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En el siguiente trabajo de tesis se muestran estudios in vitro de extractos de la pulpa de
datil y su semilla, recolectadas en el Valle de Mexicali, B.C, para evaluar la actividad
antioxidante y el perfil de inhibicion de crecimiento bacteriano. Tambien, se realizé un
screening fitoquimico de cada extracto, asi como su cuantificacion de compuestos poli
fendlicos y una acetilacion de los extractos de pulpa para la separacion de azucares y

otros componentes de alta polaridad.

En los antecedentes, se presentan una breve descripcion sobre la palma datilera
(Phoenix dactylifera L.), planta responsable de brindar el fruto de datil. Posterior a ella,
se profundiza sobre el fruto, sus etapas de maduracion, sus caracteristicas mas
importantes, su valor nutricional, compuestos fitoquimicos ya identificados y reportados
por otros autores, asi como, definicion y probleméaticas de las actividades antioxidantes

y antimicrobianas.

En la metodologia expuesta en este manuscrito, se muestra la localizacién geogréafica,
generacion de extractos, identificacion de metabolitos secundarios, la cuantificacion de
compuestos polifendlicos y la identificacion de azlcares mediante reacciones de
derivatizacidén del material vegetal objeto de este estudio. También se presentan estudios
antioxidantes in vitro, tales como la decoloracién oxidativa del B-caroteno, la reduccién
del radical DPPH y la reduccion del cation radical ABTS+. Este desarrollo metodolégico
concluye con la evaluacion de inhibicion de crecimiento bacteriano, que se describe con

la técnica de antibiograma con cepas bacterianas gram negativas y gram positivas.

Para finalizar, encontraremos el analisis de los resultados, dividido en dos secciones, el
estudio fitoquimico y la evaluacién quimica biolégica. Esto nos lleva a presentar las

principales conclusiones obtenidas.
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Introduccién

La medicina natural y tradicional forman parte del acervo cultural de la humanidad, y se
han desarrollado en muchos paises con caracteristicas propias, en franca tendencia a
los recursos disponibles en ellos, sobre la base, ademas, de la idiosincrasia de sus
habitantes; por lo tanto, es el resultado de una evolucion lenta, pero avalada por la

experiencia practica.

Por otro lado, la medicina herbolaria que también se conoce como medicina boténica,
fitoterapia o fitomedicina, es la forma mas antigua de atencién médica que se ha conocido
en la humanidad. La accién que ejerce la planta se debe a la presencia de una
determinada sustancia quimica que se encuentra en sus estructuras, por lo que tiene un

impacto directo sobre la actividad fisiol6gica (Pérez Campos, 2014)

De acuerdo a lo anterior, se le atribuye ““plantas medicinales™, a todas aquellas que
contienen en alguno de sus 6rganos principios activos, los cuales, al ser administrados
en dosis suficiente tienen la capacidad de producir efectos curativos en las enfermedades

del hombre y de los animales en general.

Figura 1. Plantas.

Imagen tomada de Maitén y Catalina Guerrico (2019).
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Introduccién

Se tiene calculado que de las 260,000 especies de plantas que se conocen actualmente,
solo el 10% se pueden considerar como medicinales. Por lo tanto, el estudio de los
componentes de las plantas medicinales se centra en las sustancias que ejercen una

accion farmacologica sobre el ser humano o los seres vivos (Cosme,2008).

Los principios activos de las plantas pueden ser sustancias simples, tales como,
alcaloides, o bien mezclas complejas, por ejemplo, resinas, aceites esenciales, etc. Los
compuestos mas comunes son los azucares y heterésidos (es un azucar mas un
compuesto sin azucar). Otros componentes activos de las plantas son los lipidos,

taninos, oleorresinas, acidos organicos, enzimas, vitaminas, entre otros (Cosme, 2008)

La biodiversidad se refiere a las variadas formas de vida que se pueden desarrollar en
un pais, como son las plantas, animales y microorganismos, y el material genético que
los forman. México es un pais de una gran riqueza biologica, diversidad de ecosistemas
y variabilidad genética debido a su topografia y variaciones climéticas.

México esta catalogado como un pais
mega diverso por su amplia biodiversidad
y esto lo ubica en el cuarto lugar a nivel
mundial. Su historia, topografia vy
variaciones climaticas generan una
riqueza biologica, un alto ndmero de
especies de plantas y animales,
ecosistemas y variabilidad genética.
También esta catalogado como el lugar '9Ur@ 2- Mapa de México.
de origenanivel mundial de numerosas Tomado de_IACIP, Mapg _Interactivo Institutqs Qe
Transparencia en Meéxico. Recuperado:iacip-

plantas cultivadas (Valdes Cobos, gto.org.mx/wn/mapa-interactivo-institutos-de-
2013).

Se ha logrado identificar y registrar 4,000 especies con atributos medicinales (15% de la
flora total mundial); entre 3,500 a 4,000 son empleadas por la poblacién mexicana; 3,600
se recolectan de forma silvestre; 1,500 son utilizadas regularmente sin procesar; 370 se
cultivan en el huerto familiar o de manera comercial (Schlaepfer y Mendoza-Espinoza,
2010).
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Introduccién

El atributo medicinal de cada planta se debe a los principios activos que se pueden
encontrar en toda la planta o en alguna de sus estructuras (P. Koleff, 2005). Gracias a
los principios activos es que surge la identificacion de compuestos fendlicos, donde hoy
en dia, existe un gran interés en el estudio de estos metabolitos secundarios, debido a
sus propiedades antioxidantes, ademas de sus posibles aplicaciones benéficas para la
salud humana, tales como el tratamiento y prevencion del cancer, enfermedades
cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio. Ademas, los compuestos
fendlicos que son esenciales para el crecimiento y la reproduccion de las plantas,

también tienen accién como antibidticos (Sierra et al., 2018).

Por lo que se emplea la busqueda de mas moléculas de origen natural que proporcionen
una actividad farmacoldgica y que ademas se pueda emplear en la dieta diaria, tal es el
caso del fruto datil que se cosecha de Phoenix dactylifera L., el cual es un alimento basico
de Medio Oriente y muy popular en paises islamicos debido a su valor nutricional y los
beneficios que genera hacia la salud, asi como a su alto perfil de nutrientes como son, la

fibra, carbohidratos, minerales y vitaminas (Ali, 2012).

Gracias a su gran variedad de nutrientes, se le atribuye al datil un papel medicinal y ha
sido recomendado en remedios populares para
el tratamiento de diversas enfermedades
infecciosas, cancer y enfermedades del
coraz6én. También ha sido identificado con
propiedades antioxidantes y antimutagénico.
Se han registrado, estudios recientes donde

demuestran que los datiles y sus extractos

acuosos han demostrado la eliminacion de

radicales libres, inhibiendo los dafios '\"4"?'\""3;;/"/'4"""""’”'-
macromoleculares mediados por radicales :
libres (Ali, 2012). Figura 3. Datil.
Imagen tomada de Abdelouahhab Zaid
(2002).
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Caracterizacion quimica, capacidad antioxidante, evaluacién antibacteriana y perfil fendlico del
datil Medjool (Phoenix dactylifera L.) cultivado en Baja California

HIPOTESIS
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Hipotesis

Numerosos estudios epidemioldgicos sugieren que las dietas ricas en componentes

antioxidantes proporcionan un papel protector en el cuerpo y promueven la salud
(Benmeddour et al., 2013)

Basandonos en lo anterior, el datil que se cultiva en México presenta propiedades
antioxidantes y antibacteriana en respuesta al entorno geografico, climético y a la alta

composicion de metabolitos polifendlicos.
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Figura 4. Dibujo representativo de una palma datilera.

Imagen tomada de Freepik (2019), Palmera datilera.
Recuperado: freepik.es/vector-gratis/palmera-

datilera_4042153.htm
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Caracterizacion quimica, capacidad antioxidante, evaluacidon antibacteriana y perfil fendlico del datil
Medjool (Phoenix dactylifera L.) cultivado en Baja California

OBJETIVO GENERAL'Y
PARTICULARES

7|Péagina



Objetivo

Objetivo General

Determinar la composicion polifendlica, el perfil antioxidante y antimicrobiano del datil

cultivado en la zona noroeste de México.
Objetivos Particulares

El material vegetal en estudio es la pulpa y semilla de détil de la variedad de Medjool. A

continuacion, se plantean los siguientes objetivos:

1. Obtener extractos de pulpa y semilla a partir de una maceracion metandlica.

2. ldentificar cualitativamente algunos metabolitos secundarios presentes en pulpa y
semilla.

3. Evaluar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de pulpa y semilla,
mediante las técnicas de DPPH, ABTS, y de la decoloracion oxidativa del B-
caroteno.

4. Llevar a cabo una cuantificacion de compuestos polifendlicos con la técnica de
Folin-Ciocalteu.

5. Determinar los carbohidratos presentes en los extractos de pulpa mediante
derivatizacion quimica.

6. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de semilla de datil.
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Caracterizacion quimica, capacidad antioxidante, evaluacidén antibacteriana y perfil fendlico del datil
Medjool (Phoenix dactylifera L.) cultivado en Baja California

GENERALIDADES
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Generalidades

Palmera Datilera

Nombre Cientifico

El nombre botanico de la palma datilera, Phoenix dactylifera L., se deriva
presumiblemente de un nombre fenicio "phoenix", que significa palma datilera, y
"dactylifera" derivado de una palabra griega "daktulos" que significa un dedo, que ilustra

la forma de la fruta.
Familia, Genero y Especie

Perteneciente a las Angiospermas-Monocotiledoneas, Palmaceae es una familia de
aproximadamente 200 géneros y 1,500 especies (Dowson, 1982). Phoenix
(Coryphoideae Phoeniceae) es uno de los géneros que contiene una docena de
especies, todas nativas de las regiones tropicales o subtropicales de Africa o el sur de
Asia, incluida la Phoenix dactylifera L... La palma datilera se encuentra clasificada de la

siguiente manera (ver tabla 1):

Tabla 1.

Clasificacion de la Palma datilera.

Grupo Spadiciflora
Orden Palmea
Familia Palmaceae
Subfamilia Coryphyiodea
Tribu Phoeniceae
Género Fénix
Especies Dactylifera L.

Tomada de: Abdelouahhab Zaid (2002). Land preparation,
planting operation and fertilization requirements. In A. Zaid (Ed.),
Date palm cultivation (UNOPS-Da, p. 1).

10| Pagina



Generalidades

Existe un registro de doce especies del género “"Phoenix™", a continuacioén, se enlistan

las especies y se menciona su distribucion:

a) Phoenix dactylifera L. con una distribucién en Paises mediterraneos, Africa y parte

b)
c)
d)
e)

f)
9)

h)

)

K)

de Asia; Introducido en Ameérica y Australia.

P. atlantica A. Chev. con una distribucién en Africa Occidental y las islas Canarias.

P. canariensis chabeaud. con una distribucién en Islas Canarias y Cabo Verde

P. reclinata Jacqg. con una distribucion en Africa tropical (Senegal y Uganda) y

Yemen (Asia).

P. sylvestris Roxb. con una distribucion en India y Pakistan.

P. humilis royle. con una distribucion en India, Birmania y China.

P. hanceana Naudin. con una
distribucibn en China Meridional vy
Tailandia.

P. robelinic O'Brein. con una distribucion
en Sri Lanka, Toukin, Annam, Laos y
Tailandia.

P. farinifera Roxb. con una distribucion
en India, Ceilan y Annam.
P. rupicola T. Anders. con una
distribucién en India.

P. acaulis Roxb. con una distribucion en
Bengaladesh y la India.

P. paludosa Roxb. con una distribuciéon
en

Bengaladesh, Tenasherim,

Andaman, Nikobaren

(Abdelouahhab Zaid, 2002).

y Tailandia

Figura 5. Palma datilera en Mexicali, BC.

