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Identificación y caracterización de los compuestos activos de la pulpa y cascara de Persea Americana para la producción de conservador natural de alimentos
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ResumEn 
Con el fin de tener un mejor aprovechamiento del aguacate Persea Americana de la familia de aguacate hass, se realizó una extracción del aceite de la pulpa  y cascara con un equipo Soxhlet, utilizando hexano como solvente y su posterior eliminación por destilación a vacio con rotavapor, la composición del aceite se determinó por cromatografía de gases acoplado a masas. La actividad antimicrobiana del extracto se evaluó por el método Kirby Bauer utilizando como agente microbiano cepas de E. coli y S. aureus en agar Triptona de caseína de soya y Mueller Hinton. Los resultados obtenidos de ambos extractos de pulpa y cascara muestran que los componentes principales en el aceite esencial es el Estragol, α y β-Pineno en diferentes concentraciones. Se determinó que presentaron inhibición ante S. aureus obteniendo halos de inhibición de 1 a 10 mm comparables con presentados por antibióticos. Estos resultados muestran que el aceite de la cascara y pulpa de aguacate presentan actividad antimicrobiana importante y que podrían utilizarse como conservador natural en alimentos.
Palabras clave: actividad antimicrobiana, aceite esencial, Persea americana.

1. Introducción  

El aguacate es un árbol originario de Mesoamérica, su origen tuvo lugar en la parte centro de México y en algunas partes altas de Guatemala, donde ya se cultivaba con anterioridad a la llegada de los españoles. El nombre del aguacate proviene del náhuatl (Ahuacatl), palabra que significa “testículos del árbol”. Su nombre científico es Persea Americana y proviene de la familia laurácea. (SAGARPA, 2011)
De acuerdo con las investigaciones, se considera una de las plantas que más beneficios nos ha proporcionado. En la actualidad el aguacate es utilizado en diversos países y de formas muy variadas debido a la amplia gama de propiedades que tiene esta planta.

El ácido oleico o aceite que contiene el aguacate es un tipo de grasa monoinsaturada típica de los aceites vegetales como el aceite de oliva. Su fórmula química es C18H34O2 y su nombre IUPAC es ácido cis-9-octadecadienoico. (Calderón, 2007)
Para el proceso de conservación de alimentos y extender lo más posible su vida de anaquel se utilizan una gran variedad de conservadores químicos al igual que en campos de cultivo, algunos o muchos de ellos nocivos para la salud, pueden ser cancerígenos o mutagénicos, los cuales se utilizan indiscriminadamente.
Se buscan alternativas naturales e inocuas al ser humano, una de estas alternativas es la utilización de aceites esenciales o principios activos de plantas, como la del aguacate. Que se ha reportado que presenta actividad antifúngica y antimicótica, así como anti-bacterial en alimentos. 

Para ello se propone en este trabajo realizar el proceso de extracción del aceite de aguacate, de la pulpa y la cascara del fruto. Con una posterior evaluación antimicrobiana con sepas de E. Coli y S. aureus, con una posterior caracterización de los principios activos contenido en el aceite por cromatografía de gases acoplado a masas.
2. TEORÍA

Se utilizaron dos variedades de aguacate hass y fuerte en estado de maduración aceptable. Para eliminar la concentración de agua presente en las muestras, estas se mantuvieron por 3 días en la estufa de secado a 45° C para así obtener el peso seco. 

La extracción de los compuestos de la pulpa y la cascara de aguacate de los dos diferentes tipos, se realizó a través del equipo soxhlet, donde por medio de la evaporación con ayuda de un solvente se extrajeron los compuestos de las cuatro muestras. El solvente de las muestras se evaporo con ayuda del rotavapor.

Una vez obtenido los cuatro extractos se esterilizaron a 15 Lb por 15 minutos, para después realizarles la prueba de inhibición microbiana. Para esta prueba se utilizaron E. coli y S. aureus en agar triptona de caseina de soya y mueller hinton, colocando 5 discos dispersos en cada caja petri inoculados con el extracto, dejándolas en incubación por 24 horas, obteniendo resultados positivos para dos muestras que es la pulpa y cascara del aguacate hass.

