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RESUMEN

El desarrollo y uso de herbicidas obtenidos a partir de fuentes naturales, como lo
pueden ser los subproductos generados por la industria agricola y de alimentos, ha
tomado relevancia los tiltimos afios, debido al creciente interés por reducir el impac-
to ambiental que generan los herbicidas de origen quimico. El objetivo del presente
trabajo fue obtener extractos fendlicos de cascaras de mango manila mediante lixi-
viacién asistida con ultrasonido de alta intensidad y determinar su aplicacién como
posible bioherbicida.

Se estableci6é una metodologia que consta de una etapa preliminar y tres etapas
principales.

En la etapa preliminar se realiz6 la preparacién y estandarizacion de la materia
prima, minimizando asi los cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y fisiol6-
gicas de la cdscara. En la primera etapa se llev6 a cabo la optimizacién del proceso
de extraccion de compuestos fendlicos, con y sin aplicacién de ultrasonido de al-
ta intensidad (UAI). Para ello se emple6 un disefio experimental 32, en el cual se
evaluo el efecto del tiempo (10 a 30 min) y temperatura de extraccién (20 a 60°C),
sobre el contenido fendlico total (CFT) y actividad antioxidante (AA) de los extrac-
tos agua y etanol de cdscara de mango, con y sin aplicacién del UAIL El CFT y su
AA se cuantifico a través de los ensayos Folin-Ciocalteu y ABTS respectivamen-
te. El mayor CFT fue obtenido cuando el UAI fue aplicado, de 4411. 05 + 9.96 mg
GAE/100 g m.s. (10 min, 20°C) y de 4027. 21 + 158.01 mg GAE/100 g m.s. (20 min,
20 °C), para los extractos de agua y etanol, respectivamente. La AA reportada fue
de 116. 36 + 0.31 mg TROLOX/100 g m.s. (30 min, 20°C) y de 120. 27 + 158.01 mg
TROLOX/100 g m.s. (10 min, 20 °C).

En la segunda etapa se identificaron los compuestos fendlicos presentes en las
cascaras de mango, por medio de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Re-
solucion (HPLC), a partir de los extractos 6ptimos. Los cromatogramas obtenidos
detectaron la presencia de 4cido galico y quercetina.

En la ultima etapa se evalu6 la actividad bioherbicida de los extractos de man-
go sobre la germinacién de semillas de pasto, por medio de un ensayo in vitro. De
acuerdo con el ensayo realizado se pudo determinar que los extractos obtenidos

mostraron una reduccién del 40 % en la germinacién con respecto a las muestras
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control. Por dltimo, se identificé el posible mecanismo de accién de los compues-
tos fendlicos (dcido galico y quercetina) presentes en el extracto sobre la enzima
acetohidroxidcido sintasa (AHAS) a través de acoplamiento molecular (Docking)
de cada una de las estructuras. El acoplamiento permiti6 observar que la energia
de afinidad, de cada uno de los compuestos fendlicos identificados, mostraron un
valor de —6.1 kcal/mol y —8.6 kcal/mol, para el 4dcido gélico y quercetina, respecti-
vamente; el compuesto control (metilsulfometuron), el cual es un activo principal
en herbicidas sintéticos, presento un valor estdndar de —6.9 kcal/mol. Con los va-
lores anteriores, de acuerdo con el acoplamiento molecular es posible determinar
que los compuestos presentes en cdscaras de mango (Mangifera indica L. cv manila),
son capaces de lograr la inhibicién del crecimiento de malezas, considerandose un
posible ingrediente activo para el desarrollo de bioherbicidas.

II



ABSTRACT

The development and use of herbicides derived from natural sources, such as by
products generated by the agricultural and food industries, have gained increasing
relevance in recent years due to the growing interest in reducing the environmental
impact caused by synthetic herbicides. The objective of the present study was to
obtain extracts of phenolic compounds from Manila mango peels through high-
intensity ultrasound-assisted leaching and to determine their potential application
as bioherbicides.

A methodology consisting of a preliminary stage and three main stages was esta-
blished.

In the preliminary stage, the raw material was prepared and standardized, the-
reby minimizing variations in the physical, chemical, and physical characteristics of
the peel. In the first stage, the extraction process of phenolic compounds was opti-
mized, both with and without the application of high intensity ultrasound (HIU).
A 3 experimental design was employed to evaluate the effect of extraction time
(10 - 30min) and extraction temperature (20 - 60°C) on tache total phenolic content
of (TPC) and antioxidant activity (AA) of water and ethanol extracts from man-
go peels, with and without HIU application. TPC and AA were quantified using
the Folin — Ciocalteu and ABTS assays, respectively. The highest TPC was obtained
when HIU applied, reaching 4411. 05 + 9.96 mg GAE /100 g d.w. (10 min, 20°C) and
4027. 21 + 158.01 mg GAE/100 g d.w. (20 min, 20 °C), reaching for the water and
ethanol extracts, respectively. The reported AA was 116. 36 + 0.31 mg TROLOX /100
g d.w. (30 min, 20°C) and 120. 27 + 158.01 mg TROLOX/100 g d.w. (10 min, 20 °C).

In the second stage, the phenolic compounds present in mango peels were iden-
tified using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) from the optimal
extracts. The chromatograms obtained detected the presence of gallic acid and quer-
cetin.

In the final stage, the bioherbicidal activity of the mango extracts was evaluated
on the germination and/or growth of grass seeds through an in vitro assay. Accor-
ding to the test performed, it was determined that the obtained extracts showed a
40 % reduction in germination compared to the control samples. Finally, the possible
mechanism of action of the phenolic compounds (gallic acid, and quercetin) present
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in the extract was identified on the enzyme acetohydroxyacid synthase (AHAS) th-
rough molecular docking of each structure.

The docking results showed that the binding energy values for the identified phe-
nolic compounds were -6.1 kcal /mol and -8.6 kcal /mol for gallic acid and quercetin,
respectively; the control compound (metsulfuron-methyl), which is an active ingre-
dient in synthetic herbicides, exhibited a standard value of —6.9 kcal/mol. Based
on these results, molecular docking suggests that the compounds present in Manila
mango (Mangifera indica L. cv. Manila) peels are capable of inhibiting weed growth,
and thus may be considered potential active ingredients for the development of
bioherbicides.

II
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INTRODUCCION

En un contexto de creciente presién sobre la produccién de alimentos, es crucial
entender coémo la demanda alimentaria se vera afectada por el aumento poblacional
y los desafios del cambio climéatico. De acuerdo a la Organizacién de la Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), se prevé que la produccién
agricola y alimentaria crezca solo 1.1 % anual en la préxima década, lo que plantea
serias preocupaciones sobre el rendimiento de los cultivos. Las plagas y las condi-
ciones ambientales adversas se convierten en amenazas significativas que pueden
comprometer la seguridad alimentaria (FAO,2023).

Para mitigar estas amenazas, el uso de plaguicidas se presenta como una solucién
esencial ya que permite controlar la proliferaciéon de plagas y enfermedades dismi-
nuyendo asi las perdidas en la produccién. No obstante, la aplicaciéon de plaguicidas
conlleva riesgos significativos, especialmente para aquellos agricultores que carecen
de informacién adecuada sobre su uso. A pesar de que estos productos han contri-
buido a aumentar la produccién agricola, su uso indiscriminado puede afectar la
salud humana y los sistemas socioambientales.

En México, el Catédlogo Oficial de Plaguicidas de la Comisién Federal para la Pro-
teccion Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) autoriza méas de 180 ingredientes
activos de plaguicidas considerados altamente peligrosos (COFEPRIS, 2024). Este
panorama resalta la necesidad de un enfoque mds consciente y responsable en la
gestion de plaguicidas, garantizando la seguridad alimentaria sin comprometer la
salud de las personas ni el equilibrio ambiental.

El uso de plaguicidas obtenidos a partir de fuentes y/o residuos generados por
la agricultura, son de gran importancia para la reduccién de aquellos que son fa-
bricados a partir de fuentes quimicas y sintéticas, ya que estos ocasionan grandes
dafios en el medio ambiente, asi como dafios para las personas que tienen contacto
con este tipo de productos.

Dentro de los plaguicidas, los herbicidas son aquellos cuya funcién es el controlar
plagas como el crecimiento de hierbas y malezas, las cuales pueden ser competencia
de los nutrientes en los cultivos. Los herbicidas pueden ser sintéticos o naturales,

estos ultimos son productos generados a partir de organismos vivos o metabolitos
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naturales de estos también llamados como bioherbicidas, estos ofrecen una solucién
prometedora para el control de malezas sin dafiar el medio ambiente.

Actualmente han surgido estudios que indican que algunos compuestos presen-
tes en las plantas presentan una actividad inhibidora especifica contra el crecimiento
de las malezas, pero sin causar un dafio perjudicial a los cultivos, ciertas especies
de plantas tienen entre sus componentes, diversos metabolitos secundarios, como
lo son; los alcoholes, 4cidos grasos, fenoles, flavonoides, terpenoides y esteroides,
los cuales pueden reducir la reproduccién, crecimiento y desarrollo de la vegetacion
adyacente incluidas todas las especies de malezas.

No obstante se busca que la creacién u obtencién de estos bioherbicidas se desa-
rrolle de manera ecolégica y sustentable mediante el uso de tecnologias que permi-
tan una mayor obtencién y rendimiento de los compuestos fitoquimicos de interés.
Para ello, los procesos de obtencién como la lixiviacién, requieren ser mejorados y
asistidos con nuevas tecnologias para lograr un mejor rendimiento de extraccién y
calidad de los compuestos fitoquimicos.

El uso de técnicas asistidas como el ultrasonido de alta intensidad es de gran
ayuda al momento de realizar dicha lixiviacién de los compuestos antes menciona-
dos. Esta técnica se basa en la propagaciéon de ondas mecanicas conformadas por
un conjunto de ciclos, definidos como la combinacién de altas y bajas presiones. Va-
rios trabajos han reportado la extracciéon de compuestos fitoquimicos con el uso del
ultrasonido, la optimizacién de la extraccién de estos compuestos es esencial, y tec-
nologias como la lixiviacién asistida por ultrasonido presenta oportunidades para
mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los bioherbicidas. Este enfoque no
solo podria reducir la dependencia de plaguicidas sintéticos, sino también contri-
buir a practicas agricolas més sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. A
medida que exploramos estas alternativas, es fundamental considerar el equilibrio

entre la productividad agricola y la salud del ecosistema.
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1.1. Malezas

Uno de los principales problemas en la produccién de alimentos es la presencia de
malezas en los cultivos agricolas, estas son plantas que crecen en 4reas no deseadas;
compiten con los cultivos por recursos como agua, luz y nutrientes. Generalmente,
se consideran indeseables debido a la capacidad que tienen para proliferar répi-
damente ocasionando afectaciones en la produccién agricola, su manejo juega una
parte esencial en la agricultura sostenible e implica el uso de diversas estrategias,
las cuales van desde métodos biol6gicos hasta la aplicacién de herbicidas. Inclu-
yen a las plantas arvenses (crecen entre cultivos, especialmente en los anuales), y
ruderales (se desarrollan en otros tipos de ambiente perturbados, como orillas de
parcelas o vias de comunicacién, alrededor de asentamientos humanos o en planta-
ciones perennes), asi como plantas no deseadas en ambientes acudticos y forestales
(Rojas & Vibrans, 2004).

Las malezas también son un recurso valioso, ya que pueden ayudar en el control
de plagas y enfermedades al mantener una poblacién equilibrada de insectos bené-
ticos. Ademas, contribuyen a sostener la poblacién de polinizadores. Estas plantas
también facilitan la movilizacién de nutrientes en el suelo y lo protegen contra la
erosion, a la vez que aumentan la cantidad de materia orgdnica y mejoran su es-
tructura (Gerowitt et al., 2017).

Las malezas se pueden clasificar de distintas maneras; sin embargo, una de las
formas mads sencillas es segtn el tipo de hoja que presenten ( Figura 1.1; planta de
hoja ancha (dicotiledéneas) y plantas de hoja angosta (monocotiledéneas) . Otra

manera de clasificaciéon de las malezas es por medio de su ciclo de vida.
= Anuales: Son aquellas malezas que completan su ciclo de vida en maximo un
ano.

» Bianuales: Su ciclo de vida se desarrolla en méximo dos afios. En el primer
afio se logra el crecimiento vegetativo y la produccién de semillas como la

floracion de la planta se logra durante su segundo afio de vida
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Malezas
Monocotiledoneas Dicotiledoneas
Familia Poaceae (gramineas): maiz, arroz, Familia Rubiaceae: café.
trigo, zacates. Familia Sol papa, tomat

Familia Orchidaceae: orquideas. berenjena.

Familia Asteraceae: manzanilla,
margarita, girasol.

Familia Ar (pal y pal ):
pejibaye, palmito.
Familia Apiaceae: zanahoria, apio,

Familia Araceae (araceas): anturio, cala,
culantro.

tiquisque.
Familia Fabaceae (leguminosas): frijol,
mani.

Familia Musaceae: banano.

Familia Amaryllidaceae: lirio, cebolla, ajo
Todos los arboles con flores.

Figura 1.1. Clasificacion de malezas por tipo de hoja

= Perennes: Son plantas que tienen una vida de dos o mads afios, que florecen y
generan semillas sin morir tras su ciclo de reproduccién. Pueden clasificarse

como herbéceas o lefiosas (Santos Cruz, 2018).