La mayoria de las 12 especies de Phoenix son bien conocidas como ornamentales, la

mas apreciada es P. canariensis Chabeaud, comunmente llamada la palma canaria.

P . sylvestris Roxb. es ampliamente utilizada en la India como fuente de azucar y la P.

dactylifera L., es cultivada por su valioso fruto (Abdelouahhab Zaid, 2002).
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Generalidades

Historia de la Palma Datilera

La palma datilera (Phoenix dactylifera L.) durante mucho tiempo ha sido uno de los
cultivos frutales mas importantes en las regiones aridas de la Peninsula Arabiga, el norte
de Africa y el Medio Oriente. El datil es uno de los frutos méas antiguos que se conocen y
se ha cultivado en Africa del Norte y Medio Oriente durante al menos 5000 afios (Zohary
y Hopf, 2000). Ademas, en los ultimos cinco siglos, los datiles también se introdujeron
en nuevas areas de produccion en Australia, India, Pakistan, México, Africa meridional,

América del Sur, suroeste de los Estados Unidos y sur de Espafia.

Debido a la larga historia de la cultura del datil y la amplia distribucién e intercambio de
cultivares de détil, no se ha logrado identificar el origen exacto, pero lo mas probable es
gue se origino en la antigua zona de Mesopotamia (sur de Irak) o en el oeste de la India.
Con la expansion del Islam, el cultivo de la palma datilera se propago al norte de Africa,
sur de Asia y Europa, llegando a América por medio de la conquista espafiola
(Abdelouahhab Zaid, 2002).

-

P, thgapl?msti e
> ‘L ‘ P, acaudis

P. rupicola : &
Prroebelenii

P. atlantica | P. loureivoi

| T —

7 P, paludosa

P. andamanensis __

Figura 6. Ejemplo de la distribucion de las distintas palmas datileras.

Imagen tomada de Muriel Gros-Balthazard (2013).
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Generalidades

Cultivo de la Palma Datilera: en México

El cultivo de la palma datilera, fue introducido a México durante el periodo Virreinal
Espafol. Los misioneros jesuitas introdujeron por primera vez cultivos agricolas en la
Peninsula de Baja California de México, durante su reinado eclesiastico desde 1697 a
1768 (De Grenade, 2013).

En México, la mayor produccion de este fruto se encuentra en los Municipios de San Luis
Rio Colorado, Altar y Caborca, en Sonora; Mexicali, en Baja California; Comundd,
Mulegé y La Paz, en Baja California Sur y Viesca en el Estado de Coahuila (Salomén
Torres, Ortiz Uribe y Villa Angulo, 2017).

Mexicali San Luis
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Figura 7. Estados de Baja California y Sonora en México.

En México, el datil se ha convertido en un cultivo de alta prioridad. Salomon Torres,
2017, menciona que en el 2015 se cosecharon 7,400 toneladas de détil, siendo con esto
el segundo mayor productor de América, después de Estados Unidos. Por otro lado,
entre los paises productores de datil, existe una gran diversidad de cultivares y el nimero
conocido de variedades es de casi 5,000. En México, la mayor area sembrada de datil
es el cultivar Medjool, ubicandose en las zonas productores de los valles de San Luis Rio
Colorado y Mexicali en los Estados de Sonora y Baja California respectivamente,
logrando entre ambas ciudades 97% de la produccién datilera total en México (Salomon-
Torres et al., 2017).
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Biologia de la Palma Datilera

Generalidades

La palma datilera es una planta diploide, perenne y monocotiledonea (Chao y

Krueger,2007). Las palmas de Phoenix son dioicas y se caracterizan por hojas pinnadas

y en hojas duplicadas con puntas agudas.

Ademas de la palma datilera, las otras dos palmeras de Phoenix mas valoradas son la

palmera canaria (Phoenix canariensis) y la palma azucarera (Phoenix sylyestris). La

palma datilera se puede distinguir de las otras dos especies por la produccion de

vastagos y las hojas glaucas apagadas en lugar de hojabrillantes. Al ser una planta

dioica, nos indica que existen dos géneros. Las palmas machos, cuentan con flores

estaminadas (masculinas), mientras que las palmas hembra con flores pistiladas

(femeninas).
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Figura 8. Biologia de la palma datilera.
Imagen tomada de Abdelouahhab Zaid (2002).
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Generalidades

Descripcion Botanica

s Raiz

Tiene un sistema de raiz fasciculado, las raices primarias tienen una longitud promedio
de 4 m y pueden extenderse a 10 m en suelos ligeros. Las raices primarias dan lugar
a raices secundarias que se ramifican ain mas para formar raices terciarias que son
mas cortas en longitud y diametro. Las raices primarias se originan a partir de semillas,
pero también pueden continuar creciendo si la palma datilera crece de una rama o una

plantula cultivada en tejido (ver tabla 2) (Manickavasagan, Mohamed y Sukumar,

2012).

Tabla 2.

Orden de las raices de la palma datilera.

Orden de las Origen Formar Longitud Diametro

Raices Media (m) medio (mm)

Primario Base del Cilindro 4 (hasta 10) 7-12.5
Tronco

Secundario Raices Similar a las 0.20-0.25 3.5
Primarias raices primarias

Terciario Raices Similar a las 0.02-0.1 0.3-15

Secundarias raices
secundarias

pero delgadas

Tomada de: Abdelouahhab Zaid (2002). Land preparation, planting operation and fertilization
requirements. In A. Zaid (Ed.), Date palm cultivation (UNOPS-Da, p. 1).
s Tronco
El tronco de la palma datilera es vertical, cilindrico y columnar, con una misma
circunferencia hacia arriba, logrando desarrollar mas de 20 m de altura. Es de color
marron, lignificado y sin ramificacion. Su circunferencia media es de aproximadamente 1
al,10 m.
El tronco se compone de haces vasculares fibrosas y duras que se cementan juntos en
una matriz de tejido celular, la cual estd muy lignificada cerca de la parte externa del
tronco ( Abdelouahhab Zaid, 2002).
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Generalidades

o Hojas

Las hojas de palma, llamadas frondas, son pinnadas, hojas compuestas en espiral
alrededor del tronco. La hoja completamente madura tiene 4 m de largo, pero varia de 3
a 6 m, y tiene 0,5 m de ancho en la nervadura central media que se estrecha hacia los
extremos de ambas hojas. La hoja de la palma datilera se divide en tres regiones: el
peciolo, la regién espinal que hace la transicion a la region de la cuchilla que es sostenida
por un nervio central de forma geométrica y las hojas angulares se distribuyen en la
region de la cuchilla.

Una palma datilera adulta tiene aproximadamente 100 a 125 hojas verdes con una
formacion anual de 10 a 26 hojas nuevas. El valor funcional de la hoja de la palma
disminuye con la edad y no hay dos hojas de la misma edad. Ademas, las hojas que
tienen cuatro afios de edad son solo un 65% mas eficientes en la fotosintesis por unidad
de area, en comparacion con las hojas de un afio. En buenas condiciones culturales, una

hoja puede soportar la producciéon de 1 a 1.5 kg de détiles (Abdelouahhab Zaid, 2002)

= Organos Sexuales
Las flores unisexuales son de caracter pistil ado (femenino) y estaminado (masculino);
nacen en un gran racimo (inflorescencia) llamado espéadice o espiga, que consiste en un
tallo central llamado raquis y muchas hebras (para las hembras) o espiguillas (en el caso
de los machos). Comunmente una inflorescencia contiene mas de 100 hebras en cada

racimo, para una palma adulta.

La inflorescencia, también llamada grupo de flores, en sus primeras etapas esta
encerrada en una cubierta / vaina dura conocida como espata, la cual se rompe cuando
las flores maduran, exponiendo toda la inflorescencia con fines de polinizacion, para el
caso de las palmas hembras. La espata evita que las delicadas flores se marchiten por

el intenso calor hasta que estén maduras y listas para realizar su funcion.
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Generalidades

Figura 9. Inflorescencias en la palma datilera. La imagen de la
izquierda, corresponde a inflorescencias femeninas listas para su
polinizacién. La imagen de la derecha, es una inflorescencia masculina,
lista para extraer su polen, a su lado se observa la espata que la
contenia.

Imagen brindada por Ricardo Salomon.

La inflorescencia masculina esta abarrotada al final del raquis, mientras que las ramas
de la inflorescencia del racimo femenino estan menos densamente pobladas al final del
raquis. La flor femenina tiene un diametro de aproximadamente 3 a 4 mm y tiene
estambres rudimentarios y tres carpelos estrechamente apretados, donde el ovario es
superior (hipoginico). Solo se fertiliza un évulo por flor, lo que lleva al desarrollo de un

carpelo que a su vez da una fruta llamada datil.
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Generalidades

= Fruta
La fruta datilera es una baya Unica, oblonga, terete, de una semilla, con un estigma

terminal, un pericarpio carnoso y un endocarpio membranoso (entre la semilla'y la carne).

Dependiendo de la variedad, las condiciones ambientales y el cuidado técnico
(fertilizacion, polinizacion, adelgazamiento, etc), las caracteristicas de la fruta varian

enormemente. En la tabla 3 se resume las caracteristicas generales del datil.

Tabla 3. Caracteristicas basicas del datil.

Caréc.delafruta Longitud Ancho Color

(mm) (mm)
Rango de | 18-110 8-32 Gran variacion
variacion (amarillo-negro)

Tomada de: Abdelouahhab Zaid (2002). Land preparation, planting operation and
fertilization requirements. In A. Zaid (Ed.), Date palm cultivation (UNOPS-Da, p. 1).

Las frutas estan adheridas a una hebra, la cual puede
contener entre 20 y 100 datiles, dependiendo el tamafio
del racimo. Las hebras y espigas se encuentran sobre un
tallo (raquis), al que en conjunto se le llama racimo. El
namero de racimos por palma pueden variar desde 1 a
25, dependiendo principalmente de la edad de la palma,
el cultivar y el manejo del cultivo. Dependiendo del
cultivar y de algunas préacticas de agricultura, pueden
aparecer hasta 1,000 datiles en un racimo, llegando a un

peso de 8 k 0 méas. Las palmas datileras empiezan a

producir fruta a partir de los 4 6 5 afios y alcanzan su

o

Figura 10. Racimo de datiles. potencial maximo a partir de 10-15 afios.

Imagen tomada de: Dadtiles,
propiedades y beneficios.
Copyright, Naturvegan Ecolégico
S.L. 2012-2020
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s Semilla

Al igual que con el fruto, las caracteristicas de las semillas varian segun la variedad, la
fuente de polen y las condiciones de crecimiento. El peso de una semilla puede variar
desde menos de 0.5 g hasta aproximadamente 4 g, con una longitud de
aproximadamente 12 a 36 mm y una anchura de 6 a 13 mm. La semilla suele ser oblonga,
con surcos ventrales, con un pequefio embrion y un endospermo duro, ademas, la
semilla del datil constituye entre el 6 y el 18% del peso total de un datil maduro (Salomon-
Torres et al., 2020).
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Figura 11. Semilla de datil.
Imagen tomada de Abdelouahhab Zaid (2002).

Condiciones Climaticas

Los factores climaticos que influyen en el crecimiento del datil, esencialmente son las
altas temperaturas, clima seco, escasas lluvia y la baja humedad. Los datiles pueden
crecer en climas muy calidos y secos, y son relativamente tolerantes con los suelos
salados y alcalinos. Las palmas datileras requieren un verano largo e intensamente
caluroso con poca lluvia y muy poca humedad durante el periodo desde la polinizacion
hasta la cosecha, pero con abundante agua subterranea cerca de la superficie o el riego.
Las palmas datileras pueden crecer desde una temperatura promedio de 12.7 a 27.5 °
C, resistir hasta 50 ° C y mantener cortos periodos de heladas a temperaturas tan bajas

como -5 °C. La temperatura ideal para el crecimiento de la palma datilera, durante el
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Generalidades

periodo desde la polinizacién hasta la maduracion de la fruta, varia entre 21 y 27 °C de

temperatura promedio (Chao y Krueger, 2007).

