
reportada en el 1624 cm? corresponde al enlace de tipo carbonilo C=0,
perteneciente al grupo amida. Ley Flores (2018) asocia la banda de 1624 cm™? a la

vibracion que corresponde al conjunto de tipo amina Il.

Otros autores como Hellwig (2015) indican que la sefial 1624 cm™ pertenece al
estiramiento del doble enlace carbono- carbono C=C relacionado a compuestos
conocidos como quinonas, dentro de los cuales existen infinidad de los cuales

pertenecen a esta familia de compuestos fendlicos.

La sefial a 1506 cm™ es caracteristica de enlaces C-N (Diaz Acosta 2014), mientras
gue aguéllas sefales en las bandas 1506 cm™ y 1453 cm? pueden estar
relacionadas a los cambios en algunos grupos funcionales: estructuras de lignina,
carbonilo, hemicelulosa o estructuras de tipo quinoides que tienen una relacion
estrecha al ser causantes de la coloracion en la madera, las variaciones en estas
sefales pueden estar relacionadas por el leve aumento en la temperatura o el

tratamiento térmico aplicado en el proceso de extraccion (Méndez-Mejias, 2016).

Dentro de las estructuras organicas, las vibraciones (deformaciones) de los grupos
metilos y metilenos pueden generar diferentes bandas entre 1400 y 1300 cm
siendo parte de la huella dactilar en el espectro infrarrojo (Teran-Enriquez et al.,
2023). Por otro lado, las sefiales a 1190 cm™ y 1272 cm* se atribuyen a las
vibraciones en el enlace CH y COH correspondientes al anillo fenilo y a la distorsion
y vibracidon en la misma (Barrera et al., 2013). Otros autores mencionan que la banda
a1190 cm se relaciona al estiramiento en el enlace C-N en la amina alifatica (Flores-

Espinosa et al., 2011).
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Existen diferentes tipos de carbohidratos, los cuales se han clasificado en: azlcares,
pectinas, almidones, celulosas, etc. En la espectroscopia de infrarrojo los espectros
de los carbohidratos diluidos en agua pueden presentar sefiales en las regiones
entre 1200 y 900 cm'?; estas sefiales pueden ser un pico intenso (dos o algunas de
las veces) (Rubinson et al., 2001). La banda que corresponde al pico 1073 cm se
relaciona al estiramiento del enlace C-O (Contreras Martinez et al., 2023). La region
1029 cm? puede estar relacionada al estiramiento del enlace del grupo C-O
(Montiel-Juérez et al., 2015).

La sefial ubicada en la banda 966 cm™ esta asociada a la flexién trans C-H que se
pueden encontrar fuera del plano. En la espectroscopia FTIR, la regién 991-966 cm-
! se asocia a la absorcion de la deformacién del grupo C-H fuera del plano y la
absorcion infrarroja de la banda aproximadamente en 966 cm™ puede estar

asociado a dobles enlaces de acidos grasos y esteres (Gonzalez et al., 2015).

En la espectroscopia FTIR mediante la determinacion cuantitativa de los acidos
grasos trans aislados se basa en la medicion de area del pico de la grasa trans en
la region especifica 991-966 cm, que puede estar relacionada a diferentes grupos
funcionales y los modos de vibracion, y representa la absorcion de la deformacién
C-H fuera del plano. Las vibraciones de deformacion de C-H de isémeros aislados
trans de los dobles enlaces en los acidos grasos y ésteres dan la banda de
absorcion infrarroja en aproximadamente 966 cm™ (Bernal & Chavez, 2016). Los
picos a 869 cm® pueden estar relacionados a enlaces C-C (Fragoso-Angeles et al.,
2018), y puede deberse al efecto de estiramiento del grupo O-H y las vibraciones

de deformacion O-H respectivamente (Andrade, 2019).

La sefial atribuida al pico en la regiéon 730 cm™ se relaciona a diversos grupos
funcionales y modos de vibracion. Giaroli et al. (2021) la atribuyen a vibraciones de
flexiébn en los grupos —(CH2)-. Esta misma sefial puede aparecer cuando existan
mas de cuatro grupos metilenos seguidos (Cadena & Acosta 2014). Por ultimo, la
sefial 653 cm-1 puede estar relacionada al enlace C-C (Rameshkumarr et al., 2021),
mientras que la presencia de cloro se confirma en el enlace C-X y corresponde a
cloruro, bromuro o loduro, segun lo reportado por Rubinson et al. (2001).
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En la figura 27 se presenta el espectro obtenido mediante el andlisis por FTIR del
extracto 80:19:1 de vainas de cascalote, obsevando diferencias respecto al extracto
80:20.
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Figura 27. Espectro infrarrojo FTIR del extracto 80:19:1.