1.1.1. Control de malezas

Como parte de la gestién para lograr un adecuado rendimiento en la productivi-
dad de los cultivos, es deseable alcanzar el control de malezas, ya que estas ademaés
de competir por los recursos bésicos de los cultivos, pueden albergar plagas o en-
fermedades, lo que agrava mads la salud de los cultivos. Para lograr mitigar estos
problemas es necesario implementar estrategias para reducir su presencia, pero sin
causar un dano al cultivo. Existen diversas técnicas de control de malezas, entre los
que se encuentran los métodos; preventivos, quimicos, fisicos, biolégicos y cultu-

rales, cada uno con sus ventajas y limitaciones. Los diferentes tipos de control se
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describen a continuacion.

Método preventivo

Se refiere a las acciones implementadas para evitar la introduccién, establecimien-
to y crecimiento de maleza en 4reas no contaminadas. Estas acciones incluyen el uso
de semillas certificadas que no contengan semillas ni partes reproductivas de male-
za, la eliminacién de maleza en canales de riego y caminos, la limpieza de maqui-
naria agricola utilizada en zonas infestadas, y la restriccién del acceso de ganado
proveniente de dreas con alta presencia de maleza a zonas libres. Otras medidas
preventivas abarcan la siembra en terrenos sin maleza y el control de maleza antes
de que florezca, con el fin de reducir el banco de semillas en el suelo. El control legal
se considera una medida preventiva a nivel regional o nacional, sustentada en leyes
adecuadas para alcanzar su proposito. (Alvarez Iglesias et al., 2016; Cazares et al.,
2022)

Método quimico

Es una alternativa que se puede desarrollar en etapas tempranas, lo que garanti-
za la eliminacién de la competencia desde el comienzo del crecimiento del cultivo.
Para esto es necesario el uso de agentes quimicos (herbicidas) que si son aplicados
de manera adecuada, inhiben el desarrollo o provocan la muerte de la maleza. Otra
ventaja de los herbicidas es que pueden proteger el cultivo de malezas durante el
periodo critico de competencia, gracias a su efecto residual. Ademés, el uso de her-
bicidas reduce los costos de produccién, ya que permite mantener el cultivo libre
de maleza con una tnica aplicacién por ciclo, lo que contribuye a un mayor rendi-
miento (Herndndez-Rios et al., 2022)

Método fisico

También conocido como método mecanico, se refiere a las practicas donde se en-
cuentra involucrado la intervencion de una fuerza sobre las malezas con el fin de
evitar su proliferacién. Las técnicas més usualmente empleadas son la escarda (ma-
nual, con azadén, el uso de cultivadores), el corte o poda o la aplicacién de calor
(flameo). Las técnicas mecdnicas son efectivas contra malezas anuales, pero en el
caso de las perennes solo logran retrasar su crecimiento. En cambio el control ma-
nual presenta desventajas como su alto costo y la lentitud en dreas donde ya hay una

fuerte invasion de malezas perennes, por lo que se sugiere llevar a cabo este método
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cuando la poblacién de malezas es baja.(Alvarez Iglesias et al., 2016; Pedreros, 2010)

Método biolégico

El control se da a partir de la utilizacién de organismos vivos con el objetivo de
disminuir el desarrollo de las malezas, principalmente se recurre a emplear bac-
terias, hongos, insectos o animales herbivoros. Estas especies pueden encontrarse
disponibles en el ecosistema o son introducidos por el humano para combatir su
proliferacion, esto sin que altere el equilibrio entre las partes involucradas en el am-
biente.(Alvarez Iglesias et al., 2016).

Método cultural

El desafio radica en elegir y combinar las practicas mas adecuadas para cada si-
tuacién agricola, teniendo en cuenta factores como el tipo de cultivo, las condicio-
nes climéticas y la resistencia de las malezas. El control adecuado no solo mejora los
rendimientos de los cultivos, sino que también contribuye a la sostenibilidad de los
sistemas agricolas a largo plazo (Santos Cruz, 2018).

Incluye practicas de manejo tales como (Pedreros, 2010):

Disefios que incluyan rotaciones de cultivos durante todo el afio.

Favorecer la competencia del cultivo, mediante la elecciéon de especie, cultivar,
fechas de siembra, densidad de siembra.

Labranza primaria: alternar profundidades.

Preparacion adecuada de la cama de semillas.

Eleccién de genotipos de cultivos de rdpida emergencia

1.2. Plaguicidas

Los plaguicidas juegan un papel fundamental en la proteccién de los cultivos
contra enfermedades, plagas de insectos y malezas. De acuerdo con el Cédigo In-
ternacional de Conducta Sobre la Distribucién y Uso de Plaguicidas de la Food and
Agriculture Organization (FAO) y de la World Health Organization (WHO) se de-

fine el término plaguicida como cualquier sustancia destinada a prevenir, destruir,
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atraer, repeler o combatir cualquier plaga, incluidas las especies indeseadas de plan-
tas o animales, durante la produccién, almacenamiento, transporte, distribucién y
elaboracién de alimentos, productos agricolas o alimentos para animales, o que pue-
da administrarse a los animales para combatir ectoparasitos. El término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladores del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o inhibidores de
la germinacion, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la cose-
cha para proteger el producto contra la deterioracién, durante el almacenamiento y
transporte. Los plaguicidas se pueden clasificar por su grupo quimico, por su uso,
toxicidad y vida media.(Organization et al., 2010).

En 1978, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estableci6 una clasificacién
de plaguicidas segtin su nivel de peligrosidad o toxicidad aguda, que se refiere a la
capacidad de causar dafio a la salud tras una o mas exposiciones en un corto pe-
riodo. La toxicidad se mide mediante la dosis letal media (DL50) o la concentracion
letal media (CL50) como se muestra en la Tabla 1.1. Estos parametros pueden variar
segun varios factores, como la forma del producto (s6lido, gel, liquido, gas, polvo,
etc.), la via de entrada (oral, dérmica, respiratoria) y otros aspectos como la tempe-
ratura, la dieta, la edad y el sexo. Es importante tener en cuenta que, al basarse en
estudios con animales, estos indicadores no ofrecen informacion sobre los efectos a

largo plazo ni sobre la citotoxicidad de los compuestos (Ramirez & Lacasafia, 2001).

Tabla 1.1. Clasificacién de plaguicidas segtin su toxicidad

DLspempleado en rata

Clase Toxicidad

Oral Dérmica
Ia Sumamente peligroso <5 <50
Ib Muy peligroso 5-50 50 - 200
II Moderadamente peligroso 50 - 2000 200 - 2000
I Poco peligroso Mas de 2000 Mas de 2000
U  Poco probable que presente un peligro agudo 5000 o0 méas< 5

Fuente FAO (2020)

Para la clasificacién por su grupo quimico (Badii & Varela, 2015; Doménech, 2004;
Ramirez & Lacasafia, 2001) ésta definida de la siguiente forma:
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Organoclorados: Comprenden los compuestos clorados derivados del etano,
entre cuyos compuestos se considera al DDT entre los mas importantes; los de-
rivados clorados de los ciclodienos, entre los que se encuentran, el clordano,
aldrina, dieldrina, heptacloro, endrina, y toxafeno y los compuestos relacio-
nados con el hexaclorociclohexano como el lindano. Generalmente acttian por

contacto o por ingestion y tienen una mayor persistencia.

Organofosforados: Son compuestos derivados a partir del dcido fosférico. Tie-
nen una persistencia mas corta que los organoclorados para una mayor toxi-
cidad a mamiferos. Pueden ser de contacto, sistémicos, fumigantes o estoma-
cales. Ejemplos: dimetoato, fenitrotién, malatién monocrotofés, profenofés.

Carbamatos: Son utilizados como insecticidas domésticos y agricolas, herbici-
das y fungicidas son menos téxicos que los anteriores. Pertenecen a este grupo
carbofurdn, dimetoato, mobén, propoxur, etc. Todos ellos son relativamente
inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia ambiental y cuen-

tan con cierta selectividad.

Piretroides: Los piretroides son una mezcla diversa de principios activos, ob-
tenidos facilmente por la extraccién con disolventes (metanol, acetona, etc.)
de las flores secas del crisantemo (Chrysantemun cinerae folium, conocidas
anteriormente como Pyrethrum). La estructura bésica se basa en el acido cri-
santémico. Tiene una toxicidad mds baja a mamiferos que los otros grupos,
pero son toxicos a los peces, reducen el apetito en los insectos. Ejemplos: ci-
permetrina, deltametrina, fenvalerato, lambda cihalotrina y permetrina.

La clasificacion de los plaguicidas por su uso es (Tudi et al., 2021):

Insecticidas: Para el control de insectos.
Nematicidas: Para el control de nematodos.
Bactericidas: Para el control de bacterias.
Fungicidas: Para el control de hongos.
Rodenticidas: Para el control de roedores.

Herbicidas: Para el control de hierbas y malezas.
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Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes, persistentes, mo-

deradamente persistentes y no persistentes como se muestra en la Tabla 1.2

Tabla 1.2. Clasificacién de los plaguicidas segtin su vida media ttil

Persistencia Vida media Ejemplos
No persistente De dias hasta Malatién, diazindn,
12 semanas carbarilo, diametrin
Moderadamente De 1 a 18 meses Paration, lannate
persistente
Persistente De varios DDT, aldrin, dieldrin

meses a 20 afios

Permanentes Indefinidamente  Productos hechos a
partir de mercurio,
plomo, arsénico

Fuente. Obtenido de Ramirez & Lacasana (2001)

1.2.1. Modo de accién de los plaguicidas

En un plaguicida, el componente que combate las plagas se denomina ingrediente
activo. Los plaguicidas comerciales pueden incluir uno o mas de estos ingredientes,
asi como diversas sustancias inactivas. Los ingredientes activos operan de multiples
maneras; por ejemplo, muchos insecticidas afectan el sistema nervioso de los insec-
tos plaga, lo que les dificulta alimentarse o reproducirse. En algunos casos, la plaga
no muere de inmediato a causa del producto, sino que acaba falleciendo por inani-
cion. La Tabla 1.3 ilustra diferentes modos de accién de los plaguicidas en relacion

con una amplia gama de plagas (Wolansky, 2011).
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1.3. Herbicidas

La gran mayoria de las especies de malezas resistentes a los herbicidas se en-
cuentran en los principales cultivos extensivos del mundo (canola, maiz, algodén,
arroz y trigo). Las hierbas y malezas compiten con los cultivos durante el periodo de
crecimiento reduciendo el rendimiento y la calidad de los cultivos. Para el control
de estas, los agricultores utilizan principalmente herbicidas de origen quimico, los
cuales son capaces de alterar la fisiologia de las hierbas y/o malezas provocando
la muerte o desarrollo anormal de las mismas. Los herbicidas pueden ser clasifi-
cados de acuerdo con su época de aplicacion, selectividad, tipo, familia quimica y
modo de accién. La forma mds ttil de clasificaciéon de los herbicidas es de acuerdo
con su modo de accién. El modo de accién de un herbicida consiste en una serie
de etapas que ocurren desde que este es absorbido por la planta hasta la aparicién
de la fitotoxicidad. Los procesos fisiolégicos afectados por el modo de accién de los
herbicidas en las plantas radican en la regulacion del crecimiento, inhibicién de la
divisién celular, inhibicién de la respiracion y/o fotosintesis e interrupcion de pro-
cesos metabolicos complejos (Duke & Dayan, 2011). Entre los herbicidas de mayor
uso comercial se encuentran las sulfonilureas, imidazolinonas y las triazolipirimidi-
nas las cuales presentan un amplio espectro de objetivos en las plantas, controlando
la mayoria de las malezas de hoja ancha y algunas gramineas, el modo de accién de
estos compuestos consiste en la inhibicién de la sintesis de aminoécidos (acetohi-
droxidcido sintasa, AHAS), los aminoacidos son las unidades a partir de las cuales
se forman las proteinas para el crecimiento y el desarrollo de la planta (Zhou et al.,
2007).

1.3.1. Clasificacion de los herbicidas

La clasificacion de los herbicidas es esencial para comprender coémo funcionan,
sus aplicaciones y su impacto ambiental. Estos compuestos quimicos se emplean
para manejar o erradicar plantas no deseadas en cultivos, jardines y espacios urba-
nos. La clasificaciéon puede realizarse segtin diferentes criterios, como su mecanismo
de accioén, selectividad, composicién quimica y época de aplicacion.(Robles & de la
Cruz, 2006)

11



I. ANTECEDENTES

Por su composicion quimica

Esta se basa en la composicién de los agentes activos usados como herbicida, de
acuerdo a su familia quimica estos presentaran caracteristicas similares y pueden
tener el mismo mecanismo de accién. Algunos ejemplos de las principales fami-
lias quimicas son los siguientes: Acetamidas, benzamidas, bipirilidos, carbamatos,
cloroacetamidas, dinitrofenoles, fenil-pyridazinas,imidazolinonas,nitrilos, oxadia-
zoles,piridinas, sulfonilureas,tiadizoles, triazinas, triazolipirimidinas, ureas (Alva-
ro, 2007).

Por su época de aplicacion

De acuerdo a su época de aplicacién los herbicidas pueden clasificarse como de
presiembra (PS), preemergentes (PRE) y postemergentes (POST). Los herbicidas
presiembra se clasifican en PS foliares y PS al suelo, los PS foliares se utilizan en
algunos sistemas como sustitutos de la labranza primaria para controlar la maleza
presente en el cultivo. Los PS al suelo se utilizan antes de la siembra y requieren ser
aplicados a cierta profundidad del suelo para asi evitar la degradacién por la luz o
su volatilizacién, estos herbicidas tienen poca solubilidad en agua.

Los herbicidas PRE son aplicados posterior a la siembra, pero antes de que la
maleza o el cultivo comiencen a crecer, estos herbicidas requieren de riego o lluvia
para que logren penetrar en la tierra alrededor de 5 cm, asi ocasionando la inhibicién
de la maleza durante su germinacioén.