Fruto: Datil
Descripcion

El datil se compone de un pericarpio, mesocarpio, endocarpio y una semilla (también
llamado grano, hueso o pireno). El mesocarpio, que representa la mayor parte de la pulpa
del fruto, consiste en células parenquimatosas agrandadas y se divide en mesocarpio

externo y mesocarpio interno intermedio por 3—10 capas de células taninas.

La semilla tiene un lado ventral caracterizado por un surco de profundidad y anchura
variable a lo largo de su longitud. El lado dorsal de la semilla es convexo con un pequefo
orificio poco profundo llamado el micropilo bajo el cual se encuentra el embrion. Las
semillas de diferentes variedades de datil difieren en la profundidad del surco y la

posicion del micropilo (central o periférico).

Semilla Epicarpio Mesocarpio Endocarpio

Figura 12. Capas del fruto de datil.

Imagen tomada de Al-Shwyeh, H. (2019).
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El datil se desarrolla en cinco etapas diferentes, conocidas por sus nombres en arabe:
Hanabauk, Kimri, Khalal (o Bisr ), Rutab y Tamar. Dependiendo de la variedad, el
datil se vuelve comestible en las Ultimas tres etapas como resultado de la disminucion
de la amargura, el aumento de la dulzura y la mejora de la sensibilidad. Las diferentes
variedades de frutos de datiles se pueden recolectar de manera variable en las etapas

Khalal, Rutab y / o Tamar, y el mejor momento de la cosecha depende de la variedad.

o En la etapa Kimri, el contenido de humedad de la fruta es bastante alto (85%). Esta
etapa es en que el datil aumenta de tamafio, peso y contenido de azucar durante esta
etapa. Su color verde comienza a volverse amarillo o rojo al final de esta etapa,

dependiendo de la variedad del datil.

o En la etapa Khalal, los datiles son de color rojo, rosa o amarillo con textura dura. El
contenido de humedad del détil disminuye gradualmente y la sacarosa comienza a
convertirse a los azucares reductores (glucosa y fructosa). El aumento de peso del

datil es lento en esta etapa, y empieza a perder la astringencia.

o En la etapa Rutab, la punta del datil comienza a tornarse marrén cuando inicia esta
etapa. Por otro lado, empiezan a pierden su peso debido a la disminucion de
humedad, por lo que el contenido de humedad de la fruta en esta etapa es del 35%.
El ablandamiento del tejido y el oscurecimiento de la piel también se producen en

esta etapa (Nasir et al., 2015).

o En la etapa de Tamar, los datiles varian en tamafio, forma, color, textura y sabor
segun la variedad y las condiciones agrocliméticas. La forma de los datiles en Tamar
varia de ovalada a cilindrica con dimensiones de 3 a 11 cm de largoy 2 a 3 cm de
didmetro y color de amarillo, marrdn, rojo a negro, variando segun el tipo de cultivar
(Ghnimi et al., 2017).
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Hanabauk Kimri Khalal Rutab Tamr
1-5 semanas después de 9-14 siguiente 6  siguientes 4 siguientes
después de la semanas semanas semanas 2 semanas

000000

Figura 13. Etapas de maduracién del fruto de datil, comprendiendo un
periodo de 150 dias.

Imagen tomada de Al-Shwyeh, H. (2019).

Para los fines del consumo, las frutas de datiles se utilizan en diferentes etapas de
maduracion, incluidas Khalal o Besser (iniciando su proceso de maduracion, con un 50%
de humedad),Rutab (casi maduro con 30% a 35% de humedad) y Tamar (totalmente
maduro con un 10% a 30% de humedad) (Al-Shwyeh, 2019).

Los détiles se clasifican en funcidon de su contenido de azucares invertidos (glucosa y
fructosa); Se llevé a la clasificacion de datiles con (ver diagrama 1): (Nasir et al., 2015).

Datiles suaves: son ricos en azucares invertidos con cantidades
significativasde azucares reductores (alrededor del 77%) .

Datiles semisecos/semisuaves: con pequefia cantidad de
azucares invertidos y contienen un 39% de azUcares
reductores y un 38% de sacarosa.

Datiles secos: son ricos en sacarosa (59%) con pequefia
cantidad de azucares reductores (17%).

Diagrama 1. Clasificaciéon del datil de acuerdo a su contenido de azucares invertidos.

Diagrama elaborado con el texto tomado de: Nasir (2015). A review on the nutritional content,
functional properties and medicinal potential of dates. Openaccess 3(1).
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También existe otra clasificacion que consta en su contenido de azucar (ver diagrama 2)
(Nasir et al., 2015).

Clase | Clase Il Clase 11l Clase IV
* Rico en * Ricos en » Compuestos » Alto contenido
sacarosa 40- glucosa y por 10-35% de de agua 35-
65%. fructosa 40- agua, 65-90% 75%.
75%. de glucosa Yy « Contienen 35-
fructosa y O- 37% de
. : ) 10% de glucosa y
Cophienen 20 . Tiene sacarosa. fructosa, y 0%
glucosa y cantidades de sacarosa.
fructosa y 10- menores de
25% de agua. sacarosa 10-
35%.

Diagrama 2. Clasificacion del datil de acuerdo su contenido de azulcar.

Diagrama elaborado con el texto tomado de: Nasir (2015). A review on the nutritional content, functional
properties and medicinal potential of dates. Openaccess 3(1).

Valor Nutricional del Datil
El datil es una excelente fuente de energia, debido a su alto contenido de azUcares
facilmente digeribles como la glucosa y la fructuosa. Ademas de proporcionar energia,

ayuda a combatir el estrés y estimula la pérdida de peso (Salomon-Torres et al., 2017).

= FIBRA

El contenido de fibra dietética total en datiles varia entre 6.5y 11.5% segun la variedad.
Los tipos de fibra dietética insolubles y solubles representan de 84 a 94% y de 6 a 16%,
respectivamente, al total de fibra dietética en el fruto del datil. Las fibras dietéticas
solubles contribuyen a la formacién de un gel viscoso en el intestino que retarda la
absorcion intestinal de factores antinutricionales como el colesterol. Las fibras insolubles,
por otro lado, proporcionan volumen y ayudan a la fermentacion y la generacién de acidos
grasos de cadena corta en el intestino.

Las semillas de datiles representan alrededor del 10-15% del peso de la fruta segun la
variedad. Los carbohidratos de la semilla del datil son principalmente de los tipos de fibra

insoluble.
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= AZUCARES
Los carbohidratos son el componente mas abundante en los datiles y estan presentes
como azucares reductores en forma de glucosa, fructuosa, manosa y maltosa, y como
azucares no reductores; principalmente en sacarosa y en pequefias cantidades de

polisacaridos tales como celulosa y almidon.

o MINERALES
Salomon en el 2017, menciona que el potasio es el mayor elemento mineral contenido
en el datil, seguido por el calcio, magnesio, fosforo, y en proporciones mas pequefias

hierro, zinc, sodio, cobre y manganeso.

El alto contenido de potasio combinado con baja cantidades de sodio puede prevenir o

controlar la hipertensién, asi como las enfermedades cardiovasculares y renales.

o VITAMINAS

En comparacién con otras frutas secas, el datil puede considerarse una fuente razonable
de vitaminas. El datil fresco contiene concentraciones mas altas de vitaminas en
comparacién con el datil seco, ya que las vitaminas se pierden en el proceso de secado.
El datil seco puede considerarse como una fuente moderada de vitamina riboflavina,
piridoxina, niacina y acido félico. La tiamina, el acido ascorbico (vitamina C) y la vitamina
A estan presentes en concentraciones relativamente bajas en las fechas secas (Ali,
2012).

= AMINOACIDOS

Se han encontrado 17 aminoacidos en datiles, estas investigaciones estan hechas en

diferentes variedades y estado de madurez. Las investigaciones encontraron patrones
similares en el contenido de aminoacidos entre las variedades estudiadas. Los
aminoacidos predominantes en los datiles inmaduros son: glutamico, aspartico, lisina,
leucina y glicina, mientras que en los datiles en etapas maduras los aminoacidos que se

encuentran en mayor concentracion son: glutamico, aspartico, prolina y leucina.
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Los aminoacidos esenciales estan en una mayor concentracion en los datiles secos,
esto debido principalmente la reduccion de agua, la cual se va reduciendo a través de
las etapas de maduracion. La variacion entre los resultados reportados puede ser
contribuida a las diferencias entre las variedades, estado de madurez y el origen de los

datiles, asi como la variacion entre los procedimientos analiticos (Ali, 2012).

Composicion Quimica del Datil
El datil es una fuente rica de metabolitos secundarios, entre ellos, los compuestos
fendlicos, hidroxicinamatos, derivados del acido galico, acidos monohidroxibenzoicos,
flavonas y antocianinas. El datil también es rico en carotenoides y provitaminas, sus

principales pigmentos carotenoides son la luteina y el B-caroteno (Jain y Sciences, n.d.)

Los componentes mas importantes de los datiles son los carbohidratos en azucares
particulares, que pueden constituir hasta el 78% y proporcionar una fuente de energia
facilmente disponible para el cuerpo humano. Los azlcares son responsables del sabor
dulce de los alimentos. El datil contiene casi la mitad de la cantidad de azucares en forma
de fructosa, que es dos veces mas dulce que la glucosa y puede provocar una sensacion

de saciedad.

Por otro lado, la pulpa y la semilla de datil contienen una amplia gama de acidos grasos
saturados e insaturados. Los acidos grasos con clasificacién saturados incluyen los
acidos caprico, laurico, miristico, palmitico, estearico, margarico, araquidico, heneicosa-
noico, behénico y tricosanoico. Los &cidos grasos insaturados incluyen los &cidos

palmitoleico, oleico, linoleico y linolénico.

De manera mas especifica, el datil contienen varios tipos de fitoquimicos, como los
carotenoides (betacaroteno, licopeno, luteina, zeaxantina, neoxantina, etc.), compuestos
fendlicos, principalmente los acidos cinamicos y sus derivados (ferdlico, sinapico,
siringico, vanilico, gélico, cafeico , protocatechuico, acidos cumaricos y sus derivados
como acidos dactilfericos, etc.), flavonoides glucésidos (luteolina, metil luteolina,
guercetina 'y metil quercetina) flavonas, flavonoles (catequina, epicatequina),
flavoxantina, antocianinas, etc.). La concentracion de estos fitoquimicos, sin embargo,

disminuye con la etapa avanzada de madurez de la fruta. Los taninos en el datil estan
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hechos principalmente de polifenoles y, en menor medida, de flavonas. Estos son

responsables del color oscuro del datil en el periodo posterior a la cosecha. Como ya se

describi6 en las etapas de maduracion, el sabor astringente de la fruta de datil durante

las primeras etapas de madurez esta estrechamente asociado con su nivel de taninos

gue disminuye con la maduracion de la fruta y casi desaparece en la etapa Rutab.

De manera ejemplificada en la tabla 4 se mencionan por algunos metabolitos

secundarios ya identificados segun a su clase correspondiente.

Tabla 4.

Metabolitos secundarios identificados en el datil.

Clase

Compuestos

Acido benzoico y derivados

Acido galico, é&cido protocatéquico, &cido p-
hidroxibenzoico, acido vanilico, acido sirinico, acido

sinpico

Acido cinamico y

derivados.

