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RESUMEN

Los residuos generados por el proceso de beneficio humedo del café (WCW) se
componen principalmente de pulpa y cdscara de café, y escasamente se han
estudiado y reutilizado. Entonces, el objetivo de este trabajo fue investigar la
actividad antifungica in vitro e in vivo de un WCW extracto etandlico (EWCW)
obtenido por ultrasonido (amplitud 70%, tiempo de sonicacion 45 min). EWCW
tuvo un contenido fendlico total de 33.8 mg equivalentes de &cido galico/g y una
actividad antioxidante de 1790.1 umol equivalentes de Trolox/g. EWCW mostro
una potente actividad antifingica in vitro contra Aspergillus niger, Botryris cinerea,
y Rhizopus stolonifer equivalente o superior a aquella del fungicida sintético
comercial carbendazim. Fresas fueron heridas e inoculadas con los tres hongos
para ensayos in vivo. Después de 5 dias de inoculacion, el porcentaje de heridas
gue presentaron crecimiento de moho fue de 16.7% (400 pg/mL de EWCW) y
38.2% (1000 pg/mL de carbendazim) para A. niger, 36.1% para B. cinerea y
50.12% para R. stolonifer (2000 pg/mL de EWCW) en comparacion con 38.2% y
51.2% (1000 pg/mL de carbendazim), respectivamente. La actividad antifangica
eficiente de EWCW puede atribuirse principalmente a sus compuestos
mayoritarios acido clorogénico (14.19 mg/g) y acido cafeico (1.18 mg/qg), los cuales

representaron el 89.83% de los compuestos identificados.

Palabras clave: residuos del beneficio himedo del café, extracto etandlico;

actividad antioxidante; actividad antifangica in vitro; actividad antifangica in vivo.
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ABSTRACT

Wet coffee waste (WCW) generated by the wet processing of coffee, is mainly
made up of coffee pulp and husk, and has been scarcely studied and reutilized.
Therefore, the aim of this work was to investigate the in vitro and in vivo antifungal
activity of an WCW ethanolic-extract (EWCW) obtained by ultrasonication
(amplitude 70%, sonication time 45 min). EWCW had total phenolic content of 33.8
mg gallic acid equivalents/g and antioxidant activity of 1790.1 pmol Trolox
equivalents/g. EWCW showed a potent in vitro antifungal activity against
Aspergillus niger, Botryris cinerea, and Rhizopus stolonifer equivalent or superior
to that of commercial synthetic carbendazim. Strawberries were wounded and
inoculated with the three fungi for in vivo assays. After 5 d of inoculation,
percentage of wounds presenting mold growth was of 16.7% (400 pg/mL of
EWCW) and 38.2% (1000 pug/mL of carbendazim) for A. niger, and of 36.1% for B.
cinerea and of 50.12% for R. stolonifer (2000 pg/mL of EWCW) compared to the
38.2% and 51.2% (1000 pg/mL of carbendazim), respectively. The efficient
antifungal activity of EWCW can be mainly attributed to its majoritarian compounds
chlorogenic acid (14.19 mg/g) and caffeic acid (1.18 mg/g), which represented
89.83% of the identified compounds.

Keywords: wet coffee processing waste; ethanolic extract; antioxidant activity; in

vitro antifungal activity; in vivo antifungal activity.
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l. INTRODUCCION

El café es un cultivo econOmicamente importante en todo el mundo, y es el
producto mas comercializado después del petroleo (Can et al., 2019; Ramirez-
Velasco et al., 2016). Aproximadamente 55 paises del mundo participan en la
produccion de café como parte de su produccion agricola primaria (Chanakya y
Alwis, 2004), lo que lo convierte en uno de los principales sistemas alimentarios.
Segun datos de la Organizacion Internacional del Café (2020), la produccién
mundial de café verde en 2018 fue de 10.3 millones de toneladas; el
procesamiento de esta fruta genera grandes cantidades de residuos como pulpa,
cascara, piel, entre otros (Esquivel y Jiménez, 2012), que representan
aproximadamente el 50% del fruto total del café. El procesamiento himedo del
café (WCW) produce aproximadamente 29% de pulpa de café y 12% de céscara,
como subproductos con respecto a la cereza del café en general (peso seco)
(Janissen y Huynh, 2018; Montoya et al., 2020). Estos residuos sélidos sin un valor
econémico aparente generalmente se descartan impactando negativamente el
medio ambiente. La reutilizacion de residuos ha recibido mucha atencion
recientemente, ya que se considera una fuente potencial de beneficios
econdémicos y sociales, y una forma de contribuir a la mitigacion de la
contaminacion ambiental (Ghosh et al., 2017). La presencia de fitoquimicos y
antioxidantes en el café y sus beneficios para la salud se han informado en
muchos estudios en los ultimos afios (Magalhdes et al., 2016; Martinez-Ruiz et
al., 2018), por lo que se espera que se puedan obtener subproductos valiosos de
WCW constituido principalmente por pulpa de cereza de café (Montoya et al.,
2019; Mussatto et al.,, 2011), la cual contiene cantidades considerables de
compuestos fendlicos y de cafeina (Heeger et al., 2017). Los compuestos
fendlicos tienen una variedad de actividades fisiol6gicas, como antioxidante,
antimicrobiana, antimutagénica, antiinflamatoria y antialergénica (Martins et al.,
2011), y actualmente se usan en los campos de la biologia, la medicina, y la
alimentacion, entre otros. Por lo tanto, obtener productos de valor agregado a

partir de residuos es un tema de investigaciéon en curso, y hacerlo de manera

—
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competente es de suma importancia para obtener buenos rendimientos y calidad
de recuperacion. En este sentido, las técnicas de extraccion asistida por
microondas (Yang y Zhai, 2010), asistida por ultrasonido (Pan et al., 2012) y fluido
supercritico (Liu et al., 2011) han demostrado ser eficientes para la recuperacion
de compuestos fendlicos. Varios estudios han mostrado que la extraccion asistida
por ultrasonido es la técnica mas eficiente entre las técnicas de extraccion
especificas (Chen et al., 2012; Al-Dhabi et al., 2017; Vinatoru et al., 2017).
Asimismo, varios estudios han informado sobre la actividad potencial de los
extractos de plantas contra el ataque de hongos en frutas postcosecha con vida
atil corta (Feliziani y Romanazzi, 2016; de Rodriguez et al., 2017; Chen et al.,
2019). Ademas, se ha descubierto que estos extractos representan una amenaza
menos peligrosa para la salud humana y el medio ambiente que los pesticidas
guimicos (Masood et al., 2015). Los informes han demostrado que los compuestos
de origen vegetal son adecuados como bioplaguicidas (Suleiman y Yusuf, 2011).
La fresa (Fragaria spp.) es una fruta altamente perecedera, incluso en condiciones
ideales de almacenamiento a 4 °C, perdiendo su calidad comestible en una
semana (Wills y Kim, 2000). Su epidermis turgente y su alta tasa de respiracion lo
hacen susceptible al dafio mecanico y a la invasion por hongos patégenos. Entre
los hongos patégenos, Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Rhizopus stolonifer,
Colletotrichum acutatum y Phytophthora cactorum son de gran importancia (Khalid
et al., 2017). Esto abre el camino para explorar, por primera vez, las posibles
propiedades antifungicas de los extractos de WCW para controlar las

enfermedades fungicas postcosecha de la fresa.

Con base en lo anterior, los objetivos de este estudio fueron: (a) determinar las
condiciones de sonicacion (amplitud y tiempo) que produzca el contenido fendlico
total mas alto y la actividad antioxidante por DPPH mas elevada en los extractos;
y (b) evaluar la actividad antifingica in vitro e in vivo de los extractos de desechos
de café de procesamiento humedo contra Aspergillus niger, Botrytis cinerea y

Rhizopus stolonifer.
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Il ANTECEDENTES

2.1. Importancia de los residuos agroindustriales en el sector

agroindustrial

En México, los residuos del sector agroindustrial y otros se definen en la Ley
General para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR) como
aguellos materiales o productos cuyo propietario o poseedor desecha, que se
encuentran en estado sdélido o semisélido, liquido o gaseoso y que se contienen
en recipientes o depdsitos; mismos que pueden ser susceptibles a ser valorizados
0 requieren sujetarse a tratamiento o disposicion final conforme a lo dispuesto en
la misma Ley (DOF, 2018).

En la actualidad una de las principales problematicas de las diferentes actividades
agroindustriales es la generacion excesiva de residuos, los cuales tienen un
importante impacto ambiental, como la excesiva produccion de aguas residuales
con alta carga organica, nutrientes sélidos en suspension y la generacion de altas
cantidades de residuos solidos, en su mayoria de caracter biodegradable, a los
que se les puede dar una revaloracion para su aprovechamiento en otros sectores
(Singh et al., 2017).