Los herbicidas POST se aplican cuando el cultivo o maleza ya se encuentran fuera
de la tierra, se debe aplicar cuando la maleza se encuentra en su inicio de desarrollo,
ya que es mads fécil combatirla debido a que no presenta una fuerte competencia con
el cultivo.(Robles & de la Cruz, 2006)

Por su mecanismo de accidon

Inhibidores de la sintesis de lipidos.

Inhibidores de la sintesis de aminoé&cidos.

Inhibidores del crecimiento de plantulas.

12
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Reguladores del crecimiento.

Inhibidores de la fotosintesis.

Inhibidores de la sintesis de pigmentos.

Destructores de las membranas celulares.

Por su selectividad

= Selectivo: Son aquellos que a dosis adecuadas eliminan ciertas plantas, pero
sin causar dafio significativo a las otras, un ejemplo es la atrazina que es selec-
tivo para cultivos de maiz y sorgo.

= No selectivo: Son aquellos que dafian a cualquier clase de vegetacién por lo

que se deben aplicar en terrenos no cultivados, un ejemplo es el glifosato.

1.3.2. Bioherbicidas

En los dltimos afios, algunos productos naturales han comenzado a ser conside-
rados para ser un ingrediente fundamental para el control de malezas y con ello el
desarrollo de nuevos herbicidas. Estos herbicidas son denominados como bioherbi-
cidas, los cuales se pueden definir como productos que se originan de organismos
vivos o de los metabolitos naturales de estos y que se usan para controlar pobla-
ciones de malezas sin causar dafios al ambiente (Bailey, 2014; Radhakrishnan et al.,
2018). Principalmente el organismo méas comun que se utiliza es un hongo, por tanto
el termino micoherbicida es el mds empleado en estos productos. A pesar de con-
siderarse una alternativa significativa en el control de malezas, son mds empleados
como un agente complementario en el control de malezas, y no como un reemplazo
de los herbicidas quimicos (Pacanoski, 2015).

Los bioherbicidas se pueden clasificar como:

= Desarrollados a partir de extractos vegetales, microorganismos fitopatégenos

y fitotoxinas microbianas.

= Bioherbicidas preparados a partir de compuestos alelopaticos o aleloquimicos.
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1.3.3. Acetohidroxiacido sintasa

La acetohidroxidcido sintasa, AHAS es la encargada de realizar la catalizacién co-
mo primer paso en la biosintesis de los aminoécidos de cadena ramificada valina,
leucina e isoleucina en plantas y microorganismos (Powles & Yu, 2010). Esta enzi-
ma condensa dos moléculas de piruvato para formar CO; y 2 - acetolactato, sien-
do este el precursor de la formacién de valina y leucina. La AHAS también puede
desarrollar la misma reaccién con el piruvato y 2 - Ketobutirato, para formar CO,
acetohidroxibutirato, que es el precursor para la formacion de isoleucina (Duggleby
& Pang, 2000). La enzima AHAS requiere Dinucleétido de flavina (FAD), tiamina-
pirofosfato (TPP), y magnesio (Mg) o Manganeso (Mn) para lograr su actividad,
produciendo hidroxietil - TPP (HETPP) como producto intermedio. La AHAS pre-
senta una forma tetramérica. Los inhibidores de AHAS bloquean esta via, causando
problemas en el crecimiento, marchitez del meristemo, generando posteriormente
la muerte de la maleza (Sun ef al., 2021). Existen dos formas de AHAS en las cadenas
ramificadas de las plantas superiores. Cada uno tiene sensibilidad a estds cadenas y
a las sustancias inhibitorias de AHAS presentes en los bioherbicidas (Le et al., 2005).
Entre el grupo de herbicidas inhibidores de AHAS las sulfonilureas (SUs), han sido
altamente utilizados debido a su alto control contra las malezas, baja tasa residual
y su amplia selectividad de cultivos (Guo et al., 2022). No obstante, a pesar de los
efectos positivos que presentan en la agricultura, los herbicidas causan efectos ad-
versos notables en el medio ambiente y salud humana debido a su alta persistencia
y toxicidad, por lo cual es deseable desarrollar herbicidas con alta selectividad, baja
toxicidad, bajas tasas de aplicaciéon, ademds de que sean econémicos y amigables
con el medio ambiente (Alvaro, 2007; Krumsri et al., 2021; Qu et al., 2021).

1.4. Subproductos de la agroindustria y su poder
fitoquimico

Durante la cosecha y transformacioén de materias primas agricolas se producen re-
siduos, materiales sobrantes como cdscaras, en cuya estructura se pueden encontrar
pectinas, dcidos grasos, esencias, colorantes (carotenoides, clorofilas, antocianinas,

betalainas), antioxidantes (licopeno y compuestos fendlicos), almidén, entre otros,
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los cuales pueden ser extraidos para sintetizar otros compuestos o servir como in-
gredientes en la industria agroalimentaria. Por otra parte, durante la transforma-
cion de estas materias primas en productos terminados, se generardn subproductos
o materiales secundarios ttiles, como es en el caso de las frutas y vegetales que
por defectos de calidad (dafios leves), tamafio, forma o algtn otro atributo no cum-
plen con las especificaciones exigidas por el consumidor, convirtiéndose en material
de uso potencial en otras aplicaciones. Las frutas y vegetales dentro de sus consti-
tuyentes contienen los denominados metabolitos primarios, compuestos quimicos
producidos por casi todos los organismos. Estos intervienen en los procesos de su-
pervivencia, crecimiento y reproduccién, necesarios para el metabolismo a nivel
celular, aminodacidos y aztcares (Sagwan et al., 2010). Por otra parte, los metabolitos
secundarios son compuestos quimicos sintetizados por células vegetales que cum-
plen funciones no esenciales para el crecimiento o reproduccion, los cuales pueden
ser clasificados en varias familias: terpenoides, compuestos fendlicos y sus deriva-

dos (compuestos nitrogenados o alcaloides).

1.5. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos (CF) son metabolitos secundarios que se caracterizan
por estar formados por unidades de fenoles-anillos arométicos unidos a uno o mas
grupos hidroxilos (OH) . Estas biomoléculas se localizan en todas las partes de las
plantas y su concentracién varia a todo lo largo del ciclo vegetativo; ademas, partici-
pan en diversas funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, sintesis proteica,
actividad enzimdtica, fotosintesis, formacién de compuestos y en la defensa ante
factores bidticos y abidticos. Los compuestos fenodlicos se han asociado con varias
propiedades biolégicas como antiparasitario, antimicrobiano, antitumoral, antihi-
perlipidémico, antidiabético, analgésico, antiinflamatorio, actividad hepatoprotec-
tora, antialérgica y antipirética (Kabir et al., 2017).

1.5.1. Clasificacion de los compuestos fendélicos

La clasificacién de los compuestos es esencial para comprender su estructura, pro-
piedades y funciones bioldgicas. Actualmente, se conocen mas de 8000 compuestos

fendlicos, que han sido clasificados como flavonoides (que incluyen flavanoles, fla-
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vanonas, flavonoles, flavonas, isoflavonoides y antocianinas) y no flavonoides (en-

tre los que estan los acidos hidroxibenzoicos y dcidos hidroxicinamicos).

1.5.1.1. Flavonoides
Antocianinas

Son pigmentos solubles en agua. Estdn compuestos por una alicona y una azucar,
unidos principalmente en la posicién 3 en el anillo C o con menor frecuencia en
la posicién 5 o 7 del anillo A. Se encuentran ampliamente en alimentos de origen
vegetal y son responsables de la coloracién de los frutos y las flores Las antocianinas

mas conocidas son la cianidina, la petunidina, la pelargonidina y la malvidina.

Flavonoles

Poseen un grupo hidroxilo en la posicién 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4
del anillo C. Estan unidos a aztcares por la posicién C3 y, con menos frecuencia, al
anillo A en la posicién 7. Suelen encontrarse como O-glucésidos y C-glucésidos en
alimentos de origen vegetal. Los flavonoles que no estdn unidos a un aztcar se de-
nominan agliconas y no se encuentran presentes en alimentos frescos. El kaempferol

y la quercetina son los compuestos glucosidicos mas comunes en los alimentos.

1.5.1.2. No Flavonoides
Acido fenélico

Son compuestos que se encuentran ampliamente en alimentos de origen vegetal.
Se dividen en dos grupos: acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos.
Estos compuestos presentan mas de un grupo hidroxilo y una mayor separacion del
grupo carbonilo con respecto al anillo aromatico, lo que incrementa su capacidad
antioxidante. Los principales dcidos fenélicos son los derivados del acido cafeico,

terdlico, p-cumarico y sindptico.
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1.6. Actividad Antioxidante

Los antioxidantes son compuestos que tienen la funcién de inhibir o disminuir
la oxidacién de una macromolécula, estos pueden tener naturaleza orgénica o inor-
géanica. La macomolécula se oxida debido a la presencia de radicales libres que son
definidos como un dtomo o grupos de d&tomos los cuales presentan uno o maés elec-
trones no apareados en forma libre. Los radicales libres se generan a través de pro-
cesos como la escisién homolitica, heterolitica o reacciones redox, y los principales
oxidantes son el oxigeno singlete, el ozono y el peréxido de hidrégeno, entre otros.
Estas sustancias se conocen como especies reactivas de oxigeno. Los radicales re-
sultantes pueden incluir radicales lipidicos, superéxido, hidroxilo, hidroperéxido
y 6xido nitrico. Las reacciones en cadena comienzan con la formacién de radicales
en un proceso llamado iniciacién. Luego, el radical se propaga al atacar otras mo-
léculas, y finalmente se producen reacciones de terminacién que generan especies
neutras. Los antioxidantes tienen la capacidad de reducir la formacién excesiva de
radicales libres, lo que provoca un desequilibrio en la ruta metabdlica, reduciendo
asi el estrés oxidativo (Dorantes-Salazar et al., 2023; Martemucci et al., 2022; Zeb &
Zeb, 2021) Los métodos mas usados para la observacion de la capacidad antioxi-
dante son: el poder antioxidante reductor férrico (FRAP), el poder antioxidante con
DPPH y el poder antioxidante con ABTS.

ABTS

El ensayo se da a partir de la interaccién entre un antioxidante y el catién radical
ABTS+. La eliminacion del radical ABTS+ se puede determinar cuantitativamente a
partir del blanqueo de su maximo caracteristico en el espectro de absorcién a dife-
rentes longitudes de onda (414, 417, 645, 734 y 815 nm), sin embargo el rango reco-
mendado para evitar posibles interferencias en las muestras de estudio es el rango
entre 730 y 734 nm. También es necesario considerar que la banda de absorbancia
del ABTS+ se ve desplazada de acuerdo al solvente utilizado debido al efecto sol-
vatocrémico: metanol (744-745 nm), etanol (753 nm) y propanol-1 (757 nm) (Ilyasov
et al., 2020).
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1.7. Mango

El Mango (Mangifera indica L.) pertenece a la familia Anacardiaceae, comprende
alrededor de 50 especies nativas del sureste de Asia. Es una de las frutas tropicales
mas importantes del mundo por su produccion, superficie cultivada y populari-
dad. Su produccién global es superior a 27 millones de toneladas, lo que lo ubica
como el mayor cultivo tropical. La India es el mayor productor, seguida de China,
Tailandia, Indonesia, Pakistan, México, Brasil, Bangladesh y Nigeria. El mango es
uno de los cuatro cultivos de frutas que ha registrado las tasas de crecimiento anual
promedio més rapidas en términos de volumen de exportacién, entre los produc-
tos alimenticios comercializados internacionalmente, superando significativamente
el crecimiento en los principales mercados de alimentos (FAO, 2020). A nivel de
produccién, México es el sexto lugar a nivel mundial, con 2.18 millones de tonela-
das, con el que aporta el 3.9 % de la produccién mundial. Actualmente se satisface el
100 % de los requerimientos nacionales, asimismo, las importaciones mundiales han
aumentado 34.75 % en la dltima década, lo que ha generado un incremento en las
exportaciones mexicanas principalmente con destino a Estados Unidos y Canadé
(Hernédndez-Nolasco, 2023)(SAGARPA, 2014).

Es un fruto que presenta tonalidades que son de color verdoso, rojizo o amari-
llento, muestra un sabor dulce cuando presenta su grado de madurez (Figural.2).
Las variedades mds importantes en México son Ataulfo, Manila, Tommy Atkins,
Haden, Irwin, Keitt, Kent y Criollo que tienen caracteristicas de sabor tinicas y un
alto valor nutritivo (CONASPROMANGO, 2012).

. La cascara de mango es uno de los principales subproductos durante el pro-
cesamiento del mango y genera entre el 35 y el 60 % de los desechos de la fruta.
Constituye entre el 15 y el 20 % del peso de la fruta. Se ha encontrado que las cés-
caras de mango son una fuente significativa de proteinas, grasas, carbohidratos y
algunos compuestos bioactivos especificos (Choudhary et al., 2023)
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Figura 1.2. Representacién de cultivares de mango con diferente grado de madura-
cion

1.7.1. Composiciéon quimica y nutricional del mango

El Mango (Mangifera indica L.) es una gran fuente de macronutrientes como son
carbohidratos, lipidos y dcidos grasos, aminoacidos y proteinas, y dcidos organicos.
También contiene gran cantidad de micronutrientes como lo son las vitaminas y mi-
nerales, asi como metabolitos secundarios como compuestos fenélicos, flavonoides,
carotenoides y compuestos volatiles. Por cada 100 g de pulpa cuenta con un valor
energético aproximado de 60 a 190 kcal, ademads su contenido nutricional y no nu-
tricional, asi como su contenido de agua varia dependiendo del tipo de mango y de
caracteristicas propias de la cosecha del fruto.