Acido cafeico, 4cido hidrocaffeic, acido ferulico, acido p-

coumarico, acido jeringico, acido dactiliférico

Glucésidos y ésteres de
flavonoides

Luteolina, quercetina, apigenina y, sulfato de quercetina
ramnosil-hexoside, quercetina 3- O -rutinoside (rutina),
sulfato de quercetina hexoside, quercetina acetil-
hexoside, isorhamnetina-3- O -rutinoside, isoramnetina
hexoside, crisoeriol ramnosil-hexoside, isoramnetina
acetilo -hexosido, quercetina 3- O -glucoésido

(isoquercitrina)

Flavan-3-ols

(+) - catequina, y (-) - epicatequina

Proantocianidinas

Oligdbmeros de procianidina basados en (-) -
epicatequina, que incluyen procianidina B1,
procianidina B2, procianidina trimero, procianidina

tetramer, procianidina.

Antocianinas

Cianidina (en algunas variedades oscuras)

Texto tomado de Al-Shwyeh, H. (2019). Date palm (Phoenix dactylifera L.) fruit as potential antioxidant
and antimicrobial agents. Journal of Pharmacy and Bioallied Sciences, 11(1), 1
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= Carotenoides.
El datil puede considerarse una fuente moderada de carotenoides en comparacion con
otras frutas secas. Sin embargo, el nivel de carotenoides en la fruta de datil puede variar
segun la variedad, la etapa de maduracion, el secado y las condiciones posteriores a la
cosecha. Los principales carotenoides que se encuentran en las fechas son luteina, -

caroteno, zea-xantina y neoxantina (Ali, 2012).

OH
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Figura 14. Estructura de Luteina (izquierda) y B-Caroteno (derecha).

o Compuestos polifenolicos.
Comparativamente ante otras frutas, el datil es considerado una buena fuente de
compuestos fendlicos. Se han logrado detectar un total de nueve acidos fendlicos libres
y unidos, de los cuales cinco consistieron en derivados hidroxilados de acido benzoico
(acido galico, acido protocatecuico [PCA], acido p-hidroxibenzoico, &cido vanilico y acido
sirinico) y cuatro fueron derivados de acido cinAmico. (acido cafeico, acido p-cou-marico,

acido ferulico y acido o-cumarico).

Los acidos fendlicos predominantes fueron acido protocatecuico (PCA), acido ferdlico,
acido cafeico, acido p-cumarico y acido o-cumarico. En general, se ha registrado que los
acidos fendlicos totales de los datiles secados al sol eran significativamente mas altos

gue los de los datiles frescos (Ali, 2012).
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Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, de tal manera que un antioxidante actla, principalmente, gracias a su
capacidad para reaccionar con radicales libres y, por lo tanto, recibe el nombre de

““antioxidante terminador de cadena” (Londofio, 2012).

Especificamente una sustancia antioxidante es aquella que presente a bajas
concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable (biomolécula), retarda o
previene la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante al reaccionar con un radical libre
le cede un electron oxidandose a su vez y transformandose en un radical libre débil, con

escasos o nulos efectos toxicos ( Dabrowska y Mir, 2009).

Existen dos vias fundamentales para proteger al organismo de los radicales libres;
enziméticos y no enzimaticos (enddégenos y exdgenos) y su interaccion puede ser
intracelular o extracelular. La via enddgena requiere apoyo externo y por ello se
recomiendan los antioxidantes exégenos cuyo papel es relevante dado que son los que
pueden formar parte de la dieta diaria, como los indicados en un apartado posterior. (ver

diagrama 3)

Vitamina E Glutation
B-Caroteno Coenzima Q
o Catalasa
Vitamina C
Superoxido
Flavonoides dismutasa

Diagrama 3. Clasificacion de los antioxidantes.

Diagrama elaborado con el texto tomado de Coronado et al., (2015). Antioxidantes: perspectiva actual
para la salud humana. Chil Nutr 42(2).

28 |Pagina



Generalidades

Ahora bien, un radical libre es aquella figura quimica que tiene en su estructura uno o
mas electrones no apareados. Es altamente reactiva y clave para formar otros radicales
libres en cadena, ademas por la vida media que es de microsegundos ocurre una rapida
propagacion con moléculas aledafas y mayor dafio potencial (Coronado y Radilla ,
2015).
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Figura 15. Representacion de un antioxidante ante un radical
libre.

Imagen tomada de Desiree Kroper (2014).
Su configuracion espacial les hace muy inestable, extraordinariamente reactivos, con una
enorme capacidad para combinarse con la mayoria de las biomoléculas celulares
(carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos)
provocando un gran dafio en ellas y en las membranas celulares. Los radicales libres
cumplen numerosas funciones utiles en el organismo, el propio organismo fabrica
radicales libres en cantidades moderadas para luchar, por ejemplo, contra las
infecciones, pero en cantidades excesivas tienen el potencial de dafiar nuestras células

y el material genético alli contenido.

La mitocondria constituye la fuente principal de radicales libres, principal productor de las
especies reactivas de oxigeno (ERO). Como se sabe el 90% del total del oxigeno
inhalado se consume en la mitocondria y alrededor del 2% del oxigeno reducido, se
transforma en el radical superéxido (O2:). Por otros mecanismos el superéxido se

transforma en el radical hidroxilo (OH-), que es aun mas reactivo que el anterior.
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Otro radical libre fisiolégico es el oxido nitrico(NO-), que se produce en el endotelio
vascular como factor relajante. Este puede transformarse en peréxido nitrico(ONOOQO) que
contribuye en gran medida a lesiones de tipo oxidativo en multiples enfermedades
(Hernandez et al., 2008).

Ejemplos de otras fuentes antioxidantes son los peroxisomas, y también los leucocitos
polimorfonucleares que constituyen una fuente importante, cuando en los procesos
inflamatorios se activan por diversas proteinas que actian especificamente sobre ellos
(Dabrowska y Mir, 2009).

Ahora bien, cuando la capacidad de control de las sustancias oxidantes es superada, se
establece una situacion conocida como estrés oxidante. El estrés oxidante es una
condicion que se manifiesta en el organismo cuando la produccién de sustancias
altamente reactivas supera los mecanismos antioxidantes; esta situacion es responsable

de la aparicion de las enfermedades (Vallejo-Zamudio et al., 2017).

Se cree que los antioxidantes naturales presentes en el datil son Utiles para activar el
sistema antioxidante enzimético y no enzimatico. La principal actividad antioxidante del
datil se debe a los compuestos fendlicos, por lo que, sus efectos bioldgicos se pueden

clasificar en dos grupos principales:

1) Prevencion de lipidos, acidos nucleicos y proteinas del dafio oxidativo al
actuar como un eliminador de radicales libres.
2) Capacidad para modular la fisiologia celular mediante fisiologia o

bioquimica.

Por lo tanto, los antioxidantes dietéticos en el datil ayudan a proteger al cuerpo de
diversos trastornos degenerativos como enfermedades neuroldgicas, cardiovasculares y

Ulceras gastricas al minimizar el estrés oxidativo.
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Actividad Antibacteriana

El uso de compuestos organicos (extracto de algunas plantas) para el tratamiento de
enfermedades infecciosas se conoce desde la antigiiedad. Aproximadamente el 20% de
las plantas que se encuentran en el mundo han sido sometidas a pruebas farmacolégicas
o biolégicas, y un numero sustancial de antibiéticos nuevos introducidos en el mercado
se obtienen de recursos naturales o semisintéticos. Se utiliza una amplia gama de partes
de plantas medicinales como extracto para medicamentos crudos y poseen propiedades

medicinales variadas.

Sin embargo, la resistencia que presentan las bacterias contra los antibidticos se ha
convertido en un problema de salud a nivel mundial. El desarrollo de nuevos farmacos
antibacterianos, su uso indiscriminado e irracional y la presion evolutiva ejercida por el
uso terapéutico ha favorecido el incremento de cepas resistentes. La resistencia
bacteriana tiene una base genética intrinseca y una adquirida. A continuacion, se
describird de manera breve los tipos de resistencia bacteriana que se presentan (Luz,
2013)

1) Inactivacion del antibiético por destruccién o modificacion de la estructura
quimica: es un proceso molecular caracterizado por la produccion de enzimas
que van a llevar a cabo esta funcion. Las enzimas que destruyen la estructura
quimica, mas conocidas, son las beta-lactamasas que se caracterizan por
hidrolizar el nucleo beta-lactdmico rompiendo el enlace amida, otra enzima es la

eritromicina esterasa que cataliza la hidrdlisis del anillo de lactona del antibiético.

2) Alteracion del sitio blanco del antibiético: consiste en la modificacion de
algunos sitios especificos de la célula bacteriana como la pared celular, la

membrana celular, la subunidad 50S o 30S ribosomales, entre otras.

3) Alteracién en las barreras de permeabilidad: este mecanismo se debe a los
cambios que se dan en los receptores bacterianos especificos para los
antimicrobianos o por alteraciones estructurales en los componentes de envoltura
de la célula bacteriana (membrana o pared celular) que influyen en la

permeabilidad.
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4) Bombas de eflujo: en la membrana celular se encuentran las llamadas bombas

de eflujo que llevan a cabo la internalizacion y expulsion de los antimicrobianos

(Luz, 2013).
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Figura 16. Mecanismos de resistencia de las bacterias.

Imagen tomada de Claudia Moreno (2009).
La resistencia hacia los antibioticos va en crecimiento y se muestra como una gran

problematica, por lo que, surge nuevas alternativas naturales o sintéticas para el

desarrollo de nuevos antibiéticos.
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Caracterizacion quimica, capacidad antioxidante, evaluacidén antibacteriana y perfil fendlico del datil
Medjool (Phoenix dactylifera L.) cultivado en Baja California

METODOLOGIA
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Recolecta del material vegetal

El datil de la variedad Medjool fue recolectado en plantaciones organicas localizadas en
el Valle de Mexicali y La Laguna salada, en el municipio de Mexicali, B.C.

El antro L8 asgas

Vicente _Yuma
Calexicoo ——— RS, — Guerrero/ ©

—

[
’ &':—‘ 1 o

[ ¢San Luis Rio

- !
| wd‘ , Colorado
| S
%
®

o Ciuddd
e : : - fudac
MOFosa Mexicali 5\2) Morelgs

o

Esja’ac’m
Coahuila
2

f
|

«Reserva de
~ la Biosfera
¥ 5} (\Goif
3 \2 Alto\Goifo
\ JaoR)
! de..
\ 'I'"
5;—5) \\\ i"
o | fi
Lazaro 'I {3} [
Cérdenas

:;
]
|
| g
co | 2 2
| Playa Hawaii

g

— San Felipe

e - &
J A -

ORNIA

B

Vicente

Guerrero C ALl
(=]

F
F

Figura 17. Mapa de Mexicali

Imagen tomada de Delegaciones de Mexicali, (2010). Divulgacion

de las historias regionales de Baja California Recuperado:

https://sites.google.com/site/dhirebajacfa/lhome/municipios/mexi
cali/delegaciones-municipales
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Variacion del fruto

El nombre de la variacion sujeta al estudio es Medjool, utilizando la pulpa y semilla. Se
utilizé tres pulpas con diferente ubicacion de recoleccion y tres semillas con su respectiva
ubicacion de acuerdo a la pulpa.

Se le etiqueto de la siguiente forma, durante todo el proyecto se manejaron las etiquetas

para mayor facilidad de identificacion.

Figura 18. Representacion ilustrativa de la pulpa y semilla.

Imagen tomada de Abdelouahhab Zaid (2002).
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Generacion del Extracto

El datil fue separado en pulpa y semilla, se dej6é secar a temperatura ambiente y
posteriormente fue triturado. Para éste estudio, fueron generados 6 extractos mediante

maceracion metandlica (ver tabla 5).