2.2. El cultivo del café

El cultivo de café es uno de los productos agricolas mas importantes a nivel
mundial; aaproximadamente 55 paises del mundo participan en la produccion del
mismo como parte de su produccion agricola primaria (Chanakya y Alwis, 2004),
lo que lo convierte en uno de los principales sistemas alimentarios. Segun datos
de la Organizacion Internacional del Café (2020), la produccion mundial de café
verde en 2018 fue de 10.3 millones de toneladas, por lo que el procesamiento de
esta fruta genera grandes cantidades de desechos como pulpa, cascara, piel,
entre otros, convirtiendo al café en uno de los productos con mayor generacion de

desechos soélidos.

—
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2.2.1. Procesamiento del café

El procesamiento del café comienza con la eliminaciéon de los componentes
externos de la cereza del mismo y existen dos métodos basicos: el beneficio seco

y el beneficio humedo (Janissen y Huynh, 2018, Murthy y Naidu, 2012).
Beneficio himedo del café

El beneficio humedo del café incluye el despulpado, la fermentacion, el lavado y
el secado del grano. El objetivo final de este método es asegurar la eliminacion
completa del mucilago de la cubierta del grano (café pergamino) para la
produccion de café de alta calidad (Murthy y Naidu, 2012). La pulpa y la cascara
son los primeros residuos que se obtienen durante el beneficio himedo del café y
representan el 29% y el 12% del peso seco de la baya entera y son esencialmente
ricas en carbohidratos, proteinas y minerales (especialmente potasio), ademas de
presentar cantidades apreciables de taninos, polifenoles y cafeina (Janissen y
Huynh, 2018).

2.2.2. Caracteristicas fitoquimicas del café

La presencia de fitoquimicos y antioxidantes en el café y sus beneficios para la
salud se han informado en muchos estudios en los ultimos afios (Magalhdes et
al., 2016; Martinez-Ruiz et al., 2018). Diversos autores reportan la presencia de
diferentes compuestos fendlicos en el grano de café en verde, principalmente
acidos hidroxicinamicos, especificamente al menos cinco grupos principales de
isbmeros del acido clorogénico, los cuales son compuestos fendlicos formados
por la esterificacion de acidos quindlicos con acidos cindmicos tales como el acido
cafeico, ferdlico, o el acido para-cumarico (Regazzoni et al., 2016, Shahidi y
Ambigaipalan, 2015). Chu et al. (2008) determinaron la presencia de catequina,
rutina, acido ferudlico, acido clorogénico, acido cafeico, y acido protocatechuico en

café mediante electroforesis capilar.

—
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Por lo tanto, seria de gran interés una valorizacion de los residuos generados
durante el beneficio hUmedo de este cultivo, basada en su posible composicion

fendlica, y por consecuencia una alta actividad antioxidante y/o antifiingica.
2.3. Extraccion

La extraccion de los diferentes compuestos bioactivos del café se ha investigado
utilizando diferentes disolventes y técnicas. Por lo general, se emplean disolventes
polares moderados, como metanol, etanol o isopropanol, a veces mezclados con
agua, entre otros (Torres-Valenzuela et al.,, 2020). Las técnicas incluyen
extraccion convencional sélido-liquido (Mussatto et al., 2011;), extraccién Soxhlet
(Murthy y Naidu, 2012), extraccion asistida por ultrasonido (Torres -Valenzuela et

al., 2020), entre otros.
2.3.1. Extraccion asistida por ultrasonido

Al-Dhabi et al. (2017) mencionaron que la extraccion asistida por ultrasonido es la
técnica mas eficiente entre las técnicas de extraccion mencionadas. Esto debido
a que es una técnica simple, rapida, de bajo costo y efectiva, con alta
reproducibilidad y alta eficiencia de extraccibn en un tiempo minimo. El
mecanismo de sonicacién se atribuye principalmente a la cavitacion tras la
proliferacion de ondas acusticas (Wang et al., 2008), lo cual da como resultado el
colapso de la matriz del material y mejora la tasa de recuperacién de compuestos
fendlicos de la matriz del material al disolvente (Vinatoru et al., 2017; Wang et al.,
2008).

2.4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos bioactivos que comprenden un grupo
diverso de metabolitos secundarios presentes en plantas superiores (Labbe et al.,
2016; Leopoldini et al., 2011). El término compuestos fenolicos abarca
aproximadamente 8000 compuestos de origen natural, todos con una

caracteristica estructural comun, un fenol (Leopoldini et al., 2011).

—
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2.4.1. Fenol

El fenol es la molécula basica de los compuestos fendlicos, los cuales se
componen principalmente de un anillo aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo
(OH) (Leopoldini et al., 2011, Singh et al., 2017). La presencia del anillo aromatico
hace que los acidos débiles, generen un efecto inductivo en el hidrogeno del grupo
hidroxilo (Rice-Evans et al., 1997), lo que le permite convertirse en un compuesto

con una potencial actividad antioxidante.
2.5. Actividad antioxidante
2.5.1. Antioxidante

Un antioxidante es aquella molécula capaz de prevenir o retardar la oxidacion
(entendida como pérdida de uno o mas electrones) de algunas otras moléculas,
las cuales son generalmente ciertos sustratos biolégicos (Fennema vy
Tannenbaum, 1985, Lobo et al., 2010).

2.5.2. Potencial antioxidante

El potencial antioxidante de los diferentes compuestos fendlicos depende
principalmente del numero y la disposicion de los grupos hidroxilo unidos al anillo
aromatico (Apak et al., 2016).

2.5.3. Mecanismos de accién de los antioxidantes

Los mecanismos de accion de los antioxidantes se han clasificado en tres
sistemas principales: la neutralizacion de los radicales libres mediante la
transferencia de un atomo de hidrogeno (TAH) y/o mediante la transferencia de
un sélo electrén (TSE) y la neutralizacidon de catalizadores prooxidantes mediante
la quelacion de metales de transicion, lo que conduce a complejos compuestos
(Zeb, 2020).

—
Residuos del beneficio humedo del café como una alternativa para producir extractos con actividad antifingica: valoracién
in vitro e in vivo 6



Sinai Alvarado Ambriz Antecedentes

Transferencia de atomos de hidrogeno

En TAH, el antioxidante que contiene un atomo de H representado por ArOH
reacciona con los radicales libres (R), transfiriéndole un atomo de hidrégeno,
mediante la ruptura homolitica del enlace O-H. El radical libre se estabiliza para
formar una especie neutra (RH), mientras que el antioxidante se convierte en
antioxidante radical libre (ArO) (Leopoldini et al., 2011) (Fig. 1). La donacién de un
atomo de hidrégeno por un antioxidante se explica por el potencial de reduccion
(Zeb, 2020).

r
Re /}T/O Ruptura homolitica del enlace O-H o
+ == RH \O\
Ar Ar

Figura 1. Mecanismo de transferencia de atomos de hidrégeno (TAH). (Fuente:
Leopoldini et al., 2011).

Transferencia de un solo electrén

En el mecanismo de transferencia de un solo electrén (TSE), el R (anién) formado
€s una especie energéticamente estable que tiene un nimero par de electrones,
mientras que ArOH (el radical catidénico) es una especie de radical menos reactiva
y, por lo tanto, estable (Leopoldini et al., 2011). EI nimero impar de electrones
formado por las reacciones con el radical en ArOH** es una estructura de anillo
aromatico que posee la posibilidad de distribuirse por toda la molécula (Rhile et
al., 2006). Esto da como resultado una estabilizacion radical de la molécula

antioxidante (Fig. 2).

H© 0
Re Transferencia de un solo electrén - H/
+ R +
—_—
Ar
Ar

Figura 2. Mecanismo de transferencia de un solo electron (TSE) (Fuente: Leopoldini
et al., 2011).
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Quelacion de metales de transicion

La quelacién de metales de transicion es una de las funciones antioxidantes que

puede desempefiar un compuesto fendlico. Diversos estudios han demostrado

que los metales de transiciobn quelados por los polifenoles forman productos

estables, en forma de complejos estables (Van Acker et al., 1996, Zeb, 2020).
__-Mn* Sitio 1

OH

OH

HO

Ligadura de metales

—_—

OH 0. 1
N - M sio 2
Mn+

Sitio 3

Figura 3. Mecanismo de quelacién de metales de transicion (QMT) (Fuente:
Leopoldini et al., 2011).

2.5.4. Medicién de la actividad antioxidante

Determinaciéon de la actividad inhibitoria del radical 1,1- Difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH)

La base de este método es la cuantificacion de la capacidad que tiene un
compuesto antioxidante para reducir el radical DPPH en 2,2-difenil-hidrazina
(DPPH-H) o analogos de hidrazina sustituidos, al donar atomos de hidrogeno o

electrones que reaccionan con el radical (Fig. 4) (Alam et al., 2013).

NO, NO,
- *.*

O;N N—N + AAH ———= O.\N N—N + A
s e

1,1-dife nil-2-picrilhidrazilo (radical libre)

1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (no radical)
Morado

Amarillo

Figura 4. Reaccién del radical DPPH en presencia del compuesto antioxidante
durante el ensayo DPPH (Fuente: Alam et al., 2013).
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Determinacién de la actividad inhibitoria del catién radical del acido 2,2

azinobis-(-3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS)

El método del radical ABTS se basa en la inhibicion del radical cation ABTS** en
comparacion con un antioxidante estandar de referencia (Fig. 5) (Zulueta et al.,
2009).