Los compuestos bioactivos son moléculas que se encuentra en pequefias cantida-
des en vegetales, frutas, granos y nueces. Son moléculas que poseen propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas y antiinflamatorias. En el man-
go estdn principalmente en la corteza, hojas, semilla y cascara, Tabla 1.4.(Garcia-
Mahecha et al., 2023; Quintana et al., 2021; Ribeiro & Schieber, 2010)

La corteza presenta terpenoides y compuestos fenélicos como acido galico, aci-
do benzoico, galato de metilo, catequina, mangiferina, etc. Las flores presenta dcido
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gélico, dcido eldgico y compuestos volatiles. Mientras tanto las hojas presenta po-
lifenoles, terpenoides, carbohidratos, esteroles, carotenoides, vitaminas, dcidos gra-
sos y aminodcidos. Ademads la semilla tienen niveles altos de flavonoides y 4cidos
fendlicos.

Por otro lado, se ha encontrado que las cdscaras de mango son ricas en com-
puestos fenolicos valiosos como la mangiferina, derivados de benzofenona, xan-
tonas, acidos fendlicos, acidos grasos, flavonoides, procianidinas, penta-O-galoil-
glucésido, galato de metilo, tetra—O-galoil-glucésido, maclurin di-O- galoil-glucésido
e isoquercitrina, polifenoles, carotenoides, enzimas, vitaminas C y E y otros com-
puestos bioactivos que podrian ser de interés en la industria de los alimentos, qui-

mica, farmacéutica, etc. (Quintana et al., 2021).
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Tabla 1.4. Compuestos Bioactivos en Mango

Compuesto Bioactivo Parte de la planta o fruto
Acido ascérbico y deshidroascérbico Pulpa
p-caroteno Pulpa
Otros carotenoides: {caroteno, mutatocromo, Pulpa

a-criptoxantina, violaxantina, luteoxantina,
mutatoxantina,auroxantina

Polifenoles: Mangiferina, isomangiferina, Pulpa, corteza, semilla, piel,
homomangiferina, quercetina, kaempferol, hojas, ramas
antocianinas
Acidos fenolicos: Gélico, protocatequico, Pulpa, piel, semilla, ntiicleo

terulico, cafeico, cumarico, eldgico, acido
4-cafeoilquinicos

Otros fenoles: alqu(en)ilresorcinol Piel, savia
Fibra Piel, semilla, pulpa
Terpenoides: a-pineno, B-pineno, B-mirceno, Pulpa, piel, savia

limoneno, cis-ocimeno, trans-ocimeno,
terpineno, a-guaieno, canfeno, fencheno,
a-humuleno, y otros (lactonas, aldehidos,
acidos,sesquiterpenos, ésteres y alcoholes

alifaticos)
Minerales antioxidantes: Potasio, cobre, zinc, Pulpa, piel, semilla, corteza de
manganeso, hierro, selenio tallo

Fuente:(Ribeiro & Schieber, 2010)

1.8. Lixiviacién de compuestos fenélicos

Los métodos de extraccién convencionales que se han utilizado para la obten-
cién de compuestos fendlicos incluyen la extracciéon por solvente, agitacion, Soxhlet,
destilacién, mezcla manual y percolacion de gas. La extraccion s6lido-liquido como
Operacién Unitaria consiste en disolver un componente o grupo de componentes
que forman parte de un s6lido con un solvente adecuado en el que es insoluble el
resto del sélido que es conocido como inerte. (Welky et al,1991). La extraccién con-
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vencional por solvente es el método mas comun para la realizacién de la extraccion
s6lido —liquido, la extracciéon de estos compuestos se ve afectada por la naturaleza
quimica del disolvente (polaridad). Por tanto, el tipo de disolvente juega un papel
clave en la extraccién de compuestos fenélicos (Rezaie et al., 2015). Para dicha ope-
racion es necesario: El contacto del disolvente con el s6lido a tratar, para disolver el
componente soluble o soluto. La separacion de la soluciéon del resto del s6lido que
contiene el resto del soluto y un poco de la solucién que se halla en la superficie de

las particulas.

Extraccién Convencional por solvente

Para dicha operacion es necesario, el contacto del disolvente con el s6lido a tratar,
para disolver el componente soluble o soluto. La separacion de la solucién del res-
to del solido que contiene el resto del soluto y un poco de la solucién que se halla
en la superficie de las particulas. No obstante, se ha reportado que el uso de estas
metodologias convencionales requiere de grandes cantidades de disolventes, lar-
gos tiempos de extraccién, baja selectividad y el uso de altas temperaturas, lo cual
puede reducir la actividad de compuestos termosensibles (Alara et al., 2021).

Extraccion asistida por microondas

Este método es asistido por microondas el cual es un campo electromagnético
que se encuentran situado en un rango de frecuencia de 0.3 - 300 GHz o entre una
longitud de onda de 1 cm a 1 m del espectro electromagnético. La interaccién de
las microondas con respecto a la matriz y el solvente se da por dos mecanismos;
conduccién iénica y rotacién dipolar, la interacciéon se da muchas veces de manera
simultanea y sobre compuestos polares, en caso contrario los compuestos polares no
se ven muy afectados. Tiene su fundamento en la aplicacion de la energfa electros-
tatica directamente sobre la matriz para transformarla en calor, estd energia acttia
sobre los componentes polares presentes en el solvente, ocasionando un aumento
en la temperatura y la presion, facilitando la entrada del solvente y la extraccién de
los compuestos celulares (Barotto, 2021; Montiel et al., 2023).

22



I. ANTECEDENTES

Extraccion de liquidos presurizados

También conocida como extraccién con agua subcritica, utiliza una pequefia can-
tidad de solventes organicos a una alta temperatura y presiéon con tiempo de ex-
traccién corto. Principalmente se utiliza agua como solvente de extraccién, la cual
se encuentra en su estado subcritico (100 - 374 °C; 1 - 221 bar), disminuyendo asi su
tension superficial, incrementando su solubilidad, su tasa de difusion y la transfe-
rencia de masa. La extraccion dependera de la polaridad del compuesto a extraer,
las condiciones de selectividad y capacidad de extraccién del solvente, se modifica-

ran mediante la regulacion de la temperatura (Barotto, 2021).

Extraccion de fluidos supercriticos

Este método utiliza sustancias inertes las cuales se encuentra a condiciones de
temperatura y de presioén superiores a su punto critico, esto indica una convergen-
cia entre las fases liquida y gaseosa (una sola fase), y sus propiedades fisicas sean
intermedias entre ambas fases; tienen densidad alta (similar a liquidos), viscosidad
y tension superficial baja (similar a un gas) y difusividad intermedia (Barotto, 2021).

El solvente mds utilizado en este método es el CO, debido a las ventajas que pre-
senta; es econdmico, inerte, amigable con el ambiente, seguro (no toxico, no infla-
mable y no explosivo), ademads en estado supercritico (presenta una alta difusividad
y densidad), teniendo una alta capacidad de transporte y extraccién (Barotto, 2021;
Montiel et al., 2023).

Métodos de extraccion no convencionales o emergentes

Como alternativa a las extracciones convencionales actualmente se utilizan dis-
tintas tecnologias como la extraccién asistida por microondas, la extraccién de liqui-
dos presurizados, la extraccién de fluidos supercriticos y la extraccién asistida por
ultrasonido (EAU), para mejorar los rendimientos extraccion de los compuestos de

interés.
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1.9. Generalidades del Ultrasonido

El ultrasonido se define como ondas sonoras que presentan una rango de fre-
cuencia superior al perceptible por el oido humano (>20 kHz). EL objetivo del ul-
trasonido es convertir la energia eléctrica en vibraciones (energia mecanica), con el
proposito de penetrar diversos materiales. A través de la transferencia de energia,
se generan efectos térmicos, quimicos, mecanicos y de cavitaciéon. En el mecanis-
mo térmico, el medio absorbe la energia vibracional tras su propagacion, la cual se
transforma en energia térmica, aumentando la temperatura del medio. Por otro la-
do el efecto mecédnico, se da por medio de la vibracién de las particulas debido a
las ondas mecénicas, lo que intensifica el movimiento de particulas en el liquido y
acelera la transferencia de masa. Durante la propagacion de la onda, las moléculas
del liquido experimenta en efecto de compresiéon y descompresion, lo que ocasiona
una presién sonora adicional que supera la presiéon hidrostética del medio.

De acuerdo a su rango de frecuencia, se determinara la aplicaciéon del ultrasonido
y se pueden dividir en ultrasonidos de baja energia y alta energia. Un ultrasonido
de baja energia ( baja potencia y baja intensidad) tiene frecuencias superiores a 100
kHz a una intensidad menor a 1Wcm?. Los ultrasonidos alta energia (alta potencia
y alta intensidad) tienen frecuencias entre 20 y 500 kHz, induciendo efectos en las

propiedades fisicas, mecédnicas o quimicas/bioquimicas de los compuestos.

Extraccion asistida por ultrasonido

La extraccién se ve impulsada por el fendmeno de cavitacion (Figura 1.3), el cual
consiste en la formacién, crecimiento, oscilaciéon y posterior colapso vigoroso de
burbujas de vapor y/o gas en el solvente. El colapso de la burbuja genera agitacion
intensa en el solvente a una pequefia escala, facilitando la penetracién del disolven-
te. Esto provoca una mejor interaccién entre el contenido intracelular y el solvente
de extraccién, provocando una 6ptima capacidad en los procesos de transferencia
de masa (Tiwari, 2015).
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Figura 1.3. Cavitacién actstica

1.10. Actividad bioherbicida de los compuestos

fendlicos

El uso de sustancias naturales con perfil ambiental y toxicol6gico mds seguro es
una necesidad creciente, pues las personas consideran que los herbicidas naturales
son més seguros que los herbicidas convencionales, aunque esto atin no se ha va-
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lidado. Es una de las razones para examinar, investigar y luego usar estos produc-
tos en la agricultura convencional y orgénica (Dayan & Duke, 2014). Actualmente
existen algunos estudios que han reportado la actividad bioherbicida de extractos
obtenidos de subproductos naturales tales como nanoemulsiones elaboradas a par-
tir de Schinus terebinthifolia propuestas por Fernandes et al. (2023), las cuales pueden
utilizarse como ingrediente activo para la realizacién de bioherbicidas a partir de
formulaciones amigables con el medio ambiente. La actividad bioherbicida se de-
terminé por la inhibicién en la germinacién a partir de la disminucién de la can-
tidad de compuestos fotosintéticos (clorofila y carotenoides), metabolitos secunda-
rios (flavonoides, compuestos fenodlicos y taninos), asi como su actividad enzimaética
(superdxido dismutasa, catalasa y peroxidasa). La aplicacién de extractos naturales
pretende reducir la utilizacién de compuestos sintéticos en la industria agricola, es-
to a partir de la utilizacién de sustancias fitotoxicas y compuestos aleloquimicos,
como el propuesto por Krumsri et al. (2022) quienes aislaron tres compuestos fito-
téxicos como son; el 4cido cafeico, el cafeato de metilo y la (5)-6 hidroximelleina
presentes en hojas de S. Garrettiana, inhibiendo la germinacién de L. Sativum, M.
sativa, L. sativa, P. pratense y L. multiflorum. Para el caso del mango, Tabla 1.5, se ha
buscado la utilizacién de cada una de las partes de la planta (pulpa, semilla, piel y
hojas) como lo descrito por Elmetwally et al. (2022), que, a partir de residuos prove-
nientes de cdscara de naranja y hojas de mango por extraccién acuosa, determiné el
efecto alelopatico en la germinacién de malezas, debido al alto contenido de com-
puestos fendlicos presentes en el producto extraido, considerando a éste como un

potencial bioherbicida.
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I. ANTECEDENTES

1.10.1. Acoplamiento molecular (Docking)

Muchos de los procesos metabdlicos y biolégicos son catalizados por enzimas,
que son compuestos quimicos organicos pertenecientes al grupo especifico de bio-
moleculas llamadas proteinas. Estos compuestos tienen una estructura cuartenarfa,
y sus organizaciones internas permiten definir un sitio conocido como centro acti-
vo. Si funcién quimica, cinética y termodindmica esta relacionada con la reduccién
de la energia de activaciéon durante la reaccion global (Ramirez et al., 2022).

El acoplamiento molecular “Docking” es una técnica de bioinformatica que facili-
ta la prediccién y el cdlculo computacional de la posicién 6ptima de interaccién en-
tre un ligando con peso molecular relativamente bajo (medicamentos, compuestos
fendlico, sustancias contaminantes, etc.) y una diana (proteinas, acidos nucleicos,
etc.), a partir de sus representaciones tridimensionales. Cuanto més estable, espe-
cifica y favorable sea la interaccién entre el ligando y la diana, mayor serd su ac-
tividad biologica. El acoplamiento molecular generalmente utiliza dos algoritmos
distintos. El primero es un algoritmo de muestreo que predice todas las posibles
configuraciones o conformaciones estructurales (poses) que el ligando puede adop-
tar en un dominio o sitio activo del objetivo proteico. El segundo algoritmo incluye
una funcién de puntuaciéon que estima las energias de unién entre el ligando y el
receptor para cada una de las configuraciones generadas por el primer algoritmo.
A partir de los resultados de ambos algoritmos, se clasifican (o jerarquizan) todas
las configuraciones de union del ligando y su receptor segtn sus energias de unién
(Prieto-Martinez et al., 2018).