Tabla 5.
Ubicacioén, descripcion y peso del material vegetal.
Etiqueta Lugar de Descripcion Peso del Material
Recoleccién Vegetal
M1 Laguna Salada Pulpa 125.2 g
M2 Laguna Salada Semilla 8.416 g
M3 Valle de Pulpa 96.7 g
Mexicali
M4 Valle de Semilla 17.533 g
Mexicali
M5 Pulpa sin raleo 72409
M6 Semilla sin raleo 9.865¢g

Para la obtencién de los extractos secos, el material vegetal se filtr6 y el sobrenadante

fue concentrado a presion reducida, obteniendo los siguientes pesos: (ver tabla 6)

Tabla 6.
Cantidad de extracto obtenido en cada maceracion.
Extracto Peso final

M1 79.847 g
M2 5.763 ¢
M3 62.948 g
M4 6.429 g
M5 43.736 g
M6 5.664 g
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Figura 19. Maceraciones de M1,M2 y M3.

Figura 20. Maceracion de M4,M5 y M6.
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Tamiz fitoquimico

La identificacion de metabolitos secundarios en las muestras de datil se realizé mediante
diferentes pruebas cualitativas, las cuales, a través de manifestaciones fisicas como
coloracion, presencia de espuma, precipitacion, etc., indican la presencia de metabolitos
mayoritarios. Para la realizacion de cada prueba, primeramente, se prepar6 una solucién
metandlica a una concentracion de 1 mg/ mL. En la tabla 7 se ejemplifica los métodos a

utilizar y los procedimientos para cada ensayo se describen a continuacion:

Tabla 7.
Método para la identificacion de metabolitos secundarios.

Metabolito Secundario Método
Mayer
Alcaloides
Wagner
Dragendorff
Taninos FeCls
Gelatina
Saponinas Espuma
Esteroides y Triterpenos Lieberman-Burchard
Glucoésidos Antraguinonicos Borntrager
Cumarinas Erlich
Carbohidratos Benedict
Flavonoides Shinoda
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A. ALCALOIDES

En su entorno nativo por lo general los alcaloides se encuentran en forma de sales de
acidos organicos simples (ej: acido lactico), o en ocasiones acidos poco usuales (ej:
acido quinico). Los alcaloides son capaces de precipitar en presencia de algunos
reactivos, como: Yoduro de Potasio y Mercurio (reactivo de Mayer), Yoduro de Potasio y
Bismuto (reactivo de Dragendorff), una solucién de Yodo con Yoduro de Potasio (reactivo

de Wagner) (Gennaro,2003).

- Procedimiento:

Se prepard una solucidon de la muestra a evaluar a una concentraciéon de 1mg/mL en
HCL al 5%, esta solucion se calenté durante 5 minutos, y finalmente se adicionaron 2
gotas de cada reactivo especifico. Se utilizé sulfato de quinina como control positivo, ver

tabla 8 para interpretar resultados positivos.

Tl\z/jllgrlﬁfitacién de resultados positivos en la identificacién de alcaloides.
Reactivos
Mayer (+) Dragendorff (+) Wagner (+)
Resultado Precipitado  color Precipitado café-rojo  Precipitado café-rojo

Positivo crema
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B. TANINOS

Una de las propiedades mas importantes de los taninos es su capacidad de union a
proteinas, favoreciendo su precipitacion. Por otro lado, gracias a los grupos hidroxilo de
sus nucleos fendlicos, los taninos tambien pueden formar quelatos con cationes
metalicos, eliminado parcialmente, cantidades representativas de hierro y cobre
disueltos. Este comportamiento es mas evidente cuando se trata de taninos hidrolizables,

que forman complejos ( Alvarez, 2007).

- Procedimiento:

Se tom6é 1 mL de la solucibn metandlica preparada inicialmente, finalmente se
adicionaron 8 gotas del reactivo FeCls y para la prueba de gelatina 15 gotas. Se utilizo
acido gélico como control positivo, ver tabla 9 para interpretar resultados positivos.

I/Ia;r:;egs.tacién de resultados positivos en la identificacion de taninos.
Reactivos
Cloruro Férrico (+) Gelatina (+)
Resultados Coloracion verde, azul o negra  Precipitado blanco

positivos

40 |Pagina



Metodologia

C. ESTEROIDES Y TRITERPENOIDES

Este grupo de metabolitos secundarios esta constituido por numerosos compuestos
estructuralmente muy similares, derivados mayormente del epoxiescualeno y, en menor
numero del propio escualeno. La reaccion Liebermann — Burchard es utilizada para la
determinacién de colesterol, lo que da un color verde intenso. El color es debido al grupo
hidroxilo (-OH) del colesterol que reacciona con los reactivos, lo que genera un aumento

en la conjugacioén de la instauracion del anillo adyacente (Viracacha y Mora, 2018).

- Procedimiento:

Se tom6 1 mL de la solucién metandlica preparada inicialmente, se agregd 1 mL de
anhidrido acético y, finalmente 3 gotas de H2SO4 concentrado. Se utilizé colesterol como

control positivo, ver tabla 10 para interpretar resultados positivos.

Tabla 10.

Manifestacion de resultados positivos en la identificacion de esteroides vy
triterpenoides.

Reactivo
Anhidrido Acético/Hz2S0a4 (+)

Resultado Positivo Coloracion azul-verde y violeta
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D. FLAVONOIDES

Los flavonoides pueden ser detectados mediante la reaccion de Shinoda, la cual permite
distinguir entre los diferentes esqueletos: chalconas, flavonas, flavonoles, flavonona,
etc,. En esta reaccion, el magnesio metalico es oxidado por el HCI concentrado, dando
como productos hidrogeno molecular, que es eliminado en forma de gas, y cloruro de
magnesio, el cual forma complejos con los flavonoides dando coloraciones

caracteristicas (Rodriguez et al., 2012).

- Procedimiento:

Se tomd 1 ml de la solucion metandlica preparada inicialmente, se agregaron 3 gotas de
HCl concentrado y se dejo reposar para una realizar una primera observacion. Enseguida
se adicionaron limaduras de magnesio y nuevamente se mantuvo en reposo para un
analisis de cambios en la coloracion. Se utilizé un extracto de citricos como control

positivo, ver tabla 11 para interpretar resultados positivos.

I/Iitr)wli?egécién de resultados positivos en la identificacion de flavonoides.
Reactivos
HCI concentrado (+) Limaduras de Mg metélico (+)
Resultados Auronas o  Chalconas: Flavonas: Coloracion naranja
Positivos Coloracion roja Flavonoles: Coloracioén roja

Flavononas: Coloracion magenta
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E. CARBOHIDRATOS

La prueba de Benedict plantea la reaccion de identificacion de azlcares reductores. Se
fundamenta en que el ion cuprico proveniente del sulfato clprico, es capaz de reducirse
(en medio basico) por efecto del aldehido del azucar a su forma de Cu+. Este nuevo ion
se observa como un precipitado rojo ladrillo correspondiente al 6xido cuproso (Huertas-
Navarro, 2016).

- Procedimiento:

Se tomd 1 mL de la solucién metandlica preparada inicialmente, se afiadieron 8 gotas de
reactivo de Benedict y se calentd en bafio maria durante 5-10 minutos. Se utilizo fructosa

como control positivo, ver tabla 12 para interpretar resultados positivos.

Tabla 12.
Manifestacion de resultados positivos en la identificacién de carbohidratos.

Reactivo
Benedict (+)

Resultado Positivo Precipitado café-rojo
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F. SAPONINAS

Las saponinas se clasificaron antiguamente como algunos de los glucdsidos vegetales
gue forman una espuma jabonosa cuando se mezclan y se agitan con agua, por lo que
se han utilizado de forma rutinaria como detergentes, espumantes y emulsificantes

(Hernandez-Guzméan y Hermosilla-Carazo, 2014).

- Procedimiento:

Se preparé 1 mL de una solucion acuosa de la muestra a evaluar a una concentracién
de 1mg/ mL, finalmente se agité vigorosamente para observar la formacion de espuma.
Se utilizé un extracto de Quillaja saponaria como control positivo, ver tabla 13 para

interpretar resultados positivos.

Tabla 13.
Manifestacion de resultados positivos en la identificacion de saponinas.
Reactivo
Agua (+)
Resultado positivo Espuma estable por lo menos 15 minutos
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G.  GLUCOSIDOS ANTRAQUINONICOS

Las antraquinonas generan color rojo en medio acuoso alcalino debido al estado de
resonancia de los —OH fendlicos, se requiere que el nucleo antraquinona esté libre. En
el caso de los glicésidos, previo a la reaccion, es necesario llevar a cabo una hidrolisis y

la posterior extraccion de las agliconas en medio organico (Flores, 2011).

- Procedimiento:

Se tomd 1 mL de la solucién metandlica preparada inicialmente, se agreg6é 1 mL de HCI
al 5%, seguido de 1 mL de cloroformo vy, finalmente, 4 gotas de NH4OH al 10%. Se utiliz6

acido carminico como control positivo, ver tabla 14 para interpretar resultados positivos.

I/Iiali?ei?écién de resultados positivos en la identificacion de glucésidos antraquinénicos
Reactivos
HCI/Cloroformo/NH4+OH (+)
Resultado Positivo Anillo rosa-rojo en la superficie de la fase acuosa
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H. CUMARINAS

La prueba de Erlich genera una lactonizacion del acido cis-o-hidroxicinamico o acido
cumarinico, determindndose la presencia de grupo furano para ello, la muestra se
disuelve en etanol y se agrega una solucion de p-dimetilaminobenzaldehido, en etanol

formandose una coloracién naranja (Ochoa y Sarmiento, 2018).

- Procedimiento:

Se tomd 1 mL de la solucion metandlica preparada inicialmente y calentar en bafio maria,
posteriormente se adicionan 2 gotas de reactivo de Erlich y finalmente, 1 gota de HCI
concentrado. Para esta prueba no se utilizd ningan control positivo, ver tabla 15 para

interpretar resultados positivos.

Tabla 15.
Manifestacion de resultados positivos en la identificacion de cumarinas.

Reactivos
Erlich/HCI (+)

Resultados Positivos Coloracion naranja
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Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin de Ciocalteu.

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fenélicos denominados
polifenoles, se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran cantidad
como producto de su metabolismo secundario. Algunos polifenoles son indispensables
para las funciones fisiolégicas vegetales, mientras que otros participan en funciones de
defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico, luminoso, etc.)
(Quifiones et al., 2012).

O._.0OH

-

HO™ ™F “OH

OH

Figura 21. Estructura de acido gélico,
ejemplo de un compuesto polifendlico.

El contenido de fenoles totales se determiné por el método de Folin-Ciocalteu. El reactivo
de Folin contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato sédico en acido fosférico
gue reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la muestra. El acido
fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el medio acido), de color amarillo,
al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso,
cuya intensidad es susceptible de ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm
(Garcia et al., 2010).
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Metodologia:

Se prepard una solucion de cada extracto a evaluar a una concentracion de 1mg/mL,
cada ensayo fue realizado por triplicado. Para cada experimento se llevo a cabo el
siguiente procedimiento: se adicionaron 3 mL de agua destilada, seguido de 0.1 mL de
solucion del extracto vegetal a evaluar, posteriormente se agregaron 0.5 mL de reactivo
de folin y se mantuvo en reposo durante 3 minutos. Finalmente se adicionaron 2 mL de

carbonato de sodio al 20%.

Se mantuvo en reposo 1 hora en condiciones ambientales de luz y temperatura.
Terminada la hora, se leyé en espectrofotometro a una longitud de onda de 650 nm,

utilizando como blanco agua destilada.

Se promediaron las absorbancias y se determiné el contenido de polifenoles totales
mediante la ecuacion de la recta proveniente de la curva de calibracién con &cido galico.
Los resultados son expresados en mg equivalentes de acido galico por cada 100 gramos
de extracto seco (mg EAG/ 100 g ES).

y =0.1346x — 0.1279
r? =0.99678
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Identificacion de azUcares por derivatizacion quimica

La reaccion de acetilacion es una transformacion comunmente utilizada en sintesis
organica tanto para obtener derivados de &acidos carboxilicos, como para proteger
hidroxilos en reacciones de varios pasos. Las reacciones de acetilacion suelen llevarse
a cabo en presencia de piridina como catalizador a pesar de la toxicidad de la misma. La
baja nucleofilicidad de los grupos hidroxilo en los carbohidratos conduce a la necesidad
de activacion de los agentes acilantes mediante la adicion de derivados de piridina como
co-catalizadores para acelerar la reaccion, tal como 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(Chikhale et al., 2017).