De acuerdo al análisis realizado en el equipo de cromatografía de gases, el cual tiene como fundamento “El análisis de muestras (solutos) de  estado líquido convirtiéndolos a estado gaseoso en componentes individuales para su identificación” y a los 3 tipos de detectores con los que cuenta el equipo, (FID, TSD Y ECD), se puede determinar que existen una gran variedad de compuestos, en los que solo se tomaron en cuenta los picos presentes del minuto 6 al minuto 35, debido a que estudios previamente realizados muestran que los compuestos activos que muestran actividad antimicrobiana debido a sus características químicas están presentes en dicho tiempo de retención. Se realizó un análisis en cromatografía de gases al aguacate de variedad hass, ya que fue el que tuvo mejores resultados, mezclando 80µl con 20µl de hexano grado HPLC para el análisis de la muestra inyectándolos con el Split de forma automática por el equipo extrayendo 2µl y realizando el análisis por duplicado. Se empleó una columna capilar modelo DB-WAX utilizando como fase móvil He a una temperatura de 240°C en el horno del equipo de GC. Algunos de los compuesto que se obtuvieron durante el análisis no resultaron relevantes para recopilación de datos debido a que dichos picos fueron trazas del hexano o suciedad de la misma columna por lo cual se tomó como referencia el estudio de análisis previamente realizados así como la inyección de muestras por duplicado.
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Figura 1.- Metodología del proceso de análisis de los aceites esenciales.
3. PARTE EXPERIMENTAL

Los extractos del aguacate hass (muestra 2 y cascara 2) en medio agar triptona de caseína y el extracto de aguacate fuerte (solo muestra 1) en agar mueller hinton, mostraron un halo de inhibición ante el crecimiento de S. aureus, presentando mayor inhibición los extractos del aguacate fuerte, como se muestra en la tabla 1. Todas las pruebas realizadas con E. coli fueron negativas, ya que ningún extracto pudo inhibir su crecimiento.
	Disco
	AGUACATE FUERTE
	AGUACATE HASS

	
	Muestra 1
	Cascara 1
	Muestra 2
	Cascara 2

	1
	0.05
	No presento inhibición
	0.05
	8

	2
	1
	No presento inhibición
	3
	9

	3
	1
	No presento inhibición
	3
	10

	4
	0.05
	No presento inhibición
	2
	6

	5
	2
	No presento inhibición
	5
	5



Los análisis de los aceites de la muestra 2 y cascara 2 correspondiente al aguacate has obtenidos en cromatografía de gases acoplado a masas son los siguientes.