Receptor: Es generalmente una proteina que contiene el sitio de unién

Ligando: Es una estructura (generalmente una pequefia molécula) que interacttia
con el sitio de union.

Sitio de unién: Conjunto de aminodcidos que acttia con el ligando ya sea mediante
interacciones ionicas, hidrofébicas, etc.

Esta técnica es posible realizarse entre 2 macromoléculas (proteinas), el nimero
posible de conformaciones en el acoplamiento puede ser muy elevado dependiendo
de la flexibilidad de las moléculas. de la misma manera, es mds complicado encon-
trar la posicién y orientacion que tendrd el ligando dentro del receptor, si la cavidad
del sitio es grande y /o flexible, por lo tanto el uso de equipos computacionales ayu-

da a acelerar el proceso de biisqueda, asi como sugerir modelos de unién.
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I. ANTECEDENTES

El acoplamiento molecular se realiza a partir de 2 etapas: a) docking o proceso de
busqueda de la conformacién y orientacion de las moléculas y b) scoring, que con-
siste en asignar un valor o puntaje que mida la interaccion entre las 2 estructuras.
En la actualidad el acoplamiento molecular es muy ttil para proponer modelos de
unioén, pero no son tan confiables para calcular con precision la energia de interac-
cion, esto es debido a la gran cantidad de aproximaciones que se hacen para calcular
la energia de interaccién de forma rdpida. La dindmica molecular permite revaluar
las interacciones predichas durante el docking para el complejo ligando-receptor en
un medio mds parecido al de la célula
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11.OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Optimizar la obtencién de extractos de compuestos fendlicos de cascaras de man-
go manila (Mangifera indica L.) mediante la lixiviacién asistida con ultrasonido de

alta intensidad, y determinar su aplicacién como posible bioherbicida.

2.2. Objetivos especificos

1. Optimizar el proceso de extracciéon de compuestos fenélicos totales (CFT) de
las cdscaras de mango manila (Mangifera indica L.) con y sin aplicacion de

ultrasonido de alta intensidad.

2. Identificar y cuantificar los compuestos fendlicos presentes en los extractos y

relacionarlos con el poder bioherbicida y su actividad antioxidante.

3. Aplicar el extracto de cdscara de mango como inhibidor del proceso de germi-

nacién de semillas de malezas.

4. Identificar el posible mecanismo de accién de los compuestos fendlicos pre-
sentes en las cdscaras de mango para la inhibicién de la enzima acetohidroxié-
cido sintasa (AHAS).

2.3. Hipétesis

Los compuestos fenélicos presentes en las cdscaras de mango manila obtenidos
mediante la lixiviacién asistida y no asistida por ultrasonido inhiben la germinacién

de semillas de malezas.
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11I.METODOLOGIA

3.1. Plan de trabajo

Con el propésito de evitar el uso de herbicidas obtenidos a partir de fuentes sin-
téticas y quimicas, para la eliminacién de malezas en la produccién de productos
agricolas, es necesario buscar alternativas a partir de fuentes naturales para su apro-
vechamiento como potenciales bioherbicidas. Para ello se busca evaluar el efecto de
la actividad bioherbicida de extractos obtenidos de cascara de mango, a partir de la
optimizacién de lixiviacién convencional por solvente y asistida por ultrasonido de
alta intensidad. Por tanto, en funcién de los objetivos planteados, se determino un
plan de trabajo (Figura 3.1), el cual consta de una etapa preliminar y tres etapas de
operacion.

En la etapa preliminar se realiz6 la preparacién y estandarizacion de la materia
prima, minimizando los cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas y fisiol6gi-
cas de la cdscara de mango. En la primer etapa se llevé a cabo la optimizacion del
proceso de extraccion con y sin aplicaciéon de ultrasonido de alta intensidad a tra-
vés de un disefio factorial 3% utilizando como medio de extraccion agua y etanol.
En esta etapa se evalu6 el rendimiento de extraccién de los compuestos fendlicos
y su actividad antioxidante. La segunda etapa consisti6 en la identificacion de los
compuestos fendlicos en cascara de mango por medio de la técnica de Cromatogra-
tia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) a partir de los extractos 6ptimos, utilizando
los estandares de 4cido gélico y quercetina. En la dltima etapa se evalud el poder
bioherbicida de los extractos de mango sobre la germinacion y/o crecimiento de
semillas de pasto, por lo tanto, para la identificacién del posible mecanismo de ac-
cién de los compuestos fendlicos (dcido galico y quercetina) presentes en el extracto
sobre la inhibicién de la enzima acetohidroxidcido sintasa (AHAS) fue necesario
realizar el acoplamiento molecular (Docking) de cada una de las estructuras por
medio del software “AutoDock Vina”. Asimismo, se realizaron pruebas in vitro de
las semillas de pasto; para ello, se utilizé6 como medio de control la mezcla del agar
bacteriol6gico con el agar Murashige Skoog.. Los resultados obtenidos en la prueba

se determinaron a partir del porcentaje de germinacion.
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III. METODOLOGIA

3.2. Reactivos

Para el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron los siguiente reactivos:
Agua desionizada (Marca Reyma), etanol (Reyma), (+)6 hidroxi 2, 5, 7, 8 tetrametil-
cromano - 2 carboxilico “TROLOX” (Sigma), carbonato de sodio (Meyer), Folin Cio-
calteu 2M (Sigma Aldrich), 4cido 2, 2 azino - bis (3 etilbenzotiazolina - 6 - sulfénico)
“ABTS” (Sigma Aldrich), persulfato de potasio (Meyer), agua grado HPLC (Merck),
acido fosférico grado HPLC (JT Baker), dcido acético grado HPLC (JT Baker), me-
tanol grado HPLC (Merck), acetonitrilo grado HPLC (JT Baker), agar bacteriol6gico
(MCDLab), agar Murashige Skoog (PhytoTechLabs), 6 - Bencilaminopurina “BAP”
(PhytoTechLabs), hipoclorito de sodio (Cloralex), semillas de pasto (Hortiflor).

3.3. Preparaciéon de la materia prima

Se realiz6 la compra del mango (Mangifera indica L.) en un mercado local (Puebla
Meéxico) y se selecciond los frutos con piel de color amarillo uniforme, sin presencia
de manchas ni protuberancias. La fruta seleccionada, se lavé y posteriormente se le
retir la cdscara. Las cascaras fueron deshidratadas a peso constante (60+1°C), una
vez seca la muestra fue molida y tamizada a un tamafio de particula de 500 um.

Para lograr una estandarizacion en las condiciones 6ptimas de la cdscara de man-
go, minimizando asi el efecto en los cambios fisicos, quimicos y fisiolégicos de la
materia prima, se realizaron diferentes andlisis, entre los que destacan; la acidez ti-
tulable (% de acido citrico), sélidos solubles totales (SST) e indice de madurez (IM).

Los siguientes anélisis se describen de la siguiente manera:

3.3.1. Determinacion de acidez

El procedimiento se realizé de acuerdo al método oficial AOAC 942.15 (Lee et al.,
2005), para lo cual se utiliz6 1 g de muestra diluida en 10 ml de agua destilada, a
la cual se afiadieron 4 gotas de fenolftaleina. La mezcla se titulé con hidréxido de
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III. METODOLOGIA

sodio 0.1 N hasta el viraje de la fenolftaleina. El porcentaje de acidez se determiné

de acuerdo a la Ecuacién 3.1.

(VNaon) (VNaon) (MAC)

% Acidez =
%o Acidez v

(3.1)

3.3.2. Sdlidos totales disueltos

Se determino de acuerdo a la NMX-F-103-NORMEX-2009. Se utilizo un refracté-
metro digital (PAL-1 Atago,China).

3.3.3. indice de madurez

El indice de madurez de la cdscara de mango se determino mediante la ecuacién3.2

SST
IM = ACIDEZ (3.2)

3.4. Procesos de extraccion

3.4.1. Método de extraccion convencional por agitacion (ECV)

Para la ECV se colocaron 2 g de muestra de cascara de mango seca en un matraz
erlenmeyer, posteriormente se le afiadié 40 ml de disolvente (agua o etanol). La
muestra se mantuvo a una temperatura constante (20, 40 y 60°C), bajo agitaciéon a
1000 rpm durante 10, 20 y 30 minutos. El vaso de precipitado se mantuvo protegido
contra la luz con el fin de evitar la degradaciéon de los compuestos fenodlicos. El
extracto obtenido se centrifugo a 3500 rpm durante 30 minutos. Todas las muestras
se realizaron por triplicado. Las muestras fueron almacenadas a 4°C en oscuridad

hasta su analisis.

3.4.2. Meétodo de extraccion asistido con ultrasonido de alta
intensidad (EAU)

Para la EAU se colocaron 2 g de muestra seca en un matraz erlenmeyer, poste-

riormente se afiadi6é 40 ml de disolvente (agua o etanol). Se utilizo un sistema de
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III. METODOLOGIA

bafio ultrasénico (Cole-Parmer 8893, 40 kHz, 300 W) y los experimentos se realiza-
ron a la maxima potencia (100 %, 300 W, 40 kHz). El extracto obtenido se centrifugo
a 3500 rpm durante 30 minutos. Todas las muestras se realizaron por triplicado. Las

muestras fueron almacenadas a 4°C en oscuridad hasta su anélisis.

3.5. Cuantificaciéon del contenido de compuestos
fendlicos totales (CFT) y su actividad
antioxidante (AA)

3.5.1. CFT

La cuantificacion se realizo por el método colorimétrico Folin—Ciocalteu descrito
por Sekhon-Loodu et al. (2013); Soong & Barlow (2004). En un tubo de ensayo se
mezclaron en el siguiente orden 100 uL de extracto, 2 mL de agua desionizada y 200
uL de reactivo Folin—Ciocalteu 2M. Luego éstos se dejaron en agitacion a tempera-
tura ambiente durante 3 min. Enseguida se afiadi6 a la mezcla 1 mL de carbonato
de sodio al 20 %; se agit6 la mezcla y se dejo reposar durante una hora en la oscuri-
dad. La absorbancia se midi6 en un espectrofotémetro a 765 nm. La cuantificacién
se realiz6 utilizando una curva de concentracién de dcido gélico y los resultados
finales se expresaron como mg GAE/100 g de muestra seca. Los extractos fueron
evaluados por triplicado.

3.5.2. Método ABTS

La actividad antioxidante se cuantifico mediante la técnica descrita por Villa-
Rodriguez et al. (2011) y Butkhup et al. (2013). Para ello, en primer lugar, se diluyo
el ABTS en agua a una concentraciéon de 7 mM. Posteriormente, se formo el radi-
cal ABTS* preparando una disolucién 2.45 mM de persulfato potésico (el persulfato
potésico se diluyo en el ABTS 7 mM) dejandose en incubacién durante 18 horas a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Una vez que se forma el radical ABTS, éste
se diluy6 en etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0.700+0.100 a 734 nm
(aproximadamente 350 uL en 25 ml de etanol). En seguida se realizaron las lecturas

de las muestras, para lo cual se tomaron 100 uL de extracto y se le agregaron 900 uL
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de ABTS midiéndose la absorbancia a 734 nm. La cuantificacién se realizo utilizan-
do una curva de concentraciéon de TROLOX. Los resultados fueron expresados en
mg TROLOX/100 g de muestra seca.

3.6. Diseno experimental

Par optimizar el proceso de extraccion asistido con ultrasonido de alta intensi-
dad (0 y 100 % de potencia ultrasénica), se evalué la interaccién entre las variables
tiempo (x1) y temperatura (x) sobre las variables respuesta, Compuestos Fendlicos
Totales (CFT) y Actividad Antioxidante (AA) (y), como se indica en la Tabla 3.1.

Se utiliz6 un disefio experimental factorial 32 (dos factores y tres niveles) y se
ajusté con un modelo de regresion cuadrético (Ecuacion 3.3 ). Este disefio se aplic

para cada uno de los disolventes empleados (etanol y agua).

y = Bo + Bix1 + Baxz + Brox1x2 + 11X + Poo) (3.3)

Tabla 3.1. Factores y niveles del disefio experimental

Variables independientes Niveles codificados

-1 0 1
Tiempo (min) (x1) 10 20 30
Temperatura (°C) (x2) 20 40 60

Se utilizé un andlisis de la varianza (ANOVA) y el valor ¢ para determinar los

coeficientes de regresion (j3).

3.7. Identificacion de compuestos por Cromatografia
Capilar de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC)

El analisis por HPLC se realizé con base en la metodologia descrita por Rojas-
Garbanzo et al. (2019). Se utiliz6 una columna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um). La
fase movil consistié para el caso de la quercetina en metanol (A) y 0.3 % de acido
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fosférico en agua (B) en relacién isocratica 95% A; 5% B, fijando la longitud de
onda a 370 nm. Para el caso del 4cido gélico se utiliz6 acetonitrilo (A) y 0.1 % de
acido acético en agua (B) en relacién isocrdtica 90 % A; 10 % B, fijando la longitud

de onda a 280 nm. Para ambos casos, se programo un flujo de elucién de 1 mL/min.

3.8. Evaluacién del poder bioherbicida

3.8.1. Preparacion del Medio Control para Cultivo In Vitro

Para la preparaciéon de 100 mL del medio se pesaron en el siguiente orden 0.3
gramos de sacarosa y se mezclaron en 97.14 mL de agua, después se afiadieron 2 g
de agar bacteriologico, posteriormente se afiadi6 0.44 g de agar Murashige Skoog
(Phytotechnology M404) y se mezclaron uniformemente. Finalmente se agregaron
100 pl de 6 - Benzilaminopurina (BAP) como regulador de crecimiento. Se ajusto el
pH entre 5 y 6 con la adicién de 4cido citrico al 30 % (Maximo 3 gotas). El medio
se vertio en frascos y se esterilizaron durante 15 a 20 minutos. Para medir el efecto
inhibitorio de los extractos obtenidos, fue necesario anadir 10 mL de extracto a las
distintas concentraciones optimizadas durante el proceso de extraccion asistido y

no asistido por ultrasonido.