Para esto se utilizaron tres extractos de pulpa (M1, M3 y M5), antes de iniciar la reaccién
de acetilacion se llevo acabo la separacion cromatografia de cada uno de los extractos
para identificar los posibles carbohidratos (azucares) de alta polaridad. Para la correcta
separacion de los metabolitos del extracto, se probaron multiples mezclas eluyentes,
donde se encontré una mezcla terciaria, butanol (4): acido acético (1.5): agua (4.5),

capaz de permitir una correcta separacion, por lo tanto, se utilizé como fase movil.

Figura 22.  CCF del extracto M3 Figura 23. CCF del extracto M3 (pulpa)
(pglpa). Doble recorrido con la fase revelada con OLEUM. Doble recorrido
movil. con la fase movil.

49 |Pagina



Metodologia

Ademas, se sometieron los extractos antes de la reaccion de acetilacion a un analisis en
el equipo de Cromatografia de Gases-Espectrometro de Masas y en el equipo de

Infrarrojo, esto con el objetivo de tener una comparacion del extracto crudo y el extracto
acetilado, para una debida confirmacion de la reaccion.

Figura 24. Equipo Infrarrojo.

i

Figura 25. Cromatografo de Gases

acoplado a
Espectrometro de Masas.

Imégenes tomadas de Innovatek (s.f.). Espectrometro FT-IR Nicolet™ iS™5,
Recuperado: https://www.innovatek.com.co/espectrometro-ft-ir-nicolet-is5-
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Una vez finalizado lo anterior, se inici6 con la reaccion de acetilacion, se siguio la
metodologia reportada por Zachary D. Herde y colaboradores (Herde et al., 2017) , la

cual consiste en las siguientes condiciones:

(0] 0]
CH,0H )E fﬂk GH20—<
o]
0
OH AN o

[}
N (0]
OH 5ml
0]

25°C/12 h
Respectivo Carbohidrato Respectiva Acetilacién

Figura 26. Condiciones para la reaccion de acetilacion.
Se siguen los siguientes pasos para montar la reaccion:
1.- En un matraz bola, se peso 1g del extracto (M1, M3, M5).

2.- Se ambientd en un bafio maria a 25°C, colocar el matraz y mantenerlo en agitacion

dentro de la campa de extraccion.
3.- Se agregaron 3 ml de anhidrido acético.
4.- Se adicionaron 5 ml de piridina y tapar el matraz

5.- Se mantuvo la reaccién por 12 horas.
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Una vez concluidas las 12 horas de reaccion se procedié al “'work up”” de acuerdo al
siguiente procedimiento.

1.- Se inactivo la reaccion agregando agua destilada al matraz bola.

2.- Se transfirié la mezcla de reaccién obtenida a un embudo de separacion.

3.- Se realizaron tres lavados con dicloro-metano, recolectando la fase organica.

4.- Usando la fase organica, se realiz6 otra serie de lavados.

5.- Se lavo tres veces con HCI 1M.

6.- Después, la fase organica recolectada se lavo con sulfato de Cu 10% cuatro veces

7.- Finalmente, la fase organica recolectada se lavé con agua saturada con sal, dos

veces.

8.- Se recolectt la fase organica final, y se agregé sal anhidra para eliminar cualquier

remanente de agua y se filtro.

o4

CH3sCl HCI 1M CuSO,4

X 3 x 3 x 4
— —>

Diagrama 4. Pasos ilustrativos del work up.

52 |Pagina



Metodologia

H.O saturada Sal Filtrado Fase
con sal x2 anhidra / Organica
\"" _>
<¥/ %

Diagrama 5. Pasos ilustrativos del work up.

o)

Al terminar el work up, se realiz6 una cromatografia en capa fina comparativa del extracto
crudo y el extracto acetilado, utilizando como fase movil n-Hexano/Acetato de Etilo al
40%.

Después, se procedié a eliminar el solvente restante del extracto acetilado con ayuda del

rotavapor a presion reducida.

Para concluir, el extracto acetilado se analizé en el equipo de Cromatografia de Gases
acoplado a Masas e Infrarrojo anteriormente mencionados, esperando tener picos y

bandas, respectivamente, caracteristicas de una acetilacion.

53| Pagina



Metodologia

Determinacion del Grado de Sustitucion de Grupos Acetilos

El estudio de la acetilacidon, dentro de la industria quimica, es de gran interés, ademas
constituye una de las transformaciones mas frecuentemente usadas en sintesis organica,
ya que proporciona un medio eficiente y econdémico para la proteccion del grupo hidroxilo
en un proceso sintético. Para llevar a cabo esta cuantificacion se sigui6é el siguiente

procedimiento experimental: (Silvana Caglieri et al,2019).

Se peso aproximadamente 0.5 g del extracto acetilado en un vaso de precipitado.
Se agregaron 25 ml de una solucién de NaOH a 0.5 M

Se dejo el sistema en agitacion 72 horas a temperatura ambiente.

w0 NP

Una vez concluidas las 72 horas, se adicionaron de 3 a 5 gotas del indicador
fenoftaleina.

5. De forma inmediata se realiz6 una titulacion con una solucion de HCl a 0.1 M hasta el
punto final del indicador.

6. Se calculd el contenido del grupo acetilo, con la siguiente ecuacion:

V x Nde HCl x 0.043
A% = - x100

El grado de sustitucién se calculd por el contenido de grupo acetilo (A), de acuerdo con

la ecuacion:

162 x A%

D, = 100
ac = 24300 — 424%

Donde:

V, el volumen de HCI 0.1 M utilizado

C, es la normalidad de la solucién de HCI = 0.1N

m, es el peso de la muestra

- 0.043, miliequivalentes del grupo acetilo

- 162, peso molecular de la unidad de anhidro de glucosa
- 42, peso molecular del grupo acetilo — 1

- A%, porcentaje de grupos acetilos

(Guerra-Dellavalle et al., 2008).
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Ensayos antioxidantes: DPPH, ABTS y decoloracion oxidativa del B-caroteno

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, de tal manera que una molécula antioxidante actua, principalmente, gracias a

su capacidad para reaccionar con radicales libres.

Es importante remarcar la diferencia entre actividad estabilizadora de radicales libres o
antirradicalaria y actividad antioxidante. La primera esta determinada completamente por
la reactividad de un antioxidante frente a radicales libres, lo cual puede ser caracterizado
por la velocidad de reaccién. Por su parte, la segunda mide la capacidad para retardar la
degradacion oxidativa, por lo tanto, una alta actividad antirradicalaria no siempre
correlaciona con una alta actividad antioxidante; en particular, algunos compuestos
fendlicos sintéticos presentan alta reactividad frente a radicales libres, pero muestran

moderada actividad antioxidante.

Reduccioén del radical libre DPPH
1,1-difenil-2-picrilhidrazil

Existen muchos métodos para medir la capacidad antioxidante de una especie o
sustancia, una de las técnicas mas utilizadas se basa en la estabilidad del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la deslocalizacion del electrén
desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion violeta caracterizada
por una banda de absorcion en solucién etandlica alrededor de 520 nm. Cuando una
disolucién de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar un atomo de
hidrogeno o con otra especie radical (R-) se produce la forma reducida DPPH-H 6 DPPH-
R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la pérdida de la absorbancia
(Garlick et al., 1965).

OzN —N—+N _ O,N N—FN
Dipicril fenil hidrazilo Difenil picril hidrazina

Figura 27. Reacciéon DPPH.
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Metodologia
Se preparo una disolucion del extracto a evaluar con las siguientes concentraciones:

Pulpas: 1 mg/mL
Semillas: 0.05 mg/mL
1. Se realizaron 10 diluciones seriadas, obteniendo las siguientes concentraciones:

Extracto Concentracion mg/mL

Pulpas 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.01 0.005 0.0025 0.00125

Semillas 0.05 0.025 0.0125 0.006 0.003 0.001 0.0005 0.00025 0.0001 0.00005

2. Se preparo la solucion del radical DPPH (7.5 mg/ 250 mL).

3. Se afiadieron 500 uL de soluciéon de DPPH a todos los tubos. Posteriormente se
cubrieron de la luz y se dejaron reposar por un periodo de 30 min. Pasado el
tiempo de incubacion, se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm,
se utilizé como blanco metanol. Cada experimento fue realizado por triplicado.

4. El porcentaje de actividad antioxidante (%AA) se determiné mediante la siguiente

ecuacion:

Am
% Actividad Antioxidante = [ 1-— (A_c>] x100

Donde:
Am= Absorbancia promedio de la muestra

Ac= Absorbancia de la muestra control (solucion de DPPH)

5. Se graficaron los porcentajes respecto a la concentracion evaluada, para obtener
la concentracion efectiva media (CEso) expresada en mg/mL.
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Reduccidén del cation radical ABTS

acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico

Este método fue propuesto en 1993 por Miller, se basa en la capacidad antioxidante del
ABTS™* para capturar aniones radicales de larga vida. En la prueba el ABTS es oxidado
hasta formar el cation ABTS™* es oxidado por radical peroxido, por persulfato de potasio,
por peroxido de hidrogeno, peroxidasa de rabano u otro oxidante hasta formar el cation
radical ABTS™, el cual presenta un intenso color verde-azul, la cual disminuye al entrar
en contacto con compuestos antioxidantes. Una caracteristica importante de este radical
es que presenta solubilidad en medios polares y apolares y no es afectado por la fuerza
iGnica; por tanto, esta técnica permite evaluar antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de

extractos de plantas y fluidos biologicos (Rodriguez et al., 2015).

Figura 28. Estructura de ABTS.
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Metodologia
- Preparacion del Radical ABTS

Se pesaron 0.0194 mg de ABTS y se mezclaron con 0.0033 mg de Persulfato de Potasio
y 5 mL de agua destilada, para la preparacién de la solucion patron de ABTS, esta

mezcla se dejo en obscuridad durante 18 horas previas a la realizacion del ensayo.
- Ensayo

Se prepararon soluciones patrones de las muestras a evaluar, a las siguientes

concentraciones:

Pulpas: 20 mg/mL

Semillas: 2 mg/mL

1. Se realizaron 10 diluciones seriadas de las muestras por triplicado, obteniendo las

siguientes concentraciones:

Extracto Concentracion mg/ml
Pulpas 20 10 5 2.5 1.25 0.6 0.3 0.15 0.075 0.037
Semillas 2 1 0.5 0.25 0.125 0.6 0.3 0.15 0.075 0.037

2. Se prepard una solucion diluida de ABTS, para ello se tomaron 150 yL de la

solucion patron del cation-radical y se llevaron a 15 mL con metanol.
3. Finalmente, se mezclaron 980 pL de la solucién diluida de ABTS y 20 pL de la

solucion correspondiente de la muestra a evaluar. Después de 7 minutos de

incubacion, se lee la absorbancia de las soluciones a 734 nm.
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4. El porcentaje de actividad antioxidante se determiné mediante la siguiente

formula:

Am
% Actividad Antioxidante = [ 1- (A_c)] x100

Donde:
Am= Absorbancia promedio de la muestra
Ac= Absorbancia de la muestra control (solucién de ABTS)

5. Concentracion evaluada, para obtener la concentracion efectiva media (CE50)

expresada en mg/mL.
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Decoloracion oxidativa de B-Caroteno
El mecanismo involucrado en la técnica de la decoloracién oxidativa del sistema agua,
B-caroteno y &cido linoleico, implica la formacién de radicales libres a partir del 4cido
graso, formados por la sustraccion de un &tomo de hidrogeno de uno de sus grupos
metilenos y catalizado por el calor, estos radicales atacan las moléculas de B-caroteno,
lo que conlleva a una pérdida de insaturaciones y por consiguiente, de la coloracion
naranja caracteristica, por lo que el “blanqueamiento “de carotenoides puede ser inhibido
o disminuido por los antioxidantes que donan atomos de hidrégeno para neutralizar

radicales del medio oxidativo. (Leon-Garcia y Reyes-Zaquinaula, 2017).

