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Resumen

Actualmente, el uso de extractos naturales como agentes antimicrobianos en alimentos es un tema de
gran interés. El objetivo general de esta investigacion fue determinar la actividad antimicrobiana de
extractos vegetales obtenidos a partir de hojas externas de brécoli, coliflor y col en un hongo
deteriorador de alimentos (Alternaria spp.). Las muestras fueron deshidratadas a 60°C y posteriormente
se realizaron extractos de cada una de ellas con una mezcla de metanol-agua (80:20 v/v). Finalmente,
se eliminé el metanol de los extractos empleando un rotaevaporador (65°C y 45 min). Los extractos
fueron caracterizados midiendo su contenido de compuestos bioactivos y su capacidad antioxidante. La
actividad antimicrobiana de los extractos se realiz6 mediante la técnica placa envenenada. Los extractos
de hojas de coliflor mostraron un mayor contenido en compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y
porcentaje de neutralizacion del radical DPPH (438.86+27.39 mg EAG/g P.S., 687.65+7.40 mg EQ/g
P.S. y 95.87%, respectivamente), lo cual fue correlacionado con un alto porcentaje de inhibicién del
crecimiento del micelio del hongo (24.14+0.58%) frente a los otros extractos estudiados. Los resultados
obtenidos muestran un potencial de los extractos de coliflor, brécoli y col para el control de
enfermedades postcosecha y preservacion de frutas y hortalizas.

Abstract

Currently, the use of natural extracts as antimicrobial agents in foods is a topic of great interest. The
general aim of this research was to determine the antimicrobial activity of plant extracts obtained from
external leaves of broccoli, cauliflower and cabbage on a food-deteriorating fungus (Alternaria spp.). The
samples were dehydrated at 60°C and their extracts were prepared in a methanol-water mixture
(80:20 v/v). Finally, the methanol was removed from the extracts using a rotavaporator (65°C and
45 min). The extracts were characterized by measuring their bioactive compound content and their
antioxidant capacity. The antimicrobial activity of the extracts was determined by the poisoned plaque
test. The extracts from cauliflower leaves showed the highest total phenolic content, total flavonoid
content and percentage of DPPH radical neutralization (438.86+27.39 mg GAE/g DW, 687.65+7.40 mg
QE/g DW and 95.87%, respectively) in comparison to the other studied extracts. Moreover, cauliflower
leaf extracts also showed a high percentage of mycelial growth inhibition of the fungus (24.14+0.58%).
The results obtained in this work point to the potential of cauliflower, broccoli and cabbage leave extracts
for post-harvest disease control and fruit and vegetable preservation.
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INTRODUCCION

Desde tiempos prehistéricos los seres humanos
han utilizado plantas con fines medicinales.
Actualmente, se ha demostrado que algunas
especies de plantas contienen sustancias de
importancia bioldgica [1]. Ademas, la recuperacion
de compuestos bioactivos a partir de subproductos
vegetales es un tema de gran interés en el area de
tecnologia de los alimentos y en el desarrollo
sustentable. La industria agroalimentaria produce
una gran cantidad de desperdicios y subproductos
gue representan una fuente de contaminacion. Sin
embargo, estos desechos pueden ser una fuente
de compuestos antioxidantes y antimicrobianos [2].

Los subproductos de las frutas y hortalizas (hojas,
tallos, cascaras y semillas) pueden poseer un alto
contenido de compuestos fendlicos, los cuales
juegan un papel importante en la proteccion de
estos productos contra agentes patdgenos [3]. Por
otro lado, los flavonoides incrementan ciertas
actividades bioactivas (antibacterial, antifingica,
antiviral, etc.) en los extractos obtenidos a partir de
este tipo de matrices vegetales [4].

Por otro lado, los microorganismos fitopatdgenos
son de gran preocupacién debido a que
constituyen un factor de riesgo para la salud
publica y pérdidas econdmicas en la agricultura
[5]. El género Alternaria spp. puede deteriorar
alimentos y forrajes produciendo micotoxinas
patégenas. Este hongo puede comportarse como
oportunista o infectar por si solo al fruto y sus
lesiones iniciales aumentan cubriendo el producto
con un moho negro durante su desarrollo, su etapa
postcosecha y/o comercializacién [6].

Por tal motivo, el objetivo general de este trabajo
fue determinar la actividad antimicrobiana de
extractos vegetales obtenidos a partir de hojas
externas de brocoli, coliflor y col en un hongo
deteriorador de alimentos (Alternaria spp.).