B q- s S0;
- S 803 + Antioxidantes \©: >=N+\ ;N
0,8 s !NI=< P ——— N C;Hg
>=N* K380 |
NS
-‘|- I
ABTS

/N C,H
C,H, 215

2-
ABTS Incoloro

CoHs Azul

Figura 5. Reaccién del radical ABTS en presencia del compuesto antioxidante
durante el ensayo ABTS (Zulueta et al., 2009).

Determinacion del poder antioxidante reductor del hierro

Este método mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el hierro férrico.
Se basa en la reduccién del complejo de hierro férrico y cloruro de 2,3,5-trifenil-
1,3,4-triaza-2-azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma ferrosa a pH bajo
(Lepoldini et al., 2011).

2.6. Actividad antifungica de los compuestos fendlicos presentes en los

extractos

Por otra parte, el interés por los extractos obtenidos a partir de plantas, como el
café, ha aumentado en los ultimos afios debido a su probada actividad
antioxidante y a la evidencia de otras propiedades bioldégicas como aquellas

antimicrobianas y antifungicas.

En el desarrollo de la cadena agroalimentaria, las frutas y las hortalizas se ven
afectadas por la incidencia de enfermedades provocadas principalmente por

hongos durante la etapa postcosecha (de Rodriguez et al., 2017).
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En algunos casos, los hongos permanecen latentes o se adquieren durante la

cosecha, el transporte y/o manipulacion del producto (Ogden et al., 2005).

Por ejemplo, la podredumbre por Aspergillus y Rhizopus o el moho de Botrytis
aparecen durante la postcosecha, produciendo altas pérdidas (Hahn, 2002). Estos
hongos son la principal causa de enfermedades en cultivo de fresa (Feliziani y

Romanazzi, 2016).

2.6.1. Modo de accion de los compuestos fendlicos contra diferentes

hongos patégenos

Diversos autores mencionan modos de accion distintos de los compuestos
fendlicos contra algunos hongos patégenos (Elfirta et al., 2018; Sung y Lee, 2010),

entre los que destacan los siguientes:

¢ Inhibicién de la formacién de la pared celular, mediante la inhibicién de la
sintesis de los glucanos y la quitina.

e Disrupcion de la membrana celular por la inhibicion de la sintesis del
ergosterol, lo cual causa la perturbacién de las bicapas lipidicas de la
membrana, provoca la fuga de iones y otros materiales, asi como la
formacién de poros y disipacion del potencial eléctrico de la membrana.

e Difusion de las mitocondrias fungicas, mediante la inhibicibn en el
transporte de los electrones mitocondriales, induciendo la reduccién de
ATP y como consecuencia causa la muerte celular.

e Inhibicibn de la division celular, producida por la inhibicion de la

polimerizacion de los microtubos.
2.7. Cultivo de lafresa

La fresa (Fragaria x ananassa) es la baya mas consumida a nivel mundial, con
una produccién anual global superior a 9 millones de toneladas en los ultimos afios
(FAOSTAT, 2017). México es uno de los mas grandes productores de fresa en el

mundo y ocupa el tercer lugar en la exportacion de esta fruta (SAGARPA, 2018).
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Sin embargo, este cultivo presenta elevadas pérdidas durante la postcosecha,

alcanzando hasta 89% de la produccion total (Li et al., 2019).

Las principales causas de descomposicion de la fruta de fresa durante el
almacenamiento y la vida util es el desarrollo de pudriciones causadas por una
variedad de hongos, entre los que destacan Aspergillus niger, Botryris cinerea,

Rhizopus stolonifer, entre otros (Feliziani y Romanazzi, 2016).
2.7.1. Aspergillus niger

Aspergillus niger es un hongo filamentoso septado, aerdbico y heteroétrofo,
formado por hifas hialinas tabicadas fértiles, micelios de coloracion débil y una
textura aterciopelada y se reproduce por via asexual a través de la produccion de
conidios rugosos con bandas pigmentadas (Kozakiewicz y Smith, 1994). A. niger
es considerado uno de los hongos causantes de la pudricibn negra, una
enfermedad postcosecha que invade y destruye el tejido vegetal de la fresa
(Feliziani y Romanazzi, 2016; Hussein et al., 2020); ademas este hongo tiene la
capacidad de producir micotoxinas especificas denominadas aflatoxinas,
relacionadas con probleméticas de salud (Guédez et al., 2009). A. niger se
desarrolla en un rango de temperatura entre 6 y 47 °C, ubicandose en 37 °C la
temperatura Optima de crecimiento y una actividad de agua de 0.85 (Hussein et
al., 2017).

2.7.2. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es un hongo filamentoso, haploide, necrotréfico y heterotalico
perteneciente a la familia Sclerotinicacae, especificamente en la division
Ascomycota (Aqueveque et al., 2017). Se trata de un hongo con micelio tabicado,
ramificado y septado, de color gris oscuro y apariencia algodonosa y se
caracteriza principalmente por la producciéon de un gran numero de esporas
asexuales o conidios ovalados agrupados en formas de racimos que se sitlan en
el extremo de los conidiéforos (Elad y Stewart, 2007). Los conidios son las

principales estructuras de dispersion y reproduccion del hongo (Elad et al., 2004).
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Prospera de manera efectiva en un rango de temperatura entre 0 y 30 °C,
ubicandose en 22° C la temperatura 6ptima de crecimiento (Aqueveque et al.,

2017) y una actividad de agua de 0.93 (Feliziani y Romanazzi, 2016).

Entre los patdogenos postcosecha de la fresa, B. cinerea se considera el mas
comun e importante (Feliziani y Romanazzi, 2016). Al comienzo de la infeccion,
se ve un area circular oscura donde el tejido de la fruta es mas suave que la otras
partes. Posteriormente, puede desarrollarse abundante esporulacion desde el
sitio de la infeccién, cuyo color varia de blanco a gris, dependiendo de la
exposicion a la luz. A menudo, B. cinerea puede transmitirse de frutos podridos a

sanos cercanos (Feliziani y Romanazzi, 2016).
2.7.3. Rhizopus stolonifer

Rhizopus stolonifer es un hongo filamentoso cosmopolita perteneciente a la familia
Mucoraceae, perteneciente a la clase zygomycota; posee un micelio no septado,
color blanco y con apariencia algodonosa (Elad et al., 2004). Su reproduccion se
da de forma asexual mediante las esporangiosoporas y de forma sexual mediante
hifas vegetativas denominadas como zigosporas (Elad y Stewart, 2007). El rango
de temperatura para su crecimiento es entre 10 y 33 °C, ubicandose en 25° C la
temperatura 6ptima de crecimiento; asi como una actividad de agua de 0.94
(Hussein et al., 2017). R. stolonifer es el agente causal de la enfermedad conocida
como pudricién blanda principalmente en fresa, melocoton y melén y se considera

uno de los hongos de mas rapido crecimiento y mas destructivos.

Durante el primer dia de la infeccidén por pudricion blanda, la superficie de la fresa
puede cubrirse con estructuras fangicas delgadas, esponjosas y parecidas al
algodon. Finalmente, la esporulacion forma una masa oscura con esporangios
negros en sus puntas, que pueden cubrir toda la superficie de la fruta (Bautista et
al., 2014). Sin embargo, el sintoma principal de la pudricion blanda es la
delicuescencia de los tejidos de la fresa, que pierden su consistencia, se empapan
en agua y exudan un lixiviado. De hecho, la infeccion por R. stolonifer esta

estrechamente asociada con las actividades enzimaticas de sus
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poligalacturonasas, que pueden degradar las laminillas medias de las células
vegetales. Las poligalacturonasas y otras enzimas como la xilanasa, celulasa y
amilasa son enzimas maceradoras que suavizan los tejidos de la fruta. El
percolado que se genera durante la degradacion de las laminillas medias es
particularmente peligroso para la dispersion de conidios patdogenos dentro de
paquetes que contienen frutos de fresa después de la cosecha (Bautista et al.,
2014, Feliziani y Romanazzi, 2016).
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Il. JUSTIFICACION

El cultivo de café es uno de los mas importantes econdmicamente a nivel mundial.
Como subproductos del beneficio hUmedo de este cultivo se generan volimenes
elevados de cascarilla y pulpa (WCW). Hasta la fecha, no se han realizado
estudios sobre el posible potencial de estos desechos agroindustriales como
fuente de compuestos fendlicos, como los acidos clorogénicos, propios del café.
Se ha informado que extractos de compuestos fendlicos constituyen alternativas
a agentes antioxidantes y fungicidas sintéticos; llamando la atencién estos ultimos
para su uso en la conservacion de frutos. Uno de los principales retos para el
desarrollo del cultivo comercial de fresa e incluso en la postcosecha de la fruta, es
el manejo de las enfermedades que en su gran mayoria son de caracter fungoso.
Aspergillus niger, Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer son conocidos como los
principales hongos destructivos durante el desarrollo del cultivo y en la
postcosecha, ocasionando graves pérdidas econdmicas. Para contrarrestar este
problema, cominmente se utilizan productos quimicos sintéticos; no obstante, se
ha demostrado que dichos productos representan riesgos para la salud y que los
microorganismos se hacen resistentes a su accion. Asi, resulta interesante
obtener extractos a partir de WCW ricos en compuestos fendlicos y explorar sus

propiedades antifingicas in vitro e in vivo en fresa.
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IV.  OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Determinar las condiciones de sonicacion (amplitud y tiempo) que rindan el
extracto con mayor contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
por DPPH, y evaluar la actividad antifingica in vitro e in vivo del extracto contra