Figura 29. Estructura de 3-Caroteno.
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1. Se coloco en burbujeo 60 mL de agua destilada.

2.

Solucion de B-Caroteno: Se pesaron 0.2 mg de B-Caroteno y se disolvieron en 2
mL de cloroformo, enseguida se adiciona 20 uL de acido linoleico y 200 pL de
Tween 20, la solucién se homogeneizo y se dej6 a temperatura ambiente y
obscuridad hasta la evaporacion total del solvente.

Se prepararon las soluciones de las muestras a evaluar, todas a una
concentracion de 0.5 mg/mL.

Emulsién de B-Caroteno: una vez evaporado el cloroformo, se adicionaron 50 mL
de agua destilada previamente en burbujeo y se agité hasta observar una total
disolucion.

Se mezclaron 2.5 mL de la emulsién preparada anteriormente con 350 uL de la
solucion patron de la muestra a evaluar, y se realizé de inmediato una primera
lectura (TO) a una longitud de onda de 470 nm.

Las muestras fueron mantenidas en bafio maria a 50°C durante 120 min,
posteriormente se realiz6 una lectura final (T120).

El porcentaje de actividad antioxidante se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

AmO _ AleO

Ac? — Ac120 )|x100

%Actividad Antioxidante: |1 — (

Donde:

Am°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo cero.

Am*?°= Promedio de las absorbancias de la muestra a tiempo 120 min.

Ac®= Promedio de las absorbancias de la emulsién sola a tiempo cero.

Ac'?°= Promedio de las absorbancias de la emulsién sola a tiempo 120 min.
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Evaluacion Antimicrobiana

ANTIBIOGRAMA

El antibiograma por el método de Kirby Bauer, es uno de los métodos que el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion
de sensibilidad bacteriana frente a compuestos antimicrobianos. Ademas, es un método
cualitativo que se caracteriza por ser facilmente estandarizable, y que esta indicado para

microorganismos no exigentes de crecimiento rapido (Taroco et al., 2008).

El método de Kirby Bauer consiste en depositar discos de papel secante impregnados
con diferentes antibioticos, sobre la superficie de agar de una placa de Petri previamente
inoculada con el microorganismo, tan pronto el disco impregnado se pone en contacto
con la superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar,
de manera radiante a través del espesor, formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18-24 horas de incubacion, los discos aparecen rodeados por una zona
de inhibicion (Picazo et al., 2017).

Figura 30. Ejemplo de antibiograma.

Tomada del Manual de Laboratorio para la Identificacion y Prueba
de Susceptibilidad a los Antimicrobianos de Patégenos Bacterianos
de Importancia para la Salud Publica en el Mundo en Desarrollo.

(OMS, 2004)
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Metodologia

Para la realizacion de los ensayos antimicrobianos, las cepas utilizadas fueron
proporcionadas por la Dra. Lilia Angélica Hurtado, encargada del laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria. Los microorganismos
trabajados fueron los siguientes (ver tabla 16):

Tabla 16.

Bacterias utilizadas en antibiograma.

CEPAS
Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Enterococcus faecalis

Streptococcus pyogenes

Metodologia

- Preparacion del inoculo:
1. Se resembro cada cepa en agar nutritivo 24 horas previas a su utilizacion, y se
mantuvieron en incubacion a 37°C.
2. Unavez lista la cepa, se prepar6 un indculo a 0.5 segun la escala del nefelometro
de McFarland.

- Preparacion de discos:
1. Se prepar6 una solucion saturada del extracto a evaluar en 500 ul de metanol.
2. Se tomd un disco y se impregndé con 40 uL de la solucién saturada de la muestra,
enseguida se adiciond una segunda alicuota del mismo volumen para finalmente

dejar secar. Este procedimiento se realizo con cada muestra.
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Metodologia

- Antibiograma:

1. Con un hisopo se inocul6 en tres a cuatro direcciones por la superficie de una
placa de agar Muller Hinton, girando la caja de manera sucesiva en angulos de 90
grados.

2. Con pinzas estériles, se tomaron cada uno de los discos con las muestras a
evaluar y se colocaron sobre la superficie de la placa, presionando levemente para
evitar su desprendimiento. Como control fueron utilizados discos con penicilina
(antibidtico control) y agua estéril.

3. Se dejaron en incubacién durante 24 horas a una temperatura de 37°C con la
placa invertida.

4. Pasadas las 24 horas, se realizd la medicion del diametro de inhibiciébn que
presentdé cada disco, estos datos fueron comparados con las tablas de

interpretacion internacional.
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DISCUSION DE
RESULTADOS
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Screening Fitoquimico.

Tabla 17.

Identificacion de metabolitos secundarios en extractos de pulpa y semilla.

Discusion de Resultados

Pruebas Método Resultados
M1 M2 M3 M4 M5 M6
Mayer N N N N N N
Alcaloides Wagner N N N N N N
Dragendorff N N N N N N
Taninos FeCls N P N P N P
Gelatina P P P P P P
Saponinas Espuma N P N P N N
Esteroides y Lieberman- P P P P P P
Triterpenos Burchard
Glucoésidos Borntrager N P N P N P
Antraquinonicos
Cumarinas Erlich N P N P N P
Carbohidratos Benedict P P P P P P
Flavonoides Shinoda N P N P N P

P: Positivo, N: Negativo; M2: Flavonoides de tipo Auronas y/o Chalconas, Flavononas; M4: Flavonoide
de tipo Flavononas; M6: Flavonoides de tipo Auronas y/o Chalconas, Flavona.

De los resultados mostrado en la tabla 17, los extractos que corresponden a las semillas
M2, M4 y M6 presentaron pruebas positivas para taninos, esteroides, triterpenos,
glucésidos antraquinonicos,

cumarias, carbohidratos, flavonoides y saponinas,

exceptuando esta Ultima prueba para el extracto de semilla nimero M6.

Respecto a los extractos de pulpa correspondientes a M1, M3 y M5 mostraron contenido
de carbohidratos, esto confirma una de las caracteristicas mas sobresalientes de la pulpa
de datil, la cual es, tener una rica presencia de carbohidratos en forma de azlcares que
le otorgan su sabor dulce. En estos mismos extractos podemos observar la presencia de
taninos. Cabe mencionar, que estos productos al ser un extracto rico en azucares, estos
metabolitos pueden estar en perfecto enlace con glucidos, conocidos como taninos

hidrolizables.
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Discusion de Resultados

Identificacidon de azUcares por derivatizacion quimica.

Se llevé a cabo la misma reaccion con los tres extractos de pulpa (M1, M3, M5),

obteniendo los siguientes pesos. (ver tabla 18)

Figura 32. Reaccién de Acetilacion después de
12 horas.

Figura 31. Reaccién de Acetilacion a tiempo

0.

Tabla 18.
Peso de los extractos acetilados
Extracto Pesos
M1 1.15¢
M3 0.795¢g
M5 0.483 g
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Discusion de Resultados

A continuacion, se muestran las cromatografias de capa fina correspondientes al extracto

crudo y extracto acetilado de las tres pulpas utilizando n-Hexano/Acetato de Etilo 40%

como fase movil.

Figura 33. CCF de extracto
M1 y su acetilacién (AcO).

Figura 35. CCF de extracto
M3 y su acetilacién (AcO).

Figura 34. CCF de extracto
M1 y su acetilacion (AcO)
revelado con OLEUM.

p A

Figura 36. CCF de extracto
M3 y su acetilacién (AcO)
revelado con OLEUM.
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Discusion de Resultados

| MS pAcws

Figura 37. CCF de extracto Figura 38. CCF de extracto
M5 y su acetilacién (AcO). M5 y su acetilacion (AcO)
revelado con OLEUM.

Para caracterizar cada uno de los extractos acetilados, se utilizaron las técnicas de
espectroscopia Infrarroja y Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de

Masas.

Con la técnica de espectroscopia Infrarroja se hizo un andlisis comparativo con el
extracto crudo y el acetilado, y sobresalen bandas anchas a 3274, 3258 y 3244 cm
correspondientes a la vibracion del grupo funcional O-H caracteristica de los
carbohidratos presentes en el extracto crudo. De manera visual encontramos los

espectros en anexo 1, anexo 3 y anexo 5.
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Figura 39. Espectro de Infrarrojo. Muestras M1 (extracto crudo).
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Figura 40. Espectro de Infrarrojo. Muestra M1 (extracto acetilado).
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Discusion de Resultados

En el analisis de Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas (CG-
EM) la confirmacion de la reaccion se observé con el tiempo de retencion del fragmento

43 m/z correspondiente al peso molecular del grupo Acetilo.

Datile #1061 RT ‘81 AV:1 58: 2838 847 NL: 951E8

T. + cEl Full ms [20.00-500.00]
I 4309 I
1004

80+

Relativae Abundance
3
1
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204
- g 11817
104 5 e 97.13
g2 [H'2 0112 | ' | 719 14019 19720 4e920 19221 20023 21121 22827 20227 28927
0r1|[1|r]|r“1[r|vl[11r1r1111r1[1111llr]rr1]11|rxlr1|
20 & & 80 100 120 140 180 180 200 20 240 260

mz

Figura 41. Espectro de masas del extracto M1 acetilado.
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Ademas, la base de datos del programa del CG-EM, confirma la existencia de diferentes

carbohidratos acetilados, los ejemplos estan descrito en las figuras 44, 45, 46 y 47.

o)

z

__—OH

OH
O_
HO
OH
o
OH
HO
OH

HO

Figura 42. Estructura de D-Glucosa,4-O-a-
D-glucopiranosil.

Figura 44. Estructura de 1,2,4,6-Tetra-O-
acetilhexopiranosa.

(0]

)

/

o ©H

OH

Figura 43. Estructura de 6-O-
Acetilhexopiranosa.

° | >/

%

o

Figura 45. Estructura de D-Glucosa penta
acetato.
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Discusion de Resultados

Determinacion del grado de sustitucion de grupos acetilos.

M1 ACETILADO

- Contenido de Acetilos
25.8mlx 1073 x0.1 M x 43
A(%) = x100
180.15 g

A(%) = 11.09 %

- Grado de Sustitucion
162 gx 11.09 %

DSge =
¢~ 4300 — 42(11.09)

DS, = 0.468
M3 ACETILADO

- Contenido de Acetilos

20.3mlx1073x0.1 M x 43
A(%) = 801 x100
do g

A(%) =8.72%
- Grado de Sustitucion

162 gx8.72%
4300 — 42(8,72%)

DS, = 0.359

DSqc =

M5 ACETILADO

- Contenido de Acetilos
21mlx103x0.1M x 43
A(%) = x100
180.15 g

A(%) =9.03 %

- Contenido de Acetilos
162 g x 9.03 %
4300 — 42(9.03%)

DS, =

DS, = 0.373
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Discusion de Resultados

La modificacién quimica de los extractos presento los siguientes porcentajes de grupos
acetilos (A%) y grado de sustituciéon (DS): (ver tabla 19)

Tabla 19.
Resultados de A% y DS.

Porcentaje de grupo acetilo (A%) y determinacion
del grado de sustitucion (DS)

Extracto Modificado A% DS
M1 - AcO 11.09 % 0.468
M3 - AcO 8.72 % 0.359
M5 - AcO 9.03 % 0.373

Estos resultados nos muestran la cantidad de grupos acetilos incluidos en cada molécula,
tentativamente, carbohidratos presentes en los extractos de pulpa. Este tipo de
modificaciones estructurales hacen un cambio en la naturaleza hidrofilica del extracto

brindando mejores propiedades.