Se observa una sefial a 3170 cm?, relacionada a la sefial de estiramiento del enlace
=C-H (Montes & Muro, 2019). Dahiya & Onker (2015) mencionan que la sefial puede
estar relacionada al estiramiento del enlace NH. La region en el espectro FTIR 1606
cm? puede estar relacionada a varios grupos funcionales. Quintero et al. (2014)
mencionan que la regiéon ubicada en 1700 cm™ corresponde al estiramiento del
grupo carbonilo C=0 y puede estar relacionado a acidos carboxilicos, cetonas y/o
amidas, asi como algunas vibraciones o estiramientos en los enlaces N-H (Vicente-
Escobar et al., 2018). La sefial a 1506 cm™ es caracteristica de enlaces C-N.
Asimismo podemos encontrar que la sefial 1506 cm™ se le atribuye una vibracion

de deformacion de flexion del enlace N-H del grupo amida (Diaz-Acosta 2014).

0
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El espectro de las sefales en las bandas 1506 cm™ y 1453 cm™ se encuentran
relacionados a diversos grupos funcionales con respecto a: estructuras de lignina,
carbonilo, hemicelulosa o estructuras de quinoides que pueden estar relacionadas
a dar coloracion a la madera. Los cambios en estas sefiales pueden estos dados
por el aumento en la temperatura o el tratamiento térmico aplicado en el proceso de

extraccion (Méndez-Mejias, 2016).

La region de la sefial 1448 cm™ en el espectro FTIR puede estar atribuido a las
vibraciones en los grupos metilos y metilenos (-CH3, -CH2). Lozano Alvarez et al.
(2019) mencionan que puede estar relacionada a la vibracion del enlace N-N. A
1312 cm-1 se encuentra otra sefal, asociada a enlaces C-O (Juarez-Montiel et al.,
2013).

La banda que se presenta en la sefial 1072 cm™ puede estar asociada a diferentes
grupos funcionales, estiramiento del enlace C-N y C-O. Si la sefal es de intensidad
fuerte, se asocia a estiramiento C-O-C (Cuadra Granados, 2017).

La region ubicada en 1028 cm indica vibracion del enlace C-O (Lozano-Alvarez et
al.,, 2019). Rubinson et al. (2001) mencionan que esta region comprendida entre
1350-1000 cm™* puede ser asignada a alcoholes, ésteres, éteres, -COOH,
anhidridos. Asi también a la regiéon comprendida entre 1400-1000 cm! podria estar
relacionada a tensién entre los enlaces Fluoruro C-F. La sefial 961 cm™ ha sido
relacionada al estiramiento asimétrico en el enlace P-O (Hernandez Ortiz, 2020),
mientras que las sefales 1025 y 961 cm? se asocian a grupos fosfato (Molina-
Paredes, 2019; Aquino et al., 2018). Guerrero & Maier (2018) reportaron que la
sefial 961 cm* se relaciona a vibraciones de tension en enlaces C-O y C-C. La sefial
862 cm™ puede estar relacionada al estiramiento C-C y la vibracién del C-H
(Solorzano et al., 2011).

En la figura 28 se presenta el espectro FTIR de ambos extractos, y se observan
diferencias significativas por efecto de la mezcla de solventes usados para la

extraccion.
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Figura 28. Espectros infrarrojos FTIR de los dos extractos 80:20 y 80:19:1.

En el extracto metanol-agua (80:20) se presentaron sefiales mayormente
pronunciadas, alcanzando valores de absorbancia de hasta 0.7, a diferencia del
extracto metanol-agua-acido lactico (80:19:1), donde la absorbancia no supera el
0.2. Estos resultados coinciden con el andlisis antifungico, ya que el mayor efecto
se presentd al emplear el extracto metanol-agua (80:20). Esto puede deberse a
diversos factores, ya que, si bien no existe un disolvente universal, los mas
utilizados son el metanol acidificado y etanol. Sin embargo, el metanol es el mas
eficiente (Dzul et al., 2014). Arenas-Nemoga (2020) demostré que el contenido de
compuestos fendlicos depende de la polaridad o afinidad del compuesto a extraer
con el solvente empleado. Por ello, la variacion de absorbancia de los dos extractos
puede deberse a la acidificacion del (pH) del medio. Algunos compuestos como las
guinonas son acidos débiles que se pueden extraer en medios alcalinos y al

momento de acidificar no se solubilizaron o fueron arrastrados correctamente en la
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extraccién lo que existe que una posibilidad de la fraccion se quedara en el material

vegetal.
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VI. CONCLUSIONES

La aplicacion del extracto metanol-agua-acido lactico (80:19:1) presento un efecto

antifiingico contra Fusarium oxysporum, con un ICso de 4741.35 mg/L.

Se obtuvo un rendimiento de extraccion de 11.2 a 12.6 g/100 g de vainas de
cascalote, siendo ligeramente mayor al emplear la mezcla de metanol-agua-acido

lactico (80:19:1), comparado con el uso de metanol-agua (80:20).

El espectro FTIR del extracto 80:20 presenta una mayor intensidad en la banda de
3195 cm™, asociado a la presencia de flavonoides, taninos y acidos fendlicos,
compuestos con actividad antifingica reportada en la literatura. Estos compuestos
pueden actuar contra Fusarium oxysporum mediante mecanismos como la
alteraciéon de la permeabilidad de la membrana celular, la inhibicion de enzimas

clave y la generacion de estrés oxidativo.
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