Aspergillus niger, Botrytis cinerea y Rhizopus stolonifer.
4.2. Objetivos particulares

a) Establecer la amplitud y el tiempo de sonicacion para la obtencién del
extracto (EWCW) a partir de los desechos del beneficio humedo del café
(WCW) con el mayor contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante por DPPH mas elevada.

b) Caracterizar el EWCW por su contenido de fenoles, flavonoides y taninos

totales.
c) Determinar la actividad antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP) del EWCW.

d) Cuantificar en el EWCW, sus contenidos de los acidos clorogénico, gélico,
cafeico, ferulico y protocatechuico, asi como de aquellos de las sustancias
nitrogenadas (trigonelina y cafeina), por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

e) Evaluar el potencial antifangico in vitro e in vivo del EWCW.
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V. HIPOTESIS

Los residuos obtenidos a partir del beneficio himedo del café son una alternativa
potencial para la produccién de extractos con una alta actividad antifingica y

antioxidante.
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VI. MATERIALES Y METODOS

El protocolo experimental para llevar a cabo la realizacion de este trabajo fue de

acuerdo con el siguiente diagrama de flujo (Figura 6).

Obtencion y
caracterizacion del Andlisis quimico proximal

material vegetal

Fenoles totales

Obtencién y Flavonoides totales
caracterizacion _anlnos t(_)tal_es
del Actividad antioxidante
el extracto HPLC

Inhibicion del crecimiento

- de hongos
Actividad Inhibicién del crecimiento
antifingica in vitro micelial
Germinacién de esporas
Actividad Porcentaje de heridas que
antifungica in vitro presentan crecimiento de
e in vivo moho

Figura 6. Protocolo experimental empleado para el desarrollo de la presente
investigacion.

Residuos del beneficio himedo del café como una alternativa para producir extractos con actividad antifingica: valoracion
in vitro e in vivo 17



Sinai Alvarado Ambriz Materiales y métodos

6.1. Materiales

Los residuos (WCW) generados por el proceso de beneficio humedo del café
fueron proporcionados por el Centro Internacional de Capacitacion de
Cafeticultura y Desarrollo Sustentable (CICADES A.C.), ubicado en la comunidad
de Zacamitla, municipio de Ixhuatlan del Café en el estado de Veracruz con
coordenadas 19°03'22.9" Ny 96°55'03.2" W y una elevacion sobre el nivel del mar
de 1 343 m. La especie utilizada en el experimento fue Coffee arabica. Todos los
reactivos usados fueron grado analitico: etanol fue obtenido de J.T. Baker
(Xalostoc, Estado de México, México), acido galico, trolox, reactivo de Folin,
catequina, radical libre DPPH, ABTS y persulfato de sodio fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V. (Toluca, Estado de México, México).
Finalmente, carbonato de calcio, nitrito de sodio, cloruro de aluminio, hidroxido de
sodio fueron obtenidos en Quimica Laitz, S.A. de C.V. (Ciudad de México,

México), Toda el agua usada en los experimentos fue destilada.
6.2. Metodologia
6.2.1. Analisis quimico proximal

La humedad, proteina (N*6.25), grasa, ceniza y fibra de WCW se determinaron
utilizando los métodos de la AOAC (2005). Se considerd que el porcentaje

restante representaba los carbohidratos.
6.2.2. Obtencion del extracto

WCW se sec6 a 50 °C en un horno de aire caliente HCF-62 (Riossa Digital, Ciudad
de México, México) hasta un contenido de humedad final de 7 g H20/100 g (48 h),
posteriormente se molid hasta obtener un polvo fino y homogéneo. Se utilizé un
experimento factorial 3% para determinar los efectos del tiempo de sonicacion (15,
30, 45 min) y la amplitud (50, 60 y 70%) sobre el contenido total de compuestos
fendlicos y la actividad antioxidante por DPPH de los extractos. WCW seco (10 g)

se mezclé en una relacion sélido/liquido de 1/10 p/p con etanol/agua (70:30, v/v).
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Posteriormente, se utilizé un procesador ultrasonico (modelo VCX 130 PB 500/750
W, con sonda de acero inoxidable de 13 mm de diametro, Sonics and Materials,
Inc., Newtown, CT, USA.) a una frecuencia de 20 kHz para sonicar las mezclas
(100 mL). La sonicacién se aplicd a las mezclas en periodos intermitentes de 5
min, seguidos de periodos de reposo de 5 min, hasta que el tiempo total de
aplicacion de sonicacion efectiva se completd. Se utilizé un bafio de agua helada
para disipar el calor producido durante la sonicacion (Al-Dhabi et al., 2017). Los
extractos se centrifugaron a 4000 xg durante 10 min (Centrifuge 5810 R,
Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a una temperatura de 4 °C. El
sobrenadante obtenido después de la centrifugacion se concentré en un
evaporador rotatorio a 40 °C y una presion de 40 mbar, se liofilizd (Lyophilizer
Free Zone 2.5, Labconco, Corporation, MO, USA) y se almacené a -18 °C hasta
que se requirié. Diversos autores han sefialado que los extractos con alta actividad
antioxidante y alto contenido de compuestos fendlicos tienden a exhibir una alta
actividad antifangica (de Rodriguez et al., 2017; Miron-Mérida et al., 2019); por
esta razon se seleccion6 el extracto (EWCW) con mayor contenido fendlico total
y actividad antioxidante DPPH para los ensayos adicionales de actividad
antifiingica in vitro e in vivo contra Botrytis cinerea, Aspergillus niger y Rhizopus

stolonifer.

Asimismo, se determinaron para EWCW flavonoides, taninos totales, actividad
antioxidante por ABTS y FRAP, y composicién y contenido de compuestos
fendlicos por cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC).

6.2.3. Caracterizacion del extracto
Cuantificacion de fenoles totales

El contenido fendlico total de las muestras se determiné por el método de Folin -
Ciocalteu (Joaquin-Cruz et al., 2015). 100 pL del EWCW fueron mezclados con
125 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejoé reaccionar durante 6 min.
Después, la reaccion se neutralizé con 1250 pL de solucion saturada de Na2COs

(19% p/v) y se ajusto a un volumen final de 3 mL con agua destilada.
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La mezcla se agité con vortex y se almaceno en la oscuridad durante 90 min. La
absorbancia de las muestras se midié a 760 nm (espectrofotometro Genesys 10S
UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El contenido fendlico total
se expresod en peso seco como miligramos de equivalentes de acido galico/g.

Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se analiz6 mediante el ensayo de cloruro de
aluminio (Al-Dhabi et al., 2017). Se diluyé un mL de muestra con 4 mL de agua
destilada y 0.3 mL de solucién de nitrito de sodio (5% p/v). La mezcla se incubd
durante 5 min, después de lo cual se afiadieron 0.150 mL de solucién de cloruro
de aluminio (10% p/v). Después de 5 min de reposo, se afiadieron a la mezcla 2
mL de solucion de hidroxido de sodio 1 M. La absorbancia se midié a 510 nm. El
contenido total de flavonoides se expresé en peso seco como miligramos de

equivalentes de quercetina/g.
Cuantificacion de taninos totales

El contenido total de taninos se determiné mediante la prueba de yodato de
potasio (Choi y Koh, 2017). Se mezclaron 5 mL de solucién de KIOs al 2.5 %,
precalentada durante 7 min a 30 °C, con 1 mL de EWCW diluido diez veces.
Después, la mezcla se colocd en un bafio de agua a 30 °C durante 2 min y se
midi6 la absorbancia a 550 nm. El contenido total de taninos se expresé en peso
seco como miligramos de equivalentes de &cido tanico/g.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se evalué mediante el método de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), y el extracto con mayor contenido fendlico total y
actividad antioxidante se seleccion6 como EWCW. También se determiné la
actividad antioxidante de EWCW utilizando los métodos del acido 2,2’-azino-bis-3
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) y el poder antioxidante reductor férrico
(FRAP).
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e Ensayo DPPH

La actividad antioxidante se determind de acuerdo con lo descrito por Brand-
Williams et al. (1995), empleando el radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
Se preparé una solucién disolviendo 24 mg de DPPH en 100 mL de metanol
(solucién de DPPH). Luego, 200 uL de extracto de WCW (100 mg/mL disueltos en
70:30 vlv, etanol/agua) se afadieron a 2.8 mL de solucion de DPPH. La
absorbancia de las muestras se midié a 515 nm después de la incubacion en la

oscuridad, a temperatura ambiente, durante 30 min.