3.8.2. Lavado y Cultivo de Semiillas

Dentro de una campana de Flujo Laminar, se colocaron de 10 a 30 semillas de
pasto (Hortaflor) sobre una manta de cielo con el fin de envolverlas, para posterior-
mente sumergirlas en agua destilada durante 10 minutos, luego se realiz6 un enjua-
gue con alcohol etilico al 1% durante 1 minuto, al terminar se realiz6é un enjuague
con agua estéril durante 3 minutos, después se realiz6 un enjuague con una solu-
cion de hipoclorito de sodio al 20 % durante 10 minutos realizando agitacién cada 2
minutos, posteriormente se realizaron tres enjuagues con agua estéril durante 5, 10
y 15 minutos respectivamente, realizando agitacion cada 2 minutos. Para finalizar,
se sacaron del agua las semillas y se retiraron de la manta de cielo para colocarlas en
cajas Petri con la ayuda de unas pinzas estériles; cada caja tenia un promedio entre
5y 10 semillas. El porcentaje de germinacién de semillas fue calculado de acuerdo

a la Ecuacion 3.4, contando el niimero de semillas germinadas respecto al total de
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semillas sembradas en cada placa.

Total semillas germinadas

Total semillas sembradas x100 (34)

% germinacion =

3.8.3. Acoplamiento molecular

Para la identificacién del posible mecanismo de accién del dcido gélico y la quer-
cetina (compuestos fendlicos presentes en la muestra) sobre la inhibicién de la ace-
tohidroxiacido sintetasa (AHAS) se utiliz6 la estructura cristalina de la enzima (19TC)
extraida de https:/ /www.rcsb.org/search y la del acido galico y quercetina (obteni-
das de https:/ /pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Las estructuras se procesaron usando
el médulo DockPrep de UCSF Chimera 1.14. Posteriormente, se ejecut6 el Docking
con el software AutodockVina con un tamafio de caja de 40 X 50 X 47 A en las coor-
denadas -10.00, 109.30, 70.00.

3.9. Analisis estadistico

Con base al disefio experimental, se realiz6 el andlisis de regresién y el médelo de
superficie de respuesta mediante el uso del Software Statgraphics. Los resultados
fueron expresados como el promedio+desviaciéon estdndar de los datos obtenidos
experimentalmente por triplicado. De la misma manera se realiz6 el andlisis de va-
rianza (ANOVA) para determinar los coeficientes de regresion () lineal, cuadréatica

y sus interacciones.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion fisico-quimica de la cdscara de mango manila en estado fresco
se presenta en la Tabla4.1 , junto con los valores reportados en la literatura. Los

andlisis se realizaron por triplicado, siguiendo procedimientos estandarizados.

Tabla 4.1. Caracterizacion fisico-quimica de la matriz externa del mango Manila en
estado fresco

. Referencia
Propiedad Valor ME ‘ Vi
pH 4.2+0.2 4.67+0.02** | 4.66+0.02**
Sélidos solubles totales (SST) 5.0+0.4 °Brix 10.07* 21.87*
Acidez titulable (AT) 0.40+0.02 % (ac.citrico) 1.55% 0.16%
Indice de madurez (IM) 12.4+1.41 8.07% 20.49*

ME. Madurez fisiolégica M. Madurez consumo
(Ribeiro et al., 2015)* (Rivas-Robles ef al., 2020)**

En los valores de referencia de acidez titulable (AT), pH y sélidos solubles totales
(SST), se observa que, a medida que avanza el proceso de maduracion, la acidez
del mango disminuye, lo que conlleva un incremento en el pH, asi como un au-
mento en el contenido de SST. Al comparar las cdscaras de mango analizadas, se
encontré que sus valores son muy similares a los reportados por Ribeiro et al. (2015)
y Rivas-Robles et al. (2020). Con base en estos resultados, se concluye que el lote
de mango Manila evaluado se encontraba en estado de madurez para consumo, ya
que la mayoria de los pardmetros fisico-quimicos medidos coinciden con los valo-
res caracteristicos de esta etapa. El estado de madurez de los frutos constituye un
factor determinante en la concentracién y composicién de compuestos bioactivos
presentes en su matriz. Durante el proceso de maduracion, se desencadenan diver-
sas reacciones bioquimicas que modifican significativamente el perfil fitoquimico
del fruto. Entre dichas transformaciones se encuentra la biosintesis de carotenoi-
des, compuestos fendlicos, compuestos volatiles y otros metabolitos secundarios,

los cuales desempefian un papel fundamental en las propiedades funcionales y sen-
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soriales del alimento(Dantas et al., 2013). Estas modificaciones, propias del proceso
madurativo, inciden directamente en la capacidad antioxidante del fruto, la cual
tiende a incrementarse conforme avanza el grado de madurez. Esta relacién se ha
atribuido principalmente al aumento en la concentracién de antioxidantes natura-
les como polifenoles y vitamina C, asi como a la generacién de nuevas moléculas
bioactivas derivadas de rutas metabdlicas especificas activadas durante esta etapa
(Batista et al., 2018).

4.2. Optimizacion del proceso de extraccion con y sin

ultrasonido

4.2.1. Extraccion de CFT con agua y etanol

Con base en las muestras obtenidas mediante la realizacién del método colori-
métrico Folin Ciocalteu, la Tabla 4.2 muestra los resultados del CFT de extractos de
cascara de mango obtenidos con y sin aplicacién de ultrasonido. Los extractos obte-
nidos de agua con mayor CFT fueron de 3504.07+66.88 mg GAE/100g de muestra
seca para la ECV y de 4411.05+9.96 mg GAE/100 g de muestra seca, para el caso de
la EAU.

Se puede observar que la cantidad de CFT presente en la EAU es aproximada-
mente un 25 % mayor que la presentada en la ECV. Esto es esto se debe a que la
EAU es una técnica que facilita la extraccion de los compuestos de interés. Kobus
et al. (2022) reportaron que la eficiencia de la EAU aumenta, dependiendo de la
sustancia bioactiva, cuando se aumenta la intensidad del ultrasonido, lo que pro-
voca una mayor desintegracion del tejido vegetal y una mejor penetracién de los
disolventes, relacionada con un rapido colapso de las burbujas de cavitacién . Por
otro lado Martinez-Ramos et al. (2020) explican que la intensificacion de la lixivia-
cién puede deberse al colapso de estds burbujas de gas en el solvente liquido. Esta
ruptura ocurre por efecto de colisiones interparticulas y las ondas generadas por la
cavitacion, lo que ocasiona una reduccién en el tamafio de particula y un aumento
en al drea superficial. Asimismo, esta eficiencia se ve influenciada por la frecuencia,
la relacién sélido-liquido, el tipo, la concentracién del disolvente, su pH y el ciclo
de trabajo (Continuo o pulsado).
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Por otro lado los extractos de etanol obtenidos con mayor CFT de 3761.58+170.11
mg GAE/100 g muestra seca, para la ECV y de 4027.21+158.01 mg GAE/100 g
muestra seca para la EAU. Con ello se observa que la cantidad de CFT en la EAU es
aproximadamente un 7 % mayor que la presentada en la ECV. En términos genera-
les, se pudo observar que ambos disolventes extraen una cantidad similar de com-
puestos fendlicos. Resultados similares fueron reportados por Mokrani & Madani
(2016) quienes obtuvieron extractos de durazno con un CFT de 182 mg GAE/100
g m.s para agua y 178 mg GAE/100 g m.s en etanol acuoso al 60 %. De manera
semejante, estudios reportados por Quintana-Obregon et al. (2019) obtuvieron ex-
tractos de mango ataulfo con un CFT de 7578+10.09 mg GAE/ 100 g m.s emplean-
do etanol acuoso al 80 %. Sin embargo, algunos autores han reportado resultados
contrarios. Por ejemplo, Do et al. (2014) encontraron que en extractos de limnophila
aromatica se obtiene una mayor cantidad de compuestos fendlicos utilizando etanol
como solvente para la extracciéon de compuestos fitoquimicos, alcanzando valores
de 40.50+0.88 mg GAE/100 g m.s, en comparacion con 6.25 mg GAE/100g m.s.

Por ultimo, se observo que para la extracciones de agua y etanol a una tempe-
ratura de 60°C (experimentos 7, 8 y 9) ya no existe un aumento en el CFT, para
ambos solventes, lo anterior es debido a que una alta temperatura de operacion,
puede provocar la degradacién de los compuestos fendlicos. Estudios realizados
por Ortiz et al. 2023 quienes obtuvieron extractos acuosos y de etanol de hojas de
fresa, observaron que a una temperatura mayor a los 50°C comenzaba a disminuir
el CFT reduciendo de 26.04 + 0.11 mg GAE/g m.s a 22.06 + 0.24 mg GAE/ g m.s
en agua (70°C), asimismo disminuye de 27.78 + 0.18 mg GAE/g m.s a 26.63 + 0.14
mg GAE/ g m.s en etanol (70°C). Otros estudios, como los realizados por Rasheed
et al. 2012muestra que para extracciéon de CFT en pifia, para temperaturas mayores
de la 6ptima de 35°C disminuye la cantidad de CFT obtenida teniendo como resul-
tado una disminucién 117.7 mg GAE/ 100g m.s a 98.22 mg GAE/100g m.s para una
temperatura de 40°C.

En el caso del ultrasonido estudios reportados por Alara et al. 2021 indica que el
rendimiento de extraccién se puede ver afectado debido al aumento en el tiempo de
aplicacién del US, lo cual es debido al efecto de sonolisis que el US provoca, cuando
la cavitaciéon ocurre en una extensa superficie del solido, el colapso de la burbuja
no se da de forma esférica, lo que ocasiona que se generan la expulsién de grande
chorros de liquido hacia la superficie. Los chorros expulsados asi como las ondas
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que genera puede facilitar el dafio en la superficie, como ocasionar el calentamiento
del medio. Este colapso provoca cambios en la morfologia, composicién y reactivi-
dad de la superficie, asi como la generacién de compuestos no deseados y radicales
libres, provocando una disminucién de la calidad de los compuestos fenélicos ex-
traidos.

También se puede concluir que estudios realizados por Serna Cock & Torres Le6n
(2015) indican un valor de 3587. 71+100.46 mg GAE/100 g m.s para la variedad
Tommy Atkins y 4671. 02+162.74 mg GAE/100 g m.s para la variedad Keitt, resul-

tando similar a los CFT presentados en este trabajo.

42



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4.2. CFT obtenidos a partir de extraccién con y sin ultrasonido

No. Factores Potencia Ultrasonica (%) Agua Etanol
X] X CFT* CFT*
L1 4 0 2950.94+£68.002  1708.58+14.25%

100 4411.05:9.96°  3648.77+41.97P
5 o0 4 0 3178.01£5.302  1698.14+134.752
100 3829.42+73.08P  4027.21+158.01P
3 1 1 0 3468.54+44.86%  1718.37+23.852
100 3512.73+69.952  3622.85+78.11P
4 1 0 0 2945.95:49.16°  3761.58+170.11P
100 2504.75+12.54%  3398.67+20.452
5 0 o 0 2885.42+19.612  3555.22+140.732
100 2980.44+44.29%  3414.30+50.002
6 1 o 0 3504.07+66.88P  3747.9+181.27P
100 3273.44+74.212  3422.26+34.402
2 0 3051.52+32.518  3724.36+140.574
100 3048.69+33.952  3895.76+54.302
s 0 1 0 3182.34+47.17%  3605.13+181.142
100 3182.17+46.35%  3891.97+44.902
o 1 1 0 3361.96+£53.30%  3692.65+129.812
100 3359.46+£59.778  3821.85+93.382

Valores expresados como media + mds desviacion estandar

x1 Tiempo
X2 Temperatura

*mg GAE/100g m.s

4.2.2. Evaluacion de la Actividad Antioxidante

Se determino la Actividad Antioxidante (AA) a partir de pruebas realizadas con
los extractos 6ptimos usando la técnica ABTS. La Tabla 4.3 muestra los resultados
obtenidos de la AA a partir de la optimizacién del proceso de ECV y EAU, el va-
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lor mas alto fue la ECV para agua de 114.03+1.62 mg TROLOX/100 g de muestra
seca (30min, 60°C), mientras que para el caso de la EAU el valor mds alto fue de
116.36+1.05 mg TROLOX/100 g de muestra seca (30min, 20°C). La AA presente en
los extractos de agua fue solo 2% mayor en la EAU en comparacién a la presente
en las pruebas realizadas con los extractos obtenidos a partir de ECV. En el caso
del anélisis de los extractos obtenidos usando etanol los resultados con mayor va-
lor fueron de 120.27+0.31 mg TROLOX/100 g de muestra seca para la ECV (30min,
20°C) y de 119.94+0.16 mg TROLOX/100 g de muestra seca para la EAU (10min,
60°C).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo ABTS, se puede considerar
que el uso del etanol presenta una mayor cantidad de AA que con el uso de agua
como solvente. Se puede observar para etanol a una temperatura de 40°C no se pre-
sentan cambios en la AA (Exp 4, 5y 6), para el caso del agua a la misma temperatura
tampoco se presentaron diferencias significativas en la AA (Exp 5y 6). Estudios rea-
lizados por Fernandez-Palmar et al. (2016) indica que la AA para pulpa de mango de
la variedad Tommy Atkins fue de 0.18 mM TROLOX/g (450.52 mg TROLOX/100g
muestra seca), como se puede observar esta variedad de mango presenta una AA
mayor a la reportada en este caso de estudio.