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Las hojas externas de brécoli (Brassica oleracea
italica), coliflor (Brassica oleracea var. botrytis) y

col (Brassica oleracea var. capitata L.) fueron
adquiridas en la central de abastos de la ciudad de
Irapuato, Guanajuato, México. Posteriormente,
fueron transportadas a la Division de Ciencias de
la Vida de la Universidad de Guanajuato para su
procesamiento.

Para el proceso de deshidratacion, las muestras
fueron cortadas en forma cuadricular (1x1 cm,
espesor 0.23+0.05 mm) evitando los nervios de las
hojas. Posteriormente, 30g de cada muestra
fueron deshidratados a 60°C empleando un horno
de secado (CE3F, Shel Lab, Estados Unidos)
hasta alcanzar un peso constante [7]. Posterior a
su deshidratacion, las muestras fueron procesadas
inmediatamente.

Preparacion de los extractos vegetales

Se emplearon 4.5 g de muestra deshidratada, las
cuales se trituraron en un mortero agregando
150 ml de una mezcla de metanol-agua
(80:20 v/v). El sobrenadante se recuperd en tubos
ambar con tapa y durante 1h con agitacion
continua se realizd la extraccion. Posteriormente,
el extracto se centrifugd (10 min a 5000 rpm) para
separar las fracciones liquida y sélida. Finalmente,
se almacené en frascos ambar a 4°C para su
analisis correspondiente.

Para la concentracion de los extractos vegetales
(brécoli, coliflor y col), se colocé 110 ml del
extracto en un matraz de bola para concentrarse a
través de un rotavapor (65°C, 45 min) hasta
obtener un volumen de 22ml, dando como
resultado extractos libres de metanol [8].

Compuestos
antioxidante

bioactivos y  capacidad

La determinacién de compuestos fendlicos totales
de los extractos concentrados se realizd a través
de la metodologia propuesta por Slinkard &
Singleton [9]. Los valores de absorbancia se
leyeron a 765 nm y el contenido fendlico total de
las muestras se reportd en equivalentes de acido
galico por gramo de peso seco (EAG/g P.S.).

El contenido de flavonoides totales de los
extractos se llevdo a cabo siguiendo el método
propuesto por Khanam et al. [10] leyendo los
valores de absorbancia a una longitud de onda de
415 nm. Los resultados se reportaron como

Vol. 3 no. 2, Verano de la Investigacién Cientifica, 2017

-
O
W
AN



E STA DE DIVULGACION 175:":1 A
v

equivalentes de quercetina por gramo de peso
seco (EQ/g P.S.).

Para la determinacién de la capacidad antioxidante
de los extractos se siguié el método propuesto por
Soengas et al. [11] con ligeras modificaciones. Se
preparé el reactivo DPPH metandlico a una
concentracion de 100 uM, se probaron diferentes
concentraciones del extracto 100, 50 y 25 pL, con
100 uL del reactivo DPPH preparado. Las
muestras se mantuvieron 30 min en oscuridad y la
lectura se realizd6 a 517 nm en un lector de
microplacas para absorbancia (XMARK Microplate
Manager). Los resultados se expresaron como
porcentaje (%) de neutralizacién del radical DPPH.
Todas las lecturas de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante se realizaron por triplicado.

Actividad antimicrobiana

Para la determinacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos se empled la
técnica placa envenenada empleada por Santos et
al. [12] se inoculé el hongo de Alternaria spp. en
placas de agar PDA y se incubé a 28°C.

Los extractos concentrados de brocoli, coliflor y col
se esterilizaron por medio de acrodiscos (filtros)
estériles de 0.22 ym. Se realizaron diluciones de
los extractos vegetales filtrados para las
concentraciones de 1mg/mL, 10mg/mL vy
20 mg/mL.