Se obtuvo una concentracion de Trolox frente a absorbancia de la curva estandar
de DPPH (0.01 a 0.1 mM) y los resultados se expresaron en peso seco como
moles de equivalentes de Trolox/g. La capacidad de extincion de DPPH se calcul6
como porcentaje de inhibicién de la absorbancia de DPPH (Iorrr%), mediante la

siguiente ecuacion:

(Ag—An) x 100
Ao

Ipppr% = (2)
Donde Ao es la absorbancia del blanco (solucion DPPH) y An es la absorbancia de

la solucién de DPPH + Muestra.

e Ensayo ABTS

Se combind una solucién acuosa 7 mM de ABTS (50:50) con una solucién 2.45
mM de persulfato de potasio y se almacené en la oscuridad durante 16 h para
permitir la generacion de radicales libres. La mezcla se diluy6 con solucion tampon
de fosfato a 75 mM (pH = 7.4) hasta que la absorbancia a 734 nm fue 0.7 (Re et
al., 1999). Se afiadi6 EWCW (200 pL) a 2.8 mL de la solucion madre de ABTS
contenida en celdas espectrofotométricas y se midio la absorbancia después de
la incubacion en oscuridad a temperatura ambiente durante 10 min (Joaquin-Cruz
et al.,, 2015). Se obtuvo una curva estandar de Trolox (0.1 — 1.5 mM) vy los

resultados se expresaron en peso seco como moles de equivalentes de Trolox/g.
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El porcentaje de inhibicion de ABTS (Ias1s%) se calculé con una ecuacion similar
ala Eq. (2).

e Ensayo FRAP

Para el ensayo FRAP se sigui6é el método descrito por Donlao y Ogawa (2018).
Para la preparacion del reactivo FRAP, se mezclé tampon de acetato 300 mM
(ajustado a pH 3.6); 2,4,6-tris (2-piridil) -1,3,5-triazina 10 mM en HCI 40 mM; y
FeClz 20 mM en una proporcion de 10:1:1 (v/v), respectivamente. Se mezclé
EWCW (200 pL) con 1.3 mL de reactivo FRAP y se incub6 a 37 °C durante 30 min
en un bafio de agua con temperatura controlada. La absorbancia se midi6é a 595
nm usando agua como blanco. EI FRAP se expres6 en peso seco como

equivalentes molares de FeSOa4/g seco.

6.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos mediante cromatografia

liguida de alta resoluciéon (HPLC)

La composicion de los compuestos fendlicos contenidos en EWCW (1 mg/mL de
metanol) se determind mediante andlisis de la cuantificacion de compuestos
fendlicos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) como
describen Hecimovic et al. (2011) utilizando un equipo de HPLC (Hewlett-Packard
1100, Palo Alto, CA, USA) provisto de una bomba cuaternaria, inyector

automatico, detector de matriz de diodos y estacion de tratamiento de datos.

La separacion se logré utilizando una columna C18 de fase inversa AQUA®
(Phenomenex) (5 m, 150 mm 4.6 mm d.i.) a 35 °C. La fase movil estuvo constituida
de los compuestos acido férmico al 3% (disolvente A) y metanol de grado HPLC
(disolvente B) (Merck, Darmstadt, Alemania). El caudal utilizado fue de 0.5 mL/min

y el volumen de inyeccion fue de 5 pL.

La elucion se realizé con un gradiente comenzando con 2% de B para alcanzar el
32 % de B a los 20 minutos, el 40% de B a los 30 minutos y el 95% de B a los 40

min y volviéndose isocratico durante 5 min.
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La deteccion se realizo a 278 nm. La identificacion de los compuestos fendlicos
se determind comparando su tiempo de retencidon con los de los estandares
(acidos galicos, clorogénico, protocatechuico, cafeico, ferdlico, trigonelina vy
cafeina; Sigma Aldrich, Toluca, Estado de México, México). Los resultados se

expresaron como mg/g de EWCW.
6.2.4. Cepas de hongos

Aspergillus niger GH1, Botrytis cinerea G409 y Rhizopus stolonifer FC5 fueron
proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autonoma
Metropolitana - lztapalapa (Ciudad de México, México), el Laboratorio de
Micologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (Ciudad de México,
México) y el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Autébnoma Chapingo
(Texcoco, Estado de México, México), respectivamente, y utilizados como
organismos objetivo en los diferentes ensayos antifingicos. Los cultivos de cepas
fungicas se mantuvieron en agar dextrosa de papa (PDA) inclinados a 4 °C. Los
cultivos madres se transfirieron a nuevos cultivos cada dos meses para evitar una

disminucién en la viabilidad de la cepa.
6.2.5. Actividad antifungica in vitro
6.2.5.1.1.1. Prueba de difusién de placa

El propoésito de la prueba de difusion en placa es el de determinar la sensibilidad
o resistencia de las cepas de hongos a diversos compuestos antifingicos.

Las cepas de hongos se cultivan en agar PDA en presencia de un disco de papel
filtro impregnado con el compuesto antifingico. La presencia o ausencia de
crecimiento alrededor de los discos es una medida indirecta de la capacidad de
ese compuesto para inhibir una cepa de hongo especifica (Aqueveque et al.,
2017).
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Discos de papel filtro (Whatman No 4; 6 mm de diametro) fueron impregnados con
45 pL de EWCW en diferente concentracion (400, 600, 1500 y 2000 pg/mL) y
posteriormente colocados en placas Petri (5 cm de diametro) con 20 mL de in6culo
con hongos (10° esporas/mL). Se utiliz6 como control positivo el fungicida sintético
carbendazim (1000 g/mL) (Derosal 500 SC®, 42.8 % carbendazim, Bayer de

México, Ciudad de México, México).

Las placas se incubaron a 37 + 2 °C para Aspergillus niger, 22 + 2 °C para Botrytis
cinerea y 25 + 2 °C para Rhizopus stolonifer y se midié el halo de inhibicion

alrededor de los discos (cm) después de 72 h (Aqueveque et al., 2017).
Inhibicion del crecimiento micelial (%)

La actividad antifangica del EWCW contra el crecimiento micelial de A. niger, B.
cinerea y R. stolonifer se realiz6 de acuerdo con Aqueveque et al. (2017), con
ligeras modificaciones. Se deposit6 EWCW (45 uL) a diferentes concentraciones
(400, 600, 1500 y 2000 pg/mL) y se extendié uniformemente sobre la superficie
de agar de las diferentes placas Petri. Se colocaron alicuotas (45 pL) de
carbendazim (1000 pug/mL) en placas como control positivo. Trozos de micelio (0.5
cm de diametro) extraidos de la periferia de cultivos de 5 dias de A. niger, B.
cinerea y R. stolonifer se colocaron boca abajo en el centro de cada placa. Se
utilizaron placas de PDA sin EWCW o con carbendazim como controles negativos.
Las placas se incubaron a 37 =+ 2 °C (A. niger), 22 £ 2 °C (B. cinerea) y 25 + 2 °C
(R. stolonifer), respectivamente. El diAmetro de cada colonia se midi6 a las 72 h.

La inhibicion del crecimiento micelial se calcul6 de la siguiente manera:
e s .. .1 D¢ — D,
Inhibicién del crecimiento micelial (%) = —— *100 (2)
[
Donde Dc (cm) es el promedio del didmetro de las colonias en el control negativo

y Do es el promedio del diametro de las colonias en las placas con EWCW y con

carbendazim.
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Germinacion de esporas (%)

Se evaluo el efecto de EWCW (400 y 2000 pg/mL) y carbendazim (1000 pg/mL)
sobre la germinacion de esporas de A. niger, B. cinerea y R. stolonifer. El medio
de cultivo se vertio en placas Petri de 5 cm de didmetro, posteriormente se
colocaron en el centro de las placas 0.05 mL de suspension de esporas (10°
esporas/mL) de los hongos antes mencionados y se incubaron a 37 £ 2 °C, 22 +

2°Cy 25+ 2 °C, respectivamente durante 72 h.