Finalmente se puede determinar que el uso de etanol es més eficiente en la AA
de compuestos fendlicos de cdscara de mango, esto es debido a la polaridad del di-
solvente, ocasionando que el radical ABTS se vea afectado por la concentracién de
etanol. Resultados reportados por Castafieda-Valbuena et al. 2021 indican un ran-
go de valores para cdscara de mango (variedad Haden) de 239.13 mg TROLOX/g
a 1155.83mg TROLOX/g muestra seca, por lo tanto se puede considerar que los

resultados obtenidos son significativos para el ensayo realizado.
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Tabla 4.3. AA obtenidos a partir de extraccién con y sin ultrasonido

No. Factores Potencia Ultrasénica (%) Agua Etanol
X1 X5 AA-ABTS+  AA-ABTS+
L4 4 0 105.47+0.582  120.27+0.31P
100 111.8121.06®  117.06+0.172

s o 0 1124120462 119.820.36P
100 115.50+1.06°  118.17x0.312

s 1 0 111.64+1.612  119.64+0.172
100 116.36+1.05°  119.12+0.53P

s 4 0 0 107.590.06°  118.95£0.10°
100 98.38+2.30%  119.31+0.442

. 0 110.88+0.74%  118.96+0.274
100 109.97+1.172  119.06+0.552

e 1 o 0 111.84:0.912  119.46+0.292
100 113.25+1.152  119.72+0.242

;4 0 109.940.96°  118.960.182
100 96.02+2.132  119.940.16P

s o0 1 0 110.86+0.24P  118.85:0.222
100 102.89+0.922  119.49:0.31P

o 1 1 0 114.03:1.62P  119.4120.09P
100 110.06+1.322  118.85£0.332

Valores expresados como media + mds desviacion estandar

x1 Tiempo

X2 Temperatura
+mg TROLOX/100g m.s
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4.2.3. Superficie de respuesta de etanol con y sin ultrasonido
4.2.3.1. Compuestos fenélicos convencional y con ultrasonido para etanol

La Figura 4.1 muestra el efecto del tiempo y temperatura sobre el CFT de los
extractos de cdscara de mango obtenidos con y sin aplicaciéon del ultrasonido utili-
zando como disolvente etanol. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo
de regresion cuadrética ( Ecuaciéon 3.3), en el caso de los datos obtenidos de la ECV,
el modelo de regresion correspondiente a la Ecuacién 4.1, se puede observar que
el termino lineal (xp) correspondiente a la temperatura y los términos cuadréticos
de la ecuacién fueron significativos (p<0.05). Por consiguiente el modelo de regre-
sion cuadratica referente al TPC se ajusto de una manera adecuada con respecto
a los datos experimentales como se muestra en la Figura 4.1A teniendo un ajuste
de 0.981, mostrando un coeficiente de determinacién R? de 0.984, lo que indica que
existe un 98.4 % de influencia de las variables sobre la capacidad de obtencién de
los compuestos fenélicos de interés.

Para los resultados obtenidos de la EAU, el modelo de regresién correspondiente
a la Ecuacion 4.2, se puede observar que el termino lineal (x;) y los términos cua-
dréticos fueron significativos (p<0.05). Por lo que respecta al modelo de regresion
referente al TPC se ajusto de manera adecuada con respecto a los datos experimen-
tales como se muestra en la Figura 4.1B teniendo un ajuste de 0.750 , mostrando
un coeficiente de determinacién R? de 0.800, lo que indica que existe un 80 % de
influencia de las variables sobre la capacidad de obtencién de los compuestos fené-
licos de interés.

Los mayores valores reportados en la parte experimental para la ECV fueron de
3761.58+170.11 mg GAE/100g m.s a un tiempo de 10 minutos y 40°C (Exp 4) y
4027.21+£158.01 mg GAE/100g m.s. a un tiempo de 20 minutos y 20 °C (Exp 2) para
EAU. De acuerdo al modelo de regresiéon cuadrética, las variables 6ptimas para
lograr el méximo rendimiento en la extracciéon del contenido fendlico (3965.77 mg
GAE/100 g m.s), se determino en una temperatura de 50°C y 10 minutos para el
caso de la ECV y de 60°C y 20 minutos para la EAU (3965.056 mg GAE/100 g m.s).
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Figura 4.1. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadréatica
y su ajuste que muestran el efecto del tiempo y temperatura sobre el
CFT de los extractos de etanol de cdscara de mango mediante extraccion
convencional (A y B) y asistida con ultrasonido. (C y D)

Modelos de regresion cuadratica (x;: tiempo; xp: temperatura)
CFT (Convencional)

yerr = 3617.513 + 928.843x, + 106.076x7 — 997.025x3 (4.1)
CFT (Ultrasonido)
Yerr = 3506.947 + 51.789x, — 142.800x7 + 406.321x3 (4.2)

4.2.3.2. Actividad antioxidante convencional y con ultrasonido

La Figura 4.2 muestra el efecto del tiempo y la temperatura de los extractos ob-

tenidos con y sin aplicacién de ultrasonido utilizando como disolvente etanol, los
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datos experimentales se ajustaron de acuerdo al modelo de regresion cuadratica
(Ecuacién 3.3), en el caso de los datos obtenidos de ECV, el modelo de regresion
correspondiente a la Ecuacion 4.3, se puede observar que el termino lineal (x) co-
rresponde a la temperatura y los términos cuadraticos de la ecuacién fueron signi-
ficativos (p<0.05). Por consiguiente el modelo de regresioén cuadratica referente a la
AA se ajusto de una manera adecuada con respecto a los datos experimentales como
se muestra en la Figura 4.2 A teniendo un ajuste de 0.734, mostrando un coeficiente
de determinacién R? de 0.785, lo que indica que existe un 78.5 % de influencia de las
variables sobre la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos de interés.

Para los resultados obtenidos de la EAU, el modelo de regresiéon de la Ecuaciéon
4.4 mostr6 que la interaccién entre los términos lineales (x;) y (x2), tiempo y tem-
peratura respectivamente, asi como los términos cuadraticos fueron significativos
(p<0.05). Por lo que respecta al modelo de regresion referente a la AA se ajusto de
manera adecuada a los datos experimentales como se muestra en la Figura 4.2B te-
niendo un ajuste de 0.835 mostrando un coeficiente de determinacién R? de 0.867,
lo que indica que existe un 86.7 % de influencia de las variables sobre la actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos de interés.

Los mayores valores reportados en la parte experimental para la ECV fueron
de 120.27+0.31 mg TROLOX/100g m.s a un tiempo de 10 min y 20°C (Exp 1) y
119.94+0.16 mg TROLOX/100 g m.s. a un tiempo de 10 min y 60 °C (Exp 7) para
EAU. De acuerdo al modelo de regresién cuadratica, las variables éptimas para lo-
grar el maximo rendimiento en la actividad antioxidante (120.256 mg TROLOX /100
g m.s), se determino en una temperatura de 20°C y 10 min para el caso dela ECV y
de 60°C y 10 min para la EAU (119.983 mg TROLOX/100 g m.s).

Modelos de regresion cuadratica (x;: tiempo; xp: temperatura)

AA - ABTS (Convencional)

Yaa = 118.964 — 0.416x; + 0.270x; x5 4 0.240x7 4 0.366x3 (4.3)
AA - ABTS (Ultrasonido)

Yaa = 119.299 + 0.228x; + 0.654x, — 0.787x1x, — 0.589x (4.4)
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Figura 4.2. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresiéon cuadrética

y su ajuste que muestran el efecto del tiempo y temperatura sobre la
AA de los extractos de etanol de cdscara de mango mediante extracciéon

convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y D).
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4.2.4. Superficie de respuesta de agua con y sin ultrasonido
4.2.4.1. Compuestos fendlicos convencional y con ultrasonido

La Figura 4.3 muestra el efecto del tiempo y temperatura sobre el CFT de los
extractos de cdscara de mango obtenidos con y sin aplicaciéon del ultrasonido utili-
zando como disolvente agua. Los datos experimentales se ajustaron a un modelo de
regresion cuadrética (Ecuacion 3.3), en el caso de los datos obtenidos de la ECV, en
el modelo de regresiéon de la Ecuacion 4.5, se puede observar que el termino lineal
(x2) de temperatura y los términos cuadréticos de la ecuacién fueron significativos
(p<0.05). Por consiguiente el modelo de regresion cuadratica referente al TPC se
ajusto de una manera adecuada con respecto a los datos experimentales como se
muestra en la Figura 4.3A teniendo un ajuste de 0.822, mostrando un coeficiente de
determinacion R? de 0.856, lo que indica que existe un 85.6 % de influencia de las
variables sobre la capacidad de obtencién de los compuestos fendlicos de interés.

Para los resultados obtenidos de la EAU, el modelo de regresion correspondiente
a la Ecuacién 4.6, se puede observar que el termino lineal (x;) y los términos cua-
dréticos fueron significativos (p<0.05). Por lo que respecta al modelo de regresion
referente al TPC se ajusto de manera adecuada con respecto los datos experimen-
tales como se muestra en la Figura 4.3B teniendo un ajuste de 0.782 , mostrando
un coeficiente de determinacién R? de 0.824, lo que indica que existe un 82.4% de
influencia de las variables sobre la capacidad de obtencién de los compuestos feno-
licos de interés.

Los mayores valores reportados en la parte experimental para la ECV fueron de
3504.07+66.88 mg GAE/100g m.s a un tiempo de 30 min y 40°C (Exp 6) y 4411.05+9.96
mg GAE/100g m.s. a un tiempo de 10 min y 20 °C (Exp 1) para EAU. De acuerdo
al modelo de regresién cuadratica, las variables 6ptimas para lograr el maximo ren-
dimiento en la extraccién del contenido fendlico (3470.26 mg GAE/100 g m.s), se
determino en una temperatura de 20°C y 30 minutos para el caso de la ECV y de
20°C y 10 min para la EAU (4196.82 mg GAE /100 g m.s).
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Figura 4.3. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresiéon cuadrética
y su ajuste que muestran el efecto del tiempo y temperatura sobre el
CFT de los extractos de agua de cdscara de mango mediante extraccion

convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y D).

Modelos de regresion cuadratica (x;: tiempo; xp: temperatura)
CFT (Convencional)

yerr = 3024.094 + 231.028x1 — 51.792x1x + 131.574x% + 87.239x3
CFT (Ultrasonido)

yerr = 2905.536 — 360.481x, + 320.273x1 x5 + 637.711x3
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4.2.4.2. Actividad antioxidante convencional y con ultrasonido

La Figura 4.4 muestra el efecto del tiempo y la temperatura representa el efecto
del tiempo y temperatura de los extractos obtenidos con y sin aplicacién de ultra-
sonido utilizando como disolvente agua. Los datos experimentales se ajustaron de
acuerdo al modelo de regresiéon cuadratica (Ecuacion 3.3), en el caso de los datos
obtenidos de ECV, en el modelo de regresion de la Ecuacion 4.7, se puede obser-
var que los términos lineales (x1) y (xp) correspondiente al tiempo y la temperatura
fueron significativos (p<0.05). Por consiguiente el modelo de regresiéon cuadratica
referente a la AA se ajusto de una manera adecuada con respecto a los datos experi-
mentales como se muestra en la Figura 4.4 A teniendo un ajuste de 0.725, mostrando
un coeficiente de determinacién R? de 0.778, lo que indica que existe un 77.8 % de
influencia de las variables sobre la actividad antioxidante de los compuestos fenoli-
cos de interés.

Para los resultados obtenidos de la EAU, en el modelo de regresion de la Ecuaciéon
4.8 se puede observar que la interaccién entre el termino lineal (x;) correspondiente
al tiempo y el primer término cuadratico fueron significativos (p<0.05). Por lo que
respecta al modelo de regresion referente a la AA se ajusto de manera adecuada
con respecto los datos experimentales como se muestra en la Figura 4.4B teniendo
un ajuste de 0.9918 mostrando un coeficiente de determinacién R? de 0.934, lo que
indica que existe un 93.4 % de influencia de las variables sobre la actividad antioxi-
dante de los compuestos fenodlicos de interés.

Los mayores valores reportados en la parte experimental para la ECV fueron
de 114.03+1.621 mg TROLOX/100g m.s a un tiempo de 30 min y 60°C (Exp 9) y
119.94+0.16 mg TROLOX/100g m.s. a un tiempo de 10 min y 60 °C (Exp 7) para
EAU. De acuerdo al modelo de regresién cuadratica, las variables 6ptimas para lo-
grar el maximo rendimiento en la actividad antioxidante (113.185 mg TROLOX /100
g m.s), se determino en una temperatura de 60°C y 27.7 min para el caso de la ECV
y de 20°C y 28.8 min para la EAU (117.181 mg TROLOX/100 g m.s).
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Figura 4.4. Gréficos de superficie de respuesta del modelo de regresién cuadrética
y su ajuste que muestran el efecto del tiempo y temperatura sobre la
AA de los extractos de agua de cdscara de mango mediante extracciéon
convencional (A y B) y asistida con ultrasonido (C y D).

