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RESUMEN

Actualmente se ha incrementado la preocupacion de las personas por consumir
alimentos de origen natural ya que poseen compuestos que son benéficos para la
salud, como es el caso de los fenoles y flavonoides, siendo estos también de
importancia para las industrias cosmética y alimentaria; de la misma manera se ha
buscado realizar cultivos utilizando alternativas naturales a los fertilizantes
quimicos sintéticos usados comunmente en la agricultura, los cuales representan
un fuente de contaminacion al agua y al suelo e incluso riesgos a la salud. En el
presente trabajo se tomaron como alternativas de fertilizantes la vermicomposta,
el lixiviado de vermicomposta y la roca fosférica y se evalué su efecto en las
caracteristicas de crecimiento en plantulas de hierba santa (Piper auritum Kunth)
durante 30 dias; posteriormente se evalud el efecto de la adicion de estos tres
biofertilizantes en la sintesis de fenoles totales y flavonoides presentes en los
extractos metandlicos de las hojas, asi como su actividad antirradical. Se encontr6é
que el uso de lixiviado y roca fosforica tuvo efecto significativo en altura de la
planta, didmetro del tallo, numero de hojas , peso fresco de la raiz, cantidad de
fenoles totales y flavonoides mientras que el uso de lixiviado Unicamente tuvo
efecto estadistico significativo en el peso fresco del tallo. Debido a esto los
insumos organicos utilizados pueden ser una alternativa viable de fertilizaciéon en

la agricultura.



CAPITULO | INTRODUCCION

La produccién y comercializacién de productos biofertilizantes esta encaminada al
fortalecimiento de sistemas de produccion sostenible, esto en respuesta a la
preocupacion que a nivel mundial se ha generado en la demanda de productos
alimenticios sin o casi nula aplicacion de pesticidas, que no solo repercuten en la
contaminacién ambiental, sino que también impactan en la salud humana como
agentes toxicos y carcinogeénicos (Alarcdn y Farrera, 2000). Los abonos organicos
y fertilizantes naturales son los principales insumos que aportan nutrientes en la
agricultura organica. Esta forma de produccién se ha incrementado en los tiempos
recientes, en el afno 2000 se cultivaron en el mundo 15 millones de hectareas,

mientras que en el 2010 fueron 37 millones de hectareas (Willer, 2012).

El fésforo es un elemento nutritivo esencial para las plantas y los animales. El uso
adecuado y racional de las rocas fosféricas como fuente de fésforo puede
contribuir a la intensificacion agricola sostenible en los paises en vias de
desarrollo, en particular, en aquellos dotados con depédsitos de roca fosférica.
Roca fosférica es un nombre colectivo utilizado para denominar todos los

minerales que contienen fosfatos.

El composteo consiste en la conversion bioldgica de diversos residuos de origen
organico con base en el control de temperatura y agua, principalmente. El material
que resulta de este proceso permite ser utilizado como biofertilizantes, ya que
ademas de proporcionar nutrimentos para las plantas, tiene alto contenido de
humus, por lo que es factible usarlo como mejorador de suelos (Santamaria, 1996;
Montero, 1999).

Los abonos orgéanicos liquidos llamados lixiviados de primera, segunda y tercera
vuelta, son el resultante o producto obtenido del drenaje del regadio a canteros
utilizados en la produccion de lombrices (Reinés et al., 2006). Reinés et al. (2006)
sefalan que en lixiviados de la lombricultura se pueden encontrar fosfatos,

sulfatos, nitratos, carbonatos, iones nitratos solubles, hormonas vegetales



(giberelinas y auxinas), antibidticos y fungicidas, particulas sélidas de humus y

oligoelementos.

Los fenoles o compuestos fendlicos son compuestos organicos en cuyas
estructuras moleculares contienen al menos un grupo fenol, un anillo aroméatico
unido a al menos un grupo funcional hidroxilo (Madiz et al., 2011). Muchos son
clasificados como metabolitos secundarios de las plantas, aquellos productos
biosintetizados en las plantas que poseen la caracteristica biolégica de ser
productos secundarios de su metabolismo. De acuerdo con su diversidad quimica,
los fenoles tienen funciones muy diversas en las plantas. Muchos son productos
de defensa ante herbivoros y patégenos. Otros participan en el soporte mecanico
a la planta, en la atraccién de polinizadores y dispersores de frutos, en la
absorcion la radiacion ultravioleta, o actuan como agentes alelopaticos. Protegen a
las plantas del dafo por oxidacion y realizan la misma funcién en los humanos.
(Taiz y Zeiger, 2006). Los compuestos mas simples son unidades individuales de
fenol que se encuentran de forma abundante en las hierbas culinarias. Todos ellos

tienen una larga historia de utilizacién como conservantes de los alimentos.

Los flavonoides representan una de las principales clases de fenoles vegetales. El
esqueleto carbonado bésico de los flavonoides contiene 15 atomos de carbono
ordenado en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (Taiz y
Zeiger, 2006). En general, los flavonoides, actuan como antioxidantes
neutralizando las moléculas reactivas llamadas "radicales libres". Poseen
propiedades muy apreciadas en medicina, como  antimicrobianos,
anticancerigenos, disminucién del riesgo de enfermedades cardiacas, entre otros

efectos.