	Tiempo de retención
	Nombre del compuesto
	Porcentaje (%)
	Formula

	6.100
	2-nitrohep-2-en-1-ol
	14.8
	C7H13NO3

	6.373
	2-nitrohep-2-en-1-ol
	13.7
	C7H13NO3

	6.999
	2-cyclopenten-1-one,2-hydroxy-3-methyl-
	44.3
	C6H8O2

	7.168
	Nonanal
	13.2
	C9H18O

	7.922
	1,2,4a,4b,7,8,8a,8b-octahydrobiphenylene
	46.8
	C12H16

	8.237
	2-cyclopenten-1-one,2-hydroxy-3-methyl-
	16.9
	C6H8O2

	8.617
	1,2,4a,4b,7,8,8a,8b-octahydrobiphenylene
	33.3
	C12H16

	11.127
	2-decenal,(Z)-
	38.5
	C10H18O

	11.952
	2,4-decadienal,(E,E)-
	63.1
	C10H16O

	12.522
	2,4-decadienal,(E,E)-
	53.9
	C10H16O

	13.371
	2-pentadecyn-1-ol
	7.11
	C15H28O

	13.721
	2-undecenal
	49.9
	C11H20O

	14.825
	2-methyl-4-octenal
	4.62
	C9H16O

	15.050
	Caryophyllene
	11.1
	C15H24

	17.158
	Cycloheptasiloxane,tetradecamethyl-
	73.5
	C14H42O7Si7

	18.926
	Caryophyllene oxide
	59
	C15H24O

	19.354
	Hexadecane
	24.3
	C16H34

	20.885
	5-heptadecene,1-bromo-
	7.42
	C17H33Br

	21.045
	9-octadecenal,(Z)-
	10.4
	C18H3O

	21.556
	Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
	26
	C17H36

	23.366
	Cis,Cis-7,10,-hexadecadienal
	14.8
	C16H28O

	23.657
	Tetradecane,2,6,10-trimethyl-
	27.5
	C17H36

	25.396
	9,17-octadecadienal,(Z)-
	28.9
	C18H32O

	26.678
	Z-(13,14-hepoxy)tetradec-11-en-1-ol acetate
	7.66
	C16H28O3

	26.862
	1,2-bezenedicarboxylic acid,butyl octyl ester
	8.01
	C20H30O4

	28.898
	9,17-octadecadienal,(Z)-
	8.59
	C18H32O

	29.052
	1-heptatriacotanol
	8.82
	C37H76O

	29.788
	8,11,14-eicosatrienoic acid,(Z,Z,Z)-
	6.29
	C20H34O2

	30.352
	Xolestan-3-ol,2-methylene-,(3B,5&)-
	5.03
	C28H48O

	31.99
	Androstan-17-one,3-ethyl-3-hydroxy-,(5&)-
	6.88
	C21H34O2

	33.183
	4,8,13-cyclotetradecatriene-1,3-diol,1,5,9 trimethyl-12-(1-methylethyl)-
	7.77
	C20H3O2

	35.302
	Squalene
	33.9
	C30H50

	36.762
	3',8,8'-trimethoxy-3-piperidyl-2,2'-binaphthalene-1,1',4,4'-tetrona
	26.4
	C28H25NO7

	37.711
	9,12,15-optadecatrienoic acid,2,3-dihydroxypropyl ester,(Z,Z,Z)-
	7.29
	C21H36O4



	Tiempo de retención
	Nombre del compuesto
	Porcentaje (%)
	Formula

	7.02
	2-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-methyl-
	34.9
	C6H8O2

	11.139
	2-Decenal,(Z)-
	38.3
	C10H18O

	12.581
	2,4-Decadienal,(E,E)-
	10.3
	C10H16O

	13.745
	2-Pentadecyn-1-ol
	7.51
	C15H28O

	17.199
	Cycloheptasiloxane,tetradecamethyl-
	88.9
	C14H42O7Si7

	20.897
	5-Heptadecene, 1-bromo-
	7.89
	C17H33Br

	21.021
	Cyclooctasiloxane,hexadecamethyl-
	90
	C16H48O8Si8

	24.375
	Cyclononasiloxane,octadecamethyl-
	91.7
	C18H54O9Si9

	26.88
	Phthalic acid, butyl undecyl ester
	11
	C23H36O4

	27.378
	Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-
	83.9
	C20H60O10Si10

	28.915
	E,E,Z- 1,3,12-Nonadecatriene-5,14-diol
	9.44
	C19H34O2

	30.144
	Cyclodecasiloxane, eicosamethyl-
	36.6
	C20H60O10Si10

	30.785
	1-Heptatriacotanol
	26.8
	C37H76O

	32.868
	7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol acetate
	15.3
	C17H32O2

	33.563
	9,12,15-Octadecatrienoic acid, 2,3-dihydroxypropyl ester, (Z,Z,Z)
	6.74
	C21H36O4

	35.385
	1-Heptatriacotanol
	11.7
	C37H76O



4. CONCLUSIONES
Está claro que los compuestos presentes en el aguacate Hass, tienen propiedades que favorecen la inhibición microbiana ante el crecimiento de algunos microorganismos como lo fue de S. aureus pero al no presentar inhibición contra E. coli, significa que hay una clara diferencia entre estos dos, lo que provoca que solo inhiba uno. Para determinar esta diferencia se tiene que profundizar tanto en el estudio de los componentes del extracto así como las propiedades morfológicas de los microorganismos, así como en la variación de la concentración de aceite. 

Los análisis preliminares obtenidos por cromatografía de gases acoplado a masas indican la presencia de 33 compuestos mayoritarios entre los cuales se encuentra el cariopillenos y algunos otros que actualmente se están analizando.
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Extracción de los componentes de cada muestra. Por medio del equipo soxhlet.





Deshidratación de la cascara y pulpa de aguacate.





Eliminación del solvente con el rotavapor. 





Preparación de medios de cultivo y reactivos. 





Prueba de inhibición microbiana con E. coli y  streptococcus aureus.





Incubación de las cajas Petri por 24h. 





Equipo CGM 





Medición de los halos de crecimiento. 





Obtención de resultados. 





Tabla 1. Resultados de inhibición microbiana con S. aureus, en milímetros.








Tabla 2. Contenido de Muestra 2 (pulpa) aguacate has obtenido por CGM.








Tabla 3. Contenido de cascara 2 (cascara) aguacate has obtenido por CGM.
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