En placas estériles se coloc6 1 ml de los extractos
vegetales en las diferentes concentraciones
estudiadas y 20 ml de agar PDA. En las placas
solidificadas que contenian extracto vegetal y agar
PDA se les colocé un disco de 6 mm de diametro
con micelio de Alternaria spp. Se realiz6 un control
positivo (agar PDA, antifingico Azoxistrobin y
micelio del microorganismo), asi como un control
negativo (agar PDA y micelio del microorganismo).
Las pruebas se realizaron por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Imagen 1.1 se observa que los extractos
obtenidos a partir de hojas externas de brécoli y
coliflor presentaron una mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales (440.61+5.27,
438.86+27.39 mg EAG/g P.S., respectivamente)
en comparacién a los extractos de hojas col
(379.23£14.53 mg EAG/g P.S.).
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IMAGEN 1: Concentracion de compuestos fendlicos totales (1),
flavonoides totales (2) y actividad antioxidante (3) en extractos
de brocoli, coliflor y col. Los subindices a, b y ¢ muestran
diferencias significativas (Tukey, p<0.05).
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En la Imagen 1.2 se muestra un mayor contenido
de flavonoides totales en el extracto de brécoli,
seguido por el de coliflor y col (687.65+7.40,
623.80+15.68 y 411.32+11.40mg EQ/g P.S,
respectivamente).

Gutiérrez-Robles et al. [7] obtuvieron valores
inferiores para el contenido de fenoles
(206.33-147.75mg EAG/g P.S.) y flavonoides
totales (142.24-66.80 mg EQ/g P.S.) en extractos
de hojas de bracoli, coliflor y col deshidratadas a
60°C. Sin embargo, es importante mencionar que
estos autores estudiaron extractos metandlicos.
Estas diferencias se podrian atribuir al hecho de
rotavaporar los extractos y concentrarlos.

En el caso de la capacidad antioxidante de los
extractos, no se observé entre ellos una diferencia
significativa (p<0.05) en el porcentaje de
neutralizacion del radical DPPH, los cuales
oscilaron entorno a un 95% (Imagen 1.3).

80

inhibicién de crecimiento (%)

Dias

IMAGEN 2: Efecto de los extractos de brocoli (e), coliflor (m) y
col (A) en el porcentaje de inhibicion del crecimiento del
micelio de Alternaria spp. Control positivo (¢) y control negativo
(---). Los subindices a, b y c muestran diferencias
significativas (Tukey, p<0.05).

Respecto al
crecimiento del

porcentaje de inhibicion del

micelio de Alternaria spp.,
previamente se estudi6 el efecto de Ila
concentracion de la dilucion de los extractos
estudiados, siendo la de 1 mg/mL la mas efectiva
para la inhibicion del crecimiento del hongo (datos
no mostrados).

El control positivo mostr6 un porcentaje de
inhibicién 55.17+0.58% en el dia 2. En ese punto,
los extractos de hojas de coliflor mostraron un
mayor porcentaje de inhibicibn de crecimiento
(24.14+£0.58%) en comparacién con los extractos
de col y brocoli (20.69+0.58% y 17.24+0.58%,
respectivamente) (Imagen 2).

El mayor porcentaje de inhibicion presentado en
los extractos de hojas de coliflor frente a los de
brocoli y col puede ser asociado con las altas
concentraciones de compuestos bioactivos y
capacidad antioxidante que posee en comparacion
con los extractos de brécoli y coliflor (Imagen 1).
Sin embargo, a partir del dia 4 se observé una
disminucién en el porcentaje de inhibicién de todos
los extractos vegetales, hasta un valor de 12%.
Este valor se mantuvo constante hasta el final del
tratamiento (dia 6).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son
congruentes con los obtenidos por
Rodriguez-Maturino et al. [13]. Estos autores
analizaron el extracto de chile chiltepin (Capsicum
annum var. glabriusculum) contra Alternaria
alternata y mostraron una disminucién en el
porcentaje de inhibicién de crecimiento del hongo
durante el tiempo de tratamiento.
Rodriguez-Maturino et al. [13] atribuyeron la
inhibicién del crecimiento del micelio de Alternaria
alternata a una interaccion de los compuestos
fendlicos y flavonoides presentes en el chile con la
pared celular del hongo, inhibiendo algunas
enzimas fungicas y permitiendo el bloqueo de
rutas enziméaticas vitales.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en esta
investigacion, los extractos de hojas externas de
brocoli, coliflor y col parecen ser una fuente de
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.
Ademas, los extractos presentan una importante
actividad antimicrobiana contra Alternaria spp. Por
tal motivo, dichos extractos podrian se empleados
para el control de enfermedades postcosecha y
preservacion de frutas y hortalizas. Sin embargo,
seria necesario profundizar en estudios que
permitan caracterizar estos extractos con el
objetivo de garantizar la calidad e inocuidad de los
mismos en los alimentos a los que podrian ser
aplicados.
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