La demanda por aditivos naturales, incluyendo antioxidantes, se ha incrementado
mundialmente en los anos recientes. El creciente interés por reemplazar los
antioxidantes sintéticos por naturales, obtenidos de diversas partes de plantas, ha
promovido la investigacion para obtener e identificar nuevos antioxidantes que

pueden ser usados en alimentos. Las reacciones de oxidacion no solo son



importantes para la industria de alimentos, también son requeridos para detener la
oxidacidén de productos encontrados en las industrias cosmética, farmacéutica y
plastica (Moure et al., 2001).

La hierba santa (Piper auritum Kunth), es una planta tropical con propiedades
medicinales. Endémica de América Central y América del Sur, se encuentra

distribuida en gran cantidad en el estado de Chiapas y en el pais.

Las hojas de la hierba santa son de amplio uso medicinal en los estados de
Hidalgo, Veracruz, Oaxaca y Quintana Roo, donde se aplica sobre afecciones de
la piel. También se emplea para padecimientos como infeccién de la matriz,
galactégeno (aumentar la leche de las mujeres que amamantan) y para acelerar el
parto, mediante las hojas remojadas en alcohol. También se usa en trastornos del
aparato digestivo como dolor de estémago, dolor de muelas, falta de apetito,
estrefimiento, diarrea e inflamacién de estdmago. Otros usos comunes de la
hierba santa son para afecciones como asma, laringitis, reumatismo,
desparasitante, llagas e irritacion ocular y ademas tiene uso culinario. Se han
realizado estudios en los cuales se ha demostrado que el aceite esencial de esta
especie es efectivo contra diversos hongos fitopatégenos (Lam, 2011).



CAPITULO Il ANTECECEDENTES

2.1 Radicales libres y estrés oxidativo.

Los radicales libres, producidos normalmente durante el metabolismo aerobio se
utilizan en diversos procesos fisiologicos como un mecanismo de defensa contra
agentes infecciosos. Sin embargo, estas moléculas son altamente reactivas,
capaces de danfar a las diversas biomoléculas de nuestras células ocasionando un
fendmeno conocido como estrés oxidativo, el cual esta asociado con diversas
enfermedades crénico degenerativas, que afectan tanto la calidad como la
esperanza de vida de los pacientes (Delgado et al., 2010).

El oxigeno molecular (O2), que se encuentra en el aire que respiramos, al ser
utilizado por los organismos aerobios da lugar a la formacion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). La reduccién del Oz se
produce a traveés de los electrones que escapan de la cadena respiratoria, dando
origen al super oxido (O2-), el cual puede dismutar facilmente y formar el peréxido
de hidrégeno (H202), que en presencia de metales de transicion como el hierro
(Fez2+) y el cobre (Cu+), produce el radical hidroxilo (OH), mediante la reaccion de
Fenton (Roche y Romero, 1994), que es considerado la especie oxidante mas
dafina en los sistemas bioldgicos y el principal responsable del dafio oxidativo.

Las ROS son también considerados radicales libres (RL), ya que son moléculas
cuyos atomos carecen de un electrén (e’), esto hace que sean muy reactivos
porque toman el e que les falta de una molécula vecina, provocando asi la
oxidacién de ésta ultima, que a su vez, al quedarse sin un e, se convierte en un
RL con la capacidad de oxidar a otra molécula cercana, induciendo una reaccion
en cadena (Adam, 2005; Benezer et al., 2008; Turrens, 2003).

2.1.1 Sistema de defensa antioxidante
Los procesos metabdlicos normales de todos los organismos que utilizan oxigeno

pueden producir especies reactivas del oxigeno (ROS), se estima que cerca del 2



al 5% del oxigeno total consumido se convierte en ROS (Oz, OH", H202, O2, entre
otros) (Murillo et al., 2007).

En situacidn patoldgica se incrementan sustancialmente estas especies quimicas,
provocando una alteracion organica conocida como estrés oxidativo caracterizado
por el dano a biomoléculas, viéndose implicadas en el origen de numerosos
procesos en el aparato cardiovascular (aterosclerosis, cardiopatia alcohdlica),
sistema neurologico (enfermedad de Parkinson, Alzheimer, traumatismos
craneales), aparato ocular (catarata, fibroplasia), aparato respiratorio (cancer de
pulmon), rindn (nefrotoxicidad por metales), artritis reumatoide (Murillo et al.,
2007).

Si bien los organismos vivos soportan multitudinarios factores endégenos y
exogenos de estrés oxidativo, también poseen numerosos sistemas de defensa
antioxidantes regulables, enzimaticos (superoxido dismutasa, la catalasa, la GSH-
peroxidasa, las quinonas reductasas y hemoxigenasa) y no enzimaticos (Se, Zn,
vitaminas C y E y carotenoides) que conforman la defensa antioxidante frente a las
ROS (Kim, 2003), pero que no siempre resultan ser una barrera efectiva.

Una alternativa vélida son los vegetales, quienes contienen amplia variedad de
compuestos con capacidad de atrapar ROS: vitaminas, carotenoides, compuestos
nitrogenados (alcaloides, aminas, betalainas) e incluso ciertos terpenoides; quiza
los metabolitos mas reconocidos por su actividad antioxidante son los de
naturaleza fendlica: acidos fendlicos, flavonoides, quinonas, cumarinas, lignanos,

estilbenos y taninos (Murillo et al., 2007).

2.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan formados por un grupo hidroxilo funcional unido a

un anillo aroméatico (Figura 1) (Madiz et al., 2011).
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Figura 1. Estructura del fenol.

Los compuestos fendlicos de las plantas forman un grupo quimicamente
heterogéneo de unos 10,000 compuestos: algunos son solubles sélo en solventes
organicos