Después de 5y 20 h de incubacion, se examind el nimero de esporas germinadas
de un total de 100 esporas en cada uno de los tres campos seleccionados al azar
bajo un microscopio de disecciéon (Olympus CX23, Olympus Optical Co., Tokio,

Japon) a 400 x. Los resultados se expresaron como germinacion de esporas (%).
6.2.6. Actividad antifungica in vivo

Las fresas (Fragaria x ananassa) se compraron en el mercado local del Municipio
de Texcoco, Estado de México, México. Las frutas se cosecharon en la etapa de
madurez comercial (sélo frutas con mas del 80% de color rojo superficial que eran
uniformes en peso promedio (17 £ 2 g) sin dafio mecanico visible o infeccion por
hongos. Las fresas se desinfectaron durante 10 min con una solucién de NaCIO
al 1% pl/v, se lavaron con agua esterilizada y se dejaron secar a temperatura
ambiente por 10 min. Posteriormente, los frutos se sumergieron por 3 min en
soluciones acuosas de EWCW (400 y 2000 pg/mL). Luego, las fresas fueron
infligidas con una herida de 1 mm de profundidad en cuatro puntos a lo largo del
ecuador de la fruta con una aguja estéril, y cada herida fue inoculada con 30 pL
de suspension de esporas (10° esporas/mL). Las frutas se colocaron en cajas de
plastico de polipropileno (20.6 x 14.6 x 5.4 mm) y luego se almacenaron a 25 °C
y 96% de humedad relativa durante 5 dias. Se calcul6 el porcentaje de heridas
inoculadas que presentaron crecimiento de moho (Aguilar-Gonzalez et al., 2015).
Se utilizé carbendazim (1000 pg/mL) con fines comparativos y como control se

utilizaron frutos inoculados con agua esterilizada.
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6.3. Anadlisis estadistico

Todos los experimentos y mediciones se realizaron por triplicado, utilizando un
disefio completamente al azar. Un analisis de varianza (ANOVA) de clasificacion
simple fue aplicado, y cuando fue necesario se utilizé una prueba de Tukey para
determinar diferencias entre las medias. Adicionalmente, se realiz6 un analisis de
varianza multifactorial para determinar qué factores (amplitud, tiempo de
sonicacion y su interaccion) tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre
la actividad antioxidante por DPPH y el contenido fendlico total de los extractos de
WCW. El analisis de los datos se realizd mediante el paquete estadistico
Statgraphics Plus software (Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc.,
Cambridge, MA, USA). En todos los casos se establecidé un nivel de significancia
de p <0.05.
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VIl.  RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Andlisis quimico proximal

Los contenidos de proteina, grasa, fibra cruda, extracto libre de nitrégeno y
cenizas en base seca de WCW fueron 17.2+0.0,1.6 £0.1,44.5+0.1,33.5+0.2
y 3.1 £ 0.5 g/100 g, respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del
rango de los reportados para pulpa de café (11.5% de proteina, 2.0% de grasa,
60.5% de fibra cruda y 8.9% de ceniza); para la cascarilla de café (8.0% de
proteina, 0.5% de grasa, 24% de fibra cruda y 6% de ceniza) y para la piel
plateada (18.6% de proteina, 2.2% de grasa, 62.4% de fibra cruday 4.7 — 7.2%
de ceniza) (Murthy y Naidu, 2012).

7.2. Caracterizacion del extracto
7.2.1. Efecto de la sonicacion

Los resultados del experimento factorial mostraron que a medida que aumento el
tiempo y la amplitud de la sonicacién, el contenido fendlico total y la actividad
antioxidante de DPPH de los extractos aumento significativamente (Tabla 1). La
interacciébn entre el tiempo de sonicacién y la amplitud también afectd
significativamente el contenido fendlico total y la actividad antioxidante de los
extractos. El contenido fendlico total oscilé entre 6.2 + 0.3 mg equivalentes de
acido galico/g para la amplitud mas baja (50%) y el tiempo de sonicacion mas
corto (15 min) hasta 33.8 + 0.4 mg equivalentes de acido galico/g para la amplitud
mas alta (70%) y tiempo de sonicacion (45 min) (Fig. 5.a). La actividad
antioxidante DPPH oscilé entre 370.3 + 21.1 pumol equivalentes de Trolox/g en la
amplitud mas baja y el tiempo de sonicacién mas corto hasta 1790.1 + 15.2 umol
equivalentes de Trolox/g en la mayor amplitud y el tiempo de sonicacion mas
largo (Fig. 5.b).
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Estos resultados pueden atribuirse al colapso de la pared celular debido a las
ondas de choque ultrasénicas y los chorros de liquido durante la cavitacion (Al-
Dhabi et al., 2017). El ultrasonido, como cualquier otra onda sonora, se propaga
mediante una serie de ondas de compresion y rarefaccion inducidas en las
moléculas del medio por el que pasa, con el ciclo de compresién y rarefaccion en
funcién de la amplitud aplicada (Vinatoru et al., 2017). Cuanto mayor sea la
amplitud ultrasonica, mayor serd la cavitacion generada y el rendimiento de
extraccion (Al-Dhabi et al., 2017). Parametros como amplitud, relacion
liquido/sélido, temperatura de extraccion, tiempo de sonicacion y tipo de solvente
tienen un efecto directo sobre la extraccion asistida por ultrasonido del contenido
fendlico total. Dahmoune et al. (2013) determinaron que las condiciones éptimas
de extraccion asistida por ultrasonido para la obtencién del mayor contenido
fendlico total de los residuos de limén se presentaron cuando se utilizé una
amplitud de 77.79% y un tiempo de extraccion de 15 min. Los tiempos de
sonicacion relativamente mas largos permiten un contacto mas prolongado entre
el solvente y el sélido, lo que, combinado con la cavitacion; conduce a una mayor
tasa de transferencia de masa, y una mayor eficiencia de extraccion (Al-Dhabi et
al., 2017).

Con base en los resultados obtenidos de la prueba de sonicacién, se seleccioné
una amplitud del 70% y un tiempo de sonicacién de 45 min para obtener un
extracto de WCW (EWCW) con el mayor contenido fendlico total y la mayor
actividad antioxidante DPPH, mismo que fue seleccionado posteriormente para

una evaluacion adicional de su actividad antifangica in vitro e in vivo.
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Tabla 1. Analisis de varianza multifactorial del contenido fendlico total y la actividad antioxidante DPPH de los

extractos obtenidos a partir de los residuos del beneficio hUmedo del café.

Parametro Amplitud (%) Tiempo de sonicacién (min)
50 60 70 15 30 45
TPC 8.5+0.72 14.3+0.7° 26.1+£0.7°¢ 13.2+0.72 15.4+ 0.7° 20.2 £ 0.7¢

(mg equivalentes

de acido galico/g)
DPPH 648.3 +8.12 1621.6+21.0° 1717.0+36.9° 1209.7 +12.6% 1367.1+36.9°® 1411.1+31.4°

(umol equivalentes

de trolox/g)

ab.c Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre las medias (p < 0.05).
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Figura 7. Efecto de las variables de extraccion amplitud y tiempo de sonicacion
sobre: (a) contenido fendlico total (mg de equivalentes de acido galico/g) y (b)
actividad antioxidante DPPH (umol de equivalentes de Trolox/qg). Letras diferentes

indican diferencia significativa entre medias (p < 0.05).
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7.2.2. Contenido fendlico total y actividad antioxidante

El contenido fendlico total de EWCW (33.8 £ 0.4 mg equivalentes de acido
galico/g) fue significativamente mayor que el reportado para la pulpa de cereza
de café (9.7 mg equivalentes de acido galico/g) (Hegger et al., 2017), y para la
cascara de café (1.0 mg equivalentes de acido galico/g) (Moreira et al., 2018),

ambos extraidos con agua tibia.

Las propiedades antioxidantes de los extractos de las matrices alimentarias se
evalian generalmente utilizando mas de un método, porque los antioxidantes
pueden actuar mediante diferentes mecanismos; y un Unico ensayo solo puede
proporcionar una idea reductora parcial de las propiedades antioxidantes
(Leopoldini et al., 2011). Ademas, dada la complejidad quimica de los extractos
de plantas, que a menudo estan formados por docenas de compuestos con
diferentes grupos funcionales, polaridad y comportamiento quimico, es
conveniente emplear diferentes ensayos para tener una imagen ampliada de las

posibles aplicaciones (Sacchetti et al., 2005).

La base molecular de las propiedades antioxidantes de los polifenoles surge de
la reaccién directa con los radicales libres y de la quelacion de los metales libres
(que finalmente estan involucrados en reacciones que generan radicales libres)
(Leopoldini et al., 2011). En el presente trabajo, la actividad antioxidante de
EWCW fue evaluada por DPPH, ABTS y FRAP. La actividad antioxidante (umol
equivalentes de trolox/g) para EWCW fue de 1790.1 + 15.2 para DPPH y de
2000.6 + 20.9 para ABTS, mientras que fue de 1295.0 + 10. 8 umol de FeSOu4/g
para FRAP. Por otro lado, los porcentajes de inhibicion de EWCW para DPPH y
ABTS fueron de 93.6 £ 0. 5% y 97.4 + 0.4%, respectivamente.