Modelos de regresiéon cuadratica (x1: tiempo; xp: temperatura)
AA - ABTS (Convencional)

Yaa = 110.938 + 2.364x; + 0.828x, — 1.248x3 4.7)
AA - ABTS(Ultrasonido)

Yaa = 108.404 + 5.575x1 — 5.783x, + 1.804x7 (4.8)
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4.3. Caracterizacion del extracto e identificacion de

compuesto fendlicos presentes

A partir de los extractos obtenidos para cada una de las técnicas empleadas, asi
como para cada uno de los disolventes utilizados, los extractos que presentaron un
mayor CFT y AA caracterizados mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolu-
cion (HPLC) se muestran en la Tabla 4.4, presentdndose la nomenclatura, asi como
la cantidad de acido gélico y quercetina identificados mediante dicha técnica a par-

tir de los punto 6ptimos obtenidos de acuerdo al modelo de regresiéon cuadratica.
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Por medio de los extractos 6ptimos obtenidos se realiz6 la identificaciéon de 4cido
gélico en la cdscara de mango. Se registré un tiempo de retencién de 3.656+0.30
minutos el cual se muestra en la Figura 4.5. Para el caso del agua, los resultados
mas altos fueron de 3539.58+492.78 mg GAE/100g m.s a un tiempo de 27.7 min y
una temperatura de 60°C (ACV2) y de 4530.90+1341.56 mg/100 g m.s a un tiempo
de 28.8 min y 20 °C (AUS2).

Por otro lado para el caso de las extracciones con etanol los resultados més altos
fueron de 4550.53+468.14 mg /100 g m.s a 20 min y 20°C (ECV2) y de 3807.66+1385.70
mg GAE /100 g m.s a 10min y 60°C (EUS2). Se puede observar que la identificacién
de &cido gélico usando etanol como solvente de extraccién tiene un mayor rendi-
miento en la extraccién convencional (4550.53+468.14 mg/100 g m.s), mientras que
en la extraccion asistida por ultrasonido el etanol presenta un menor rendimiento
en comparacion con el agua.

Finalmente, con respecto al dcido gélico se observo que para ambas técnicas y
disolventes no se observaron diferencias significativas en el contenido de este com-
puesto fendlico. Los resultados obtenidos a partir de las condiciones 6ptimas de
extraccion son similares a las propuestas por Marcillo-Parra et al. (2021) que indica
resultados de 2931 mg GAE/ 100 g de muestra seca para la variedad Tommy Atkins

En el caso de la identificaciéon de Quercetina, la Figura 4.6 nos indica un tiempo
de retencion de 3.142+0.30 minutos. Para la extraccién convencional, el valor mas
alto para el caso del agua fue de 2262.87+354.76 mg QUERCETINA /100 g m.s con
tiempo de 30 min y 20°C (ACV1), asimismo el valor més alto obtenido parala EAU
fue de 3087.47+86.34 mg QUERCETINA/100g m.s, con un tiempo de 28.8 min y
20°C (AUS2).

Por otro lado, en el caso de las extracciones convencionales con etanol el mayor
valor obtenido fue de 3718.69+149.73 mg QUERCETINA /100 g m.s, con variables
6ptimas de 10 min y 20°C (ECV3). Se puede observar también que para la extraccion
con ultrasonido y etanol (EUS), el valor mas alto fue de 4214.12+35.92 mg QUER-
CETINA /100g m.s, con variables 6ptimas de 10 min y 60°C (EUS2). Se puede con-
siderar que la identificacién de quercetina para ambos solventes presenta un mayor
rendimiento en la EAU a comparacién con el método ECV. Por lo tanto, para la
Quercetina se encontré que se obtiene una mayor cantidad cuando el ultrasonido
tue aplicado (AUS2 y EUS2). De forma general el ultrasonido favorecié una mayor

cantidad de quercetina, asi mismo el etanol fue el disolvente que presento un 36 %
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de mejor eficacia en la extracciéon de quercetina a comparacién con el agua como
disolvente.

Finalmente podemos definir que utilizando etanol como solvente principal para
la identificacién de los CF presentes en las cdscaras de mango manila se obtiene un

mayor rendimiento comparado con la utilizacién de agua.
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4.4. Inhibicion de la germinacion de semillas de pasto

4.4.1. Cultivos In vitro

Para la identificacion del efecto inhibitorio de los extractos obtenidos de cascara
de mango por medio de la lixiviacién convencional y asistida por ultrasonido se
realizaron pruebas in vitro de semillas de pasto, asi mismo se utilizé un medio con-
trol (agar bacterioldgico - agar Murashige Skoog) para la realizacién de la prueba.
En la Figura 4.7 se muestra el porcentaje de germinacion de semillas de pasto de
los extractos de mango manila con respecto a nuestro medio control. Esta prueba se
realiz6 durante 21 dias, para lo cual se contaron las semillas geminadas y al termino
de la prueba se calculo el porcentaje de germinacién mediante la Ecuacién 3.4, indi-
cando que el extracto acuoso de las cdscaras de mango redujo alrededor del 40 % la
germinacién de semillas de pasto en comparacién con las muestras in vitro en don-
de no fue aplicado. Esto se debe a que los extractos obtenidos de cdscara de mango
presentan un efecto alelopatico en las semillas de pasto. Resultados similares repor-
tados por Elmetwally et al. (2022), quienes encontraron que los extractos acuosos de
hojas de mango inhibieron la germinacién de la Phalaris minor y Malva praviflora al-
rededor de un 90 % y 42 % respectivamente. Estudios reportados por Kato-Noguchi
& Kurniadie 2020, indican que los compuestos fenélicos entre los que se encuentran
la quercetina, el 4cido gélico, el 4cido clorogénico, 4cido benzoico, etc. presentan un
efecto alelopatico en el crecimiento de malezas, y los posibles mecanismos de ac-
cién de estas es por medio de su liberacion a través del riego, por medio de la lluvia
como un lixiviado foliar o a través de la descomposiciéon de los residuos vegetales
como lo son las cdscaras de mango. Finalmente con esto se puede definir que los
extractos obtenidos de cdscara de mango presentan un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de malezas.
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Figura 4.7. Germinacién de semillas de pasto en respuesta al efecto del extracto de
cdscaras de mango

4.4.2. Acoplamiento Molecular (Docking molecular)

Se estudio la enzima AHAS ya que es precursora para el desarrollo vegetal

El presente trabajo evalu6 la afinidad de unién de la enzima acetohidroxidcido
sintasa (AHAS) con respecto a los compuestos fendlicos identificados mediante la
técnica cromatografica HPLC, para el caso de estudio se identificaron quercetina
y acido galico presentes en extractos de cdscara de mango debido a que se infiere
que fueron los responsables de promover la inhibicién. En este sentido, se puede
identificar que la quercetina presenta una mayor afinidad que la obtenida con el
compuesto control, metil sulfometuron (-6.9 Kcal/mol), el cual se utilizé como refe-
rencia debido a que es el mayor componente presente en los herbicidas sintéticos;
el metil sulfometuron pertenece al grupo quimico de las sulfonilureas, el modo de
accion de este herbicida es inhibiendo a la enzima acetolactato sintasa (ALS), tam-
bién conocida como aceto-hidroxidcido sintasa (AHAS). En la Tabla 4.5 se puede
observar que el metil sulfometuron tiene interacciones con los aminoécidos Gly498,
GIn499, Met525, GIn580, Gly581, Met582, Val583 y FAD701. En este sentido, Meng

et al. (2022), mediante acoplamiento molecular, encontraron que las sulfonilureas
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pueden desencadenar la inactivacién oxidativa de la enzima AHAS, el herbicida
se une a la AHAS en una interfaz formada por dos subunidades adyacentes y se
forman numerosas interacciones no covalentes con aminoécidos vecinos, como la
interaccién n-t con TRP-574 y el enlace de hidrégeno con LYS-256, también encon-
traron que el grupo sulfonilo y el anillo aromatico adyacente se sittia en la entrada
de un ttnel que conduce al sitio activo. El uso excesivo de sulfonilureas ha generado
resistencia en las malezas, gran parte se debe a la mutacién de residuos especificos
en el sitio activo del AHAS.

Tabla 4.5. Afinidad de unidn e interaccidon de aminoéacidos

| Compuestos | Energia (Kcal/mol) | Aminoécidos |
Mgif:;io 69 Gly498, GIn499, Met525, GIn580,
' Gly581, Met582, Val583, FAD701
(Control)

Quercetina 8.6 Ser588, Pro650, Leu652, Val671,

' GIn675, Arg679
GIn499, GIn595, Ser588, Leu589,
Acido Galico -6.1 His593, Lys648, Val 649, Pro650,

GIn675

Las Figuras 4.8a, 4.8b ilustran las interacciones en 2D y 3D de la quercetina y aci-
do gélico con el receptor, respectivamente. El andlisis de acoplamiento molecular
revel6 que la quercetina mostré la mejor interaccién con la enzima AHAS, presen-
tando una energia de afinidad de -8.6 kcal/mol. Este valor supera a la interaccién
del compuesto control (-6.9 kcal/mol), asi como la de los dcidos gdlico, cuyas ener-
gias de afinidad fueron de -6.1 kcal/mol. Resultados similares fueron reportados
por Wu et al. (2021), quienes evaluaron la actividad herbicida de derivados de acil-
tiourea que contienen metilsulfona sobre la enzima AHAS, en diferentes malezas
(Echinochloa crusgal, Polypogon fugax, Digitaria adscendens, Brassica napus, Amarant-
hus retroflexus y Abutilon theophrasti) los resultados in vitro mostraron que algunos
derivados de la aciltiourea presentaron un adecuado efecto inhibidor en las malezas
Digitaria adscendens y Brassica napus. Ademads, exploraron el mecanismo de interac-
cién enzima-herbicida mediante un andlisis de acoplamiento molecular, encontra-
ron que las energias de enlace estuvieron en un rango de -6.1 a -8.0 kcal/mol, los

compuestos con una menor energia de enlace son los que presentaron una mayor
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inhibicion en los experimentos in vitro.

Por otro lado, Anwar et al. (2023), evaluaron la fitotoxicidad del 4cido fertlico y el
acido galico en tres especies de malezas (sinapis arvensis, lolium multiflorum y parthe-
nium hysterophorus), ambos compuestos inhibieron la germinacién de las malezas en
un rango del 60 al 80 %, el posible mecanismo de interaccién enzima-herbicida de
estos compuestos fue evaluado en un anélisis de acoplamiento molecular en donde
encontraron que el 4cido gélico y 4cido fertlico presentaron una energia de afinidad
-5.055 y -4.272 kcal /mol, respectivamente. Los autores reportan que la formacién de
uno (HIS198) y dos enlaces de hidrégeno (THR286) con el 4cido fertlico y el acido
gdlico, respectivamente, son los posibles responsables de la inhibicién de la activi-
dad fotosintética y por lo tanto del crecimiento de las malezas.

Por lo tanto, el estudio de la prediccion de sitios de acciéon inexplorados con la
quercetina y 4cido gélico resulta de gran importancia para evaluar el uso de her-
bicidas de origen natural, comprender los sitios de accién de estos compuestos es
vital para explicar y a largo plazo, manipular los efectos fisiol6gicos y bioquimicos

que estos ejercen sobre las malezas.
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1. Con el anterior trabajo, se pudo determinar que la extraccién asistida con ul-
trasonido presenta una mejor eficiencia en la extraccién de compuestos pre-
sentes en la cdscara de mango, asimismo, se pudo determinar que el etanol
debido a su polaridad presenta un mayor grado de extraccién con respecto al
uso de agua como solvente de extraccion.

2. A partir de los andlisis de la actividad antioxidante por medio del ensayo
ABTS se pudo considerar que el etanol presenta un mayor valor que el pre-
sente en los ensayos realizados con las muestras obtenidas con agua.

3. De acuerdo a los resultados obtenidos en los graficos de superficie de respues-
ta se pudo observar que las variables temperatura y tiempo tienen un 98.4 %
de influencia en la extracciones realizadas con etanol por ECV. También se pu-
do observar que las variables presentan un 80 % de influencia para el caso de
EAU. Por otro lado para el caso del agua presenta un 85.6 % para la ECV y un
82.4 % para la EAU.

4. Por otro lado para el caso de la actividad antioxidante, en los graficos de super-
ticie de respuesta se observo que las variables temperatura y tiempo presentan
un 78.5 % de influencia para las extracciones con etanol por ECV y un 86.7 %
de influencia para la EAU. Para el caso del agua, ésta present6 un 77.8 % de
influencia para la ECV y un 93.4 % para la EAU.

5. Por medio de Cromatografia (HPLC) se pudo observar que la identificaciéon de
acido galico usando etanol como solvente de extraccién tiene un mayor ren-
dimiento en la extraccién convencional, mientras que en la extraccién asistida
por ultrasonido el etanol presenta un menor rendimiento en comparacioén con
el agua. Por otro lado, Se pudo considerar que la identificaciéon de quercetina
para ambos solventes presenta un mayor rendimiento en la EAU a compara-
cién con el método ECV. De forma general el ultrasonido favorecié una mayor
cantidad de quercetina, asi mismo el etanol fue el disolvente que presento un
36 % de mejor eficacia en la extraccién de quercetina a comparacién con el

agua como disolvente.
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6. Con la realizaciéon de la prueba in vitro para determinar el efecto inhibitorio
de los compuestos fendlicos de los extractos obtenidos con cascara de mango
en semillas de pasto, se pudo determinar que el extracto acuoso obtenido pre-
sento un 40 % de inhibicién en la germinacién de semillas con respecto a la

muestra control donde no fue aplicado el extracto.

7. Finalmente a partir del analisis molecular de los compuestos fendlicos de in-
terés (acido gélico y quercetina) se pudo determinar que la quercetina presen-
ta una mejor afinidad a la enzima AHAS, con respecto al compuesto control

(metil sulfometuron), lo que nos podria indicar una utilidad como un posible
bioherbicida.
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