Un resultado satisfactorio es la disminucion de la polaridad de cada extracto permitiendo

un recorrido a través de una CCF, ademas de facilitar su analisis mediante CG-ES.
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Discusion de Resultados

Cuantificacion de Polifenoles

En la tabla 20 se muestran la concentracion de compuestos de tipo poli fendlicos de cada
uno de los extractos. Los resultados con mayor concentracion de estos componentes
son de los extractos de semilla, esto se relaciona con las funciones biolégicas mas
importantes de las semillas, 1) generar una sintesis activa de metabolitos secundarios
para la proteccion de la misma o del fruto ante condiciones climética extremas, ataque
de microorganismos (bacterias, virus y hongos), 2) atraccién de agentes dispersadores
de semillas. (Sepulveda Jiménez 2003).

Tabla 20.
Concentracion de polifendles presentes en cada extracto de pulpa y semilla.

Contenido de compuestos polifenélicos

Extracto Concentracion
mg de Acido Galico/100 g seco

Pulpa M1 1.05
Semilla M2 12.55

Pulpa M3 1.13
Semilla M4 8.88

Pulpa M5 1.05
Semilla M6 22.96
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Contenido fendlico

14

= =
o N

(o]

Concentracién (gr AG/100 Gr Extracto Seco)

M1-Pulpa M2-Semilla M3-Pulpa M4-Semilla M5-Pulpa Mé6-Semilla

Grafica 1. Contenido de polifenoles.
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Pruebas Antioxidantes
Reduccioén del radical libre DPPH

Una vez mas, los resultados mas relevantes en las técnicas antioxidantes empleadas,
son las de los extractos de semillas de manera comparativa con los extractos de pulpa.
Se pudo observar que los extractos de semillas superan el control utilizado mientras que

los extractos de pulpa requieren mayor concentracion para alcanzar el 50% de esta
inhibicion oxidativa.

DPPH Pulpas .
DPPH Semillas
__ 04
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S —
& 0.35 [ -
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S 0.25 5 0001
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g 02 = 0.0008
L e
5 0.15 £ 0.0006 [ |
g 01 S [ |
B S 0.0004
8 0.05 2
[}
] — 8 0.0002
c
0 o
(&)
M1 M3 M5 0
M2 M4 M6
Grafica 2. CEso pulpas DPPH. Grafica 3. CEso semillas DPPH.
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Reduccion del cation radical ABTS+

En la técnica de reduccion del cation radical ABTS*, ninguno de los extractos presenta
mejor actividad antioxidante que el control, esto no quiere decir que no presentan buena
actividad, sino que requieren una concentracion mayor para alcanzar el 50% de inhibicion
del catién radical ABTS*. De manera comparativa, los resultados indican que los
extractos de semilla mantienen el mejor perfil antioxidante respecto a los extractos de
pulpa.
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Grafica 5. CEso Semillas (ABTS).
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Decoloracion Oxidativa del B-Caroteno

Por otro lado, la técnica de B-Caroteno mostré que el extracto M6 correspondiente a las
semillas fue el mas activo, y una vez mas se observa que estos extractos presentan un

mayor efecto respecto a los de pulpa.

B-Caroteno

45
40 .
35

30

25 lI
20 .

15

% de Actividad Antioxidante

M1 M2 M3 M4 M5 M6

Grafica 6. Porcentaje de Actividad Antioxidante de pulpas y semillas (3-Caroteno).
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En la tabla 21 se muestra de forma resumida la concentracion efectiva media de cada
extracto en las tres diferentes técnicas. Vemos que en las tres técnicas los extractos de
semilla son los mejores candidatos por presentar una concentracion minima que alcanza
el 50% de actividad antioxidante. De forma mas especifica obtenemos los mejores
resultados en la técnica de DPPH que los extractos de semilla superan el control

utilizado.

Por otro lado, los extractos de pulpa no reflejan resultados tan favorables si se compara
con los de semilla esto no quiere decir que no presenten actividad antioxidante, sino que

se requiere mayor concentracion para inhibir el 50% de los radicales libres en el medio.

Tabla 21.
Concentracion efectiva media en DPPH y ABTS, Porcentaje de Actividad Antioxidante
en B-Caroteno.

Extracto Técnica Antioxidante
DPPH ABTS B-Caroteno
CEso (mg/ml) CEso (mg/ml) AA%
M1 0.373 26.04 13
M2 0.00052 0.25 20
M3 0.223 43.54 14
M4 0.00124 0.4 27
M5 0.019 48.58 11
M6 0.00065 0.077 42
Controles Quercetina Quercetina a-tocoferol
0.003 mg/ml 0.05 mg/ml 60%
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Discusion de Resultados

Evaluacion antibacteriana
La prueba de antibiograma permitié identificar la resistencia o inhibicion que presentaron

las bacterias frente a los extractos de pulpas y semillas.

- Escherichia coli Tabla 22.
Halos de inhibicion en E.coli .

EXTRACTO DIAMETRO R//S

M1 0 mm Resistente
M2 0 mm Resistente
M3 0 mm Resistente
M4 0 mm Resistente
M5 0 mm Resistente
M6 0 mm Resistente
Penicilina-P 0 mm Resistente
Penicilina-S 0 mm Resistente

Figura 46. Antibiograma con E.coli expuesta a
los extractos de semillas.

Esta cepa se manifesto resistente ante
los 6 extractos y ante el antibidtico
control. No se observé ningun halo de
inhibicion alrededor de los discos. (ver
tabla 22)

Figura 47. Antibiograma con E.coli expuesta a
los extractos de pulpa.
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- Staphylococcus aureus

Figura 48. Antibiograma S.aureus ante los Figura 49. Antibiograma S. aureus ante los
extractos de pulpa. extractos de semilla.
Tabla 23.

Halos de inhibicién en S.aureus

EXTRACTO DIAMETRO RIS Estos resultados de inhibicion

M1 0 mm Resistente  corresponden a  Staphylococcus
M2 0.7 mm Resistente  aureus donde observamos halos de
M3 0 mm Resistente  inhibicién en los extractos de semillas,
M4 0.9 mm Resistente  SiN embargo, de acuerdo al CLSI el
M5 0 mm Resistente diametro presente no representa una

: medida de caracteristica ~“Sensible™
M6 0.7 mm Resistente .

para la bacteria. (ver tabla 23)

Penicilina-P 2.3cm Resistente
Penicilina-S 2.5cm Resistente
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- Klebsiella pneumoniae

Discusion de Resultados

Figura 50. Antibiograma K. pneumoniae ante los extractos de semillas.

Tabla 24.

Halos de inhibicién K.pneumoniae

EXTRACTO DIAMETRO R/I/S

(mm)
M2 0 Resistente
M4 0 Resistente
M6 0 Resistente
Penicilina 0.6 Resistente

La bibliografia menciona que los
extractos de semillas presentan mejores
resultados en evaluacion de sensibilidad
bacteriana, por tal motivo, las siguientes
evaluaciones son realizadas Unicamente
con extractos de semillas. En
K.pneumoniae la evaluacion muestra
resistencia ante los extractos. (ver tabla
24)
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- Streptococcus pyogenes

Discusion de Resultados

Figura 51. Antibiograma S.pyogenes ante los extractos de semillas.

Tabla 25.
Halos de inhibicion S.pyogenes
EXTRACTO DIAMETRO R//S
M2 1lcm Resistente
M4 1.1cm Resistente
M6 1.3cm Resistente
Penicilina 0 Resistente

Los extractos de datil muestran inhibicién
ante bacterias gram positivas. S. pyogenes
es una bacteria gram positiva que carece
de lipopolisacaridos en su membrana
externa, lo que las hace mas susceptibles
ante antimicrobianos en comparacion con
las gram negativas. Sin embargo, los
extractos de semilla presentan inhibicion,
pero de acuerdo al CLSI el didmetro no se
considera sensible para la bacteria. ( ver
tabla 25)
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- Enterococcus faecalis

Discusion de Resultados

Figura 52. Antibiograma E. faecalis ante los extractos de semillas.

Tabla 26.
Halos de inhibiciéon E. faecalis

EXTRACTO DIAMETRO RN/S

M2 0.9 mm Resistente

M4 0.8 mm Resistente

M6 lcm Resistente
Penicilina 1.6 cm Sensible

Ante E. faecalis observamos un halo de
inhibicibn en los tres extractos, pero
siguen siendo resultados de resistencia
ante los extractos. Aunque esto al ser un
estudio preliminar no se descartan los
resultados de una posible inhibicion ante
otras cepas bacterianas. (ver tabla 26)

86 |Pagina



Caracterizacion quimica, capacidad antioxidante, evaluacidén antibacteriana y perfil fendlico del datil
Medjool (Phoenix dactylifera L.) cultivado en Baja California

CONCLUSIONES

87 |Pagina



Conclusion

Mediante la realizacion del proyecto se llegaron a las siguientes conclusiones:

La cuantificacion de compuestos polifendlicos en este estudio mostré que los extractos
de las semillas presentan mayores cantidades de estos componentes, de los cuales el

de mayor concentracion fue el identificado como M6 con 22.96 mg EAG/100g.

Los resultados de la reaccion de acetilacion y la determinacion del grado de sustitucién
de los carbohidratos presentes en la pulpa, fue requerido para la identificacion de estos

azucares, y los resultados fueron verificados por CCF y CG-EM.

Los extractos de pulpa y semilla se sometieron a una evaluacion antioxidante con las
técnicas de ABTS, DPPH y de la decoloracion oxidativa del B-caroteno, y de estos
estudios solo se observo un efecto de inhibicion oxidativa con la técnica de DPPH, en
donde los extractos de semilla M2, M4 y M6 superaron al control con una CEso de
0.00052 mg/ml, 0.00124 mg/mLy 0.00065 mg/mL respectivamente.

De los experimentos cualitativos de inhibicién antibacteriana con las cepas, E. faecalis y
S.aureus, los extractos de semillas presentaron halos de inhibicion de 0.7 — 0.9 mm, los

cuales indican resistencia.

El estudio antimicrobiano frente a K. pneumoniae, S.pyogenesy E.coli, no se observaron
halos de inhibicibn con un diametro representativo de sensibilidad, sin embargo, se
sugiere experimentos cuantitativos para identificar la concentracion capaz de lograr

inhibir el crecimiento bacteriano.
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(Pico base 43 m/z representativo de la acetilacion)
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Técnicas Experimentales

Espectroscopia uv-vis

Las mediciones de absorbancia de las pruebas antioxidantes se realizaron en un
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 20, en celdas de cuarzo de

10 mm.
Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de Infrarrojo fueron realizados en un espectrofotdmetro Thermo Scientific

modelo Nicolet is5. Los valores de transmitancia (u) estan expresados en cm-1.
Espectrometria de Masas

Para la obtencion de los espectros de masas se empleé la técnica de ionizacién por
impacto electronico, utilizando un cromatografo de Gases Thermo Scientific modelo
TRACE 1310 acoplado a un espectrometro de masas de cuadrupolo sencillo Thermo
Scientific modelo ISQ LT.

Técnica Cromatografica: Cromatografia de Capa Fina

Se emplearon placas FLUKA Analytical de 0.2 mm con indicador fluorescente de 254
nm. Se emple6 como agente visualizador luz ultravioleta a 254 nm y Oleum como

reveladores quimicos.
Programas informaticos

Se empleo el programa ChemDraw Professional 16.0 de Perkin Elmer para otorgarle los

nombres sistematicos a los productos sintetizados y la realizacion de las estructuras.
Técnicas experimentales: Condiciones de reaccién

Los reactivos y los disolventes empleados fueron comprados de la mas alta calidad
comercial, y usados sin purificaciones posteriores. Todas las reacciones fueron

monitoreadas por cromatografia de capa fina.
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