Andrade et al. (2012) reportaron una actividad antioxidante ABTS de 381 pmol
equivalentes de trolox/g para cascara de café extraida con acetato de etilo,
mientras que Magoni et al. (2018) informaron una actividad antioxidante de DPPH

de 141.7 umol equivalentes de trolox/g para pulpa de café extraida con una
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mezcla de agua y etanol (30:70 % p / p) como disolvente. La composicion de la
WCW (pulpa y cascara de café) y las condiciones de extraccion podrian ser
responsables de las diferencias entre nuestros resultados y los de los autores
mencionados anteriormente. La recuperacion de polifenoles y compuestos con
propiedades antioxidantes de los materiales vegetales esta potencialmente
influenciada por la solubilidad de los compuestos fendlicos en el solvente utilizado
para el proceso de extraccion (Jimenez et al., 2011). Al-Dhabi et al. (2017)
informaron que la relacion liquido/soélido, temperatura de extraccion, potencia del
ultrasonido y el tiempo de sonicacion afectan significativamente el rendimiento
del contenido fendlico total y la actividad antioxidante de los extractos de plantas.
Torres-Valenzuela et al. (2020) reportaron un porcentaje de inhibicion de DPPH
y ABTS de 45 y 91% en extractos de pulpa de café con solventes
supramoleculares. Las variables del proceso utilizadas para las reacciones de
extraccion, como el tiempo de reaccion, la temperatura, la relacion liquido/sélido
y la naturaleza del disolvente, suelen tener una gran influencia tanto en la cinética
de los compuestos fendlicos liberados de la matriz sélida como en la actividad
antioxidante de los extractos obtenidos (Ballesteros et al., 2017). De acuerdo con
lo descrito por Bravo et al. (2012), los compuestos fendlicos (acidos
hidroxicinamicos, feruloilquinicos y otros acidos clorogénicos) y no fendlicos

podrian tener un efecto potencial en la actividad antioxidante de ciertos extractos.
7.2.3. Contenido total de flavonoides y taninos totales

Los flavonoides y los taninos son metabolitos secundarios en las plantas que
tienen capacidad antioxidante y diversas biofuncionalidades. Tales propiedades
hacen posible la aplicacion de estos compuestos en diferentes areas (Ballesteros
et al., 2017; Sharma et al., 2019). En particular, los extractos de plantas con altos
contenidos de flavonoides y taninos han sido etiquetados como excelentes
agentes antifiungicos (de Rodriguez et al.,, 2017). Los contenidos totales de
flavonoides y taninos totales de EWCW fueron 9.1 + 0.5 mg equivalentes de
quercetina/g y 11.6 + 0.1 mg equivalentes de acido tanico/g, respectivamente.
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El contenido total de flavonoides fue inferior a 11.4 mg de equivalentes de
guercetina/g reportados para la pulpa de café cereza (Do et al., 2019), mientras
gue el contenido total de taninos encontrado fue mayor al reportado por Murthy y
Naidu (2012) para la pulpa de café (3.0 mg de equivalentes tanicos de &cido/g).

7.2.4. Determinacion de compuestos fendlicos y nitrogenados

Los compuestos fendlicos y nitrogenados de EWCW se identificaron por los
tiempos de retencién relativos (Tabla 2). La cuantificacion de estos compuestos
se realizd con la curva de calibracibn de los respectivos estandares. Los
principales compuestos fendlicos encontrados (mg/g) en EWCW fueron: acido
clorogénico (14.19), acido cafeico (1.18), acido galico (0.78), &cido
protocatecuico (0.73), acido ferulico (0. 23) y compuestos nitrogenados que
incluyen cafeina (1.2) y trigonelina (0.16). El &cido clorogénico y el acido cafeico
fueron los polifenoles dominantes, representando el 89.83% de los compuestos

fendlicos identificados.

La actividad antioxidante del café depende de las caracteristicas de los
compuestos fendlicos y en particular, del contenido de &cido clorogénico, que
posee una fuerte capacidad antioxidante in vitro e in vivo y una alta
biodisponibilidad in vitro (Jeszka-Skowron et al., 2016). El acido clorogénico tiene
una amplia cantidad de actividades biologicas, que incluyen aquellas
hipoglucémicas, hepatoprotectoras, antivirales, antibacterianas,
antiarcinogénicas y antiinflamatorias, mismas que estan relacionadas
principalmente con su potente actividad antioxidante (Ballesteros et al., 2017;
Ruiz-Palomino et al., 2019). El &cido clorogénico también puede ejercer actividad
antifingica y es capaz de inhibir el crecimiento de hongos patdogenos como
Fusarium solani f. sp. eumartii, Sclerotinia sclerotiorum, B. cinerea y Cercospora
sojina, entre otros (Martinez et al., 2017). El contenido de acido clorogénico en
este trabajo fue significativamente mayor que el 1.0 — 4.0 mg/g encontrado para

la pulpa de Coffea arabica (Heeger et al., 2017).
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Las variaciones en los compuestos fendlicos y las diferencias en su contenido en
la pulpa de cereza de café se han atribuido principalmente a diferencias en la
ejecucion del beneficio humedo u otros factores como las condiciones de
crecimiento (altitud, clima, suelo y précticas agricolas) o el tiempo de cosecha
(Heeger et al., 2017).

El acido cafeico es un metabolito secundario sintetizado por las plantas, y sus
derivados naturales y sintéticos muestran una potente actividad antioxidante,
incluso a bajas concentraciones. Ademés, se ha demostrado en muchas
investigaciones de caracter biolégico que el acido cafeico y sus analogos también
presentan  actividades  antiinflamatorias,  antibacterianas, antivirales,
antitumorales (Sidoryk et al., 2018) y antifungicas (Sardi et al., 2016). El acido
gélico aislado de extractos metandlicos de los frutos de Diospyros virginiana L.
mostré buena actividad antifUngica contra Aspergillus fumigatus, Aspergillus
versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Trichoderma viride,
Penicillium funiculosum, Penicillium ochrochloron, y Penicillium var. cyclopium
(Rashed et al., 2014).

Tabla 2. Contenido de compuestos fendlicos y nitrogenados en el extracto
seleccionado (EWCW) mediante HPLC.

Componente Tiempo de retencion (min) Contenido (mg/g)
Acido clorogénico 2.6 14.19

Acido cafeico 7.7 1.18

Acido galico 1.8 0.78

Acido protocatecuico 2.4 0.73

Acido ferulico 6.7 0.23

Trigonelina 1.4 1.20

Cafeina 3.0 0.16

Total 18.47
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Los valores de cafeina registrados en este trabajo fueron inferiores a los
contenidos de cafeina (3.5 — 7.0 mg/g) encontrados en la pulpa de cereza de café
por Heeger et al. (2017). Se ha informado que la cafeina inhibe el crecimiento del
hongo mutualista de Atta sexdens rubropilosa (Miyashira et al., 2012). Londofio-
Hernandez et al. (2020) reporté como los principales componentes de la pulpa
de café al acido ferulico, acido protocatecuico, acido clorogénico, acido 3-p-
cumaroilquinico y &cido 3-feruloilquinico; mientras que Dungjai et al. (2016)
inform6 como componentes al &cido clorogénico, acido feralico, &cido
protocatecuico y compuestos nitrogenados que incluyen trigonelina y cafeina. En
nuestro estudio encontramos que EWCW contuvo acidos cafeico y galico que no

han sido reportados por otros autores para Coffea arabica.
7.3. Actividad antifungica in vitro

La Tabla 3 muestra el diametro del halo de inhibicién (en cm) alrededor de los
discos medido después de 72 h. Las actividades se clasificaron segun el diametro
de los halos de inhibicibn como: Activo = 1.5 cm 0 mas, moderado = 1.0 —-1.5cm
y débil = menos de 1.0 cm o difuso (Aqueveque et al., 2017). El control de
carbendazim (1000 pg/mL) mostré una actividad antifingica activa contra los tres
hongos, con diametros de inhibicion de halo que oscilan entre 3.2 y 4.0 cm. La
actividad antifungica de EWCW contra A. niger fue significativamente mayor en
cualquier concentracion que el de carbendazim, excepto el tratamiento de 400
pug/mL, que no fue significativamente diferente. La actividad antifungica de
EWCW a 2000 pg/mL fue significativamente mas eficaz contra B. cinerea y R.

stolonifer que el control carbendazim.

EWCW exhibié una inhibicion del crecimiento micelial superior contra A. niger en
comparacion con el control de carbendazim, excepto el tratamiento a 400 pg/mL,
gue no fue significativamente diferente (Tabla 4). La inhibicién del crecimiento
micelial oscil6 entre 89.1 y 99.7%. El tratamiento con 2000 pg/mL de EWCW fue
significativamente mas eficaz contra B. cinerea y comparable contra R. stolonifer
que el tratamiento con carbendazim.
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Con base en estos resultados; se estudid el efecto de EWCW sobre la
germinacion de esporas usando 400 pg/mL para A. niger y 2000 pg/mL para B.
cinerea y R. stolonifer. La Tabla 5 muestra que independientemente de la cepa
de hongos, la germinacién de las esporas fue significativamente menor para
EWCW que para carbendazim después de 5 6 20 h. Para cuantificar la tasa de
cambio en la germinacion de las esporas, se determind la pendiente

correspondiente (Asgerminacion de esporas = %/Ats-2on).

Los resultados nos permiten apreciar que para todos los hongos la pendiente fue
menor para el EWCW que para los tratamientos de carbendazim, que fueron para
A. niger (0.34 y 0.68 %/h), para B. cinerea (0.35 y 0.65 %/h), y para R. stolonifer
(0.87 y 3.15 %/h), respectivamente.

La actividad antifiungica de EWCW parece deberse a los compuestos fenélicos
identificados en este trabajo (subseccion 7.2.4). Se ha informado que estos
compuestos tienen la capacidad de romper la pared celular de hongos patégenos
(Sung y Lee, 2010). Se ha demostrado que una alta concentracion de
compuestos fendlicos y una consecuente alta actividad antioxidante de los
extractos, promueve a su vez una alta actividad antifungica (de Rodriguez et al.,
2017; Mirdon-Mérida et al., 2019). Ademas, los compuestos fendlicos que se
encuentran en mayor concentracion en el extracto se consideran responsables
de la actividad antifungica (Martinez et al., 2017; Sung y Lee, 2010).
Especificamente, el acido clorogénico, nuestro principal compuesto fendlico,
afecta a las células de los hongos al dafiar sus membranas, disipando asi el
potencial eléctrico de la membrana (Sung y Lee, 2010). Martinez et al. (2017)
informaron que el acido clorogénico indujo una rapida permeabilizacion de la

membrana en las esporas de hongos, lo que provoco la pérdida de viabilidad.

Asimismo, Ahmad y Matsubara (2019) encontraron que la actividad antifangica
del acido cafeico contra Fusarium oxysporum f. sp. asparagi se ejercid a través
de la rotura de interceptacion en el micelio del hongo y el dafio de la pared celular,
lo que inhibid su crecimiento.
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de Rodriguez et al. (2017) afirmaron que el mecanismo de los fenoles contra los
patogenos fungicos estéa relacionado con la inhibicion enziméatica a través de su
oxidacion. La presencia de grupos hidroxilo en compuestos fendlicos podria
unirse con grupos sulfhhidrilo en proteinas fangicas, cambiando la conformacion

proteinica de la pared celular (Elfirta et al., 2018).

Otro mecanismo por el cual los compuestos ejercen su actividad antifingica es
mediante la degradacion de las paredes celulares de los hongos patdgenos. En
particular, el 4cido galico puede producir la enzima quitinasa que degrada la
quitina, el principal componente estructural de las paredes celulares de los
hongos fitopatdgenos (Seo et al., 2013). Wang et al. (2016) demostraron que la
cafeina destruye las capas protectoras de los hongos (pared y membrana celular)

y los organulos subcelulares.

Asimismo, puede producirse un efecto sinérgico o complementario entre
compuestos fendlicos, por lo que el efecto de estas interacciones podria ser de
gran utilidad en la lucha contra patdégenos (de Rodriguez et al., 2017; Elfirta et
al., 2018).

7.4. Actividad antifungica in vivo

Las fresas se hirieron en cuatro sitios a lo largo del diametro ecuatorial, se
inocularon con A. niger, B. cinerea y R. stolonifer, y se almacenaron durante 5
dias a 25 °C. Al final del almacenamiento se determiné el porcentaje de heridas
gue presentaron crecimiento de moho. El porcentaje de heridas que presentaron
crecimiento de moho en el control de agua estéril fue significativamente mayor

gue para EWCW y carbendazim, independientemente de la cepa del hongo.
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Tabla 3. Inhibicion del crecimiento de hongos por EWCW en difusion en

disco.

Cepa Tratamiento (ug/mL) Diametro del halo de inhibicién (cm)

EWCW 400 3.1+£0.128

EWCW 600 5.0+0.1°

A. niger EWCW 1500 5.0 +£0.0°

EWCW 2000 5.0 +0.0°

Carbendazimaiooo 3.2+0.12

EWCW 400 2.1+£0.32

EWCW 600 2.8+0.2°

B. cinérea EWCW 1500 3.7+£0.0¢

EWCW 2000 4.9 +0.19

Carbendazimaiooo 4.0+0.3°

R. stolonifer EWCW 400 0.7+0.12

EWCW 600 0.8+0.02

EWCW 1500 2.3+0.1°

EWCW 2000 3.8+0.34

Carbendazimiooo 3.3+0.1°

Se agregaron a los discos 45 pL de EWCW a las concentraciones especificadas.
Los subindices de la columna de tratamiento se refieren a la concentracion
utilizada. 2b.cd Diferentes superindices dentro de la misma columna indican que

las medias difieren significativamente (p < 0.05).
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Tabla 4. Efectos de diferentes concentraciones del extracto (EWCW) sobre

la inhibicién del crecimiento micelial.

Cepa Tratamiento (ug/mL) Inhibicion del crecimiento micelial (%)
A. niger EWCW 400 89.1+7.32
EWCW 600 99.3 +10.3°
EWCW 1500 99.5+11.3°
EWCW 2000 99.7 £12.3°
Carbendazimiooo 90.1 £6.32
B. cinerea EWCW 400 62.0 £2.32
EWCW 600 70.2 £ 3.4°
EWCW 1500 74.1 £ 4.4°
EWCW 2000 97.3 £10.1¢
Carbendazimiooo 83.3x4.1¢
R. stolonifer EWCW 400 146 +1.18
EWCW 600 51.0 £4.7°
EWCW 1500 71.0 £ 9.5°
EWCW 2000 88.7 £ 11.2d
Carbendazimzooo 81.1 + 10.2¢

Los subindices de la columna de tratamiento se refieren a la concentracion
utilizada. &b.¢d Diferentes superindices dentro de la misma columna indican que

las medias difieren significativamente (p < 0.05)
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Tabla 5. Efectos de diferentes concentraciones del extracto (EWCW) sobre

la germinacién de esporas (%).

Cepa Tratamiento Tiempo (h) Germinacion de

(ng/mL) esporas (%)
5 2.4+0.3°
A. niger EWCW 400 20 7.5%+0.2°
Carbendazimzooo 5 2.8+0.0°

20 13.0+ 1.5°
5 3.6 +0.4°

B. cinerea EWCW 2000 20 10.2 £ 0.2°¢
Carbendazimziooo 5 5.0£0.52

20 14.7 + 1.3°
5 4.9+0.2°

R. stolonifer EWCW 2000 20 18.1+1.1°
Carbendazimzooo 5 8.0+0.8°

20 58.2 £ 0.7°

abc Diferentes superindices en la misma columna indican una diferencia

significativa (p < 0.05) entre las medias.

En el caso de A. niger, el porcentaje de heridas con crecimiento de moho fue de
65.7 =+ 4.1% para agua estéril, que se redujo significativamente a 42.3 + 0.5%
para carbendazimy a 16.7 + 1.1% para EWCW (400 pg/mL). Para B. cinerea, el
porcentaje de heridas con presencia de moho también se redujo
significativamente a 36.1 £ 1.1% cuando se utiliz6 EWCW (2000 pg/mL) y a 38.2
+ 4.1% con carbendazim, en comparacion con el control de agua estéril 74.2 +
8.1%. Por ultimo, para R. stolonifer el porcentaje de heridas con presencia de
moho (70.4 £ 0. 25%) en el control de agua estéril se redujo a 50.1 + 1.3% EWCW
(2000 pg/mL) y al 51.2 + 0.05% con carbendazim.

Estos resultados son indicativos de la eficacia de EWCW para inhibir el

crecimiento de moho de diferentes cepas de hongos.
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B. cinerea se considera el patégeno principal de las fresas cosechadas, que
causa el moho gris en la fruta (Petrasch et al., 2019). A menudo, B. cinerea puede
evolucionar de fruta podrida a fruta sana cercana, lo que provoca una gran
descomposicion de un producto y, a veces, el deterioro de lotes completos
(Feliziani y Romanazzi, 2016). R. stolonifer es reconocido como uno de los
hongos mas destructivos y de mas rapido crecimiento. Las enfermedades
postcosecha causadas por este hongo se conocen como podredumbre blanda
y/o podredumbre negra. En la fresa, el sintoma principal de la pudricion blanda
es la delicuescencia de los tejidos, que pierden su consistencia, se empapan en
agua y exudan un lixiviado (Feliziani y Romanazzi, 2015). Aspergillus spp.,
Alternaria spp. y Cladosporium spp. son los agentes causantes de enfermedades
postcosecha que generalmente presentan niveles insignificantes; sin embargo,
su incidencia ha aumentado entre los cultivares que muestran resistencia al moho
gris (Feliziani y Romanazzi, 2016). A. niger es considerado uno de los hongos
causantes de la pudricion negra, una enfermedad postcosecha que invade y
destruye el tejido vegetal del fruto (Guédez et al., 2009).
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VIIl.  CONCLUSIONES

Los resultados in vitro e in vivo demostraron la eficacia de EWCW contra A. niger,
B. cinerea y R. stolonifer. Los &cidos clorogénico y cafeico fueron los principales
compuestos identificados en el extracto, a los cuales se les atribuye la actividad
antifangica del mismo. En este trabajo, por primera vez, se describen las
propiedades antifungicas y antioxidantes de los extractos obtenidos a partir de

los residuos del beneficio hUmedo del café.
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X. ANEXO

Publicacién

Wet processing coffee waste as an alternative to produce extracts with

antifungal activity: In vitro and in vivo valorization.

Alvarado-Ambriz, S., Lobato-Calleros, C., Hernandez-Rodriguez, L., & Vernon-
Carter, E. J. (2020).

Revista Mexicana de Ingenieria Quimica, 19(Sup. 1), 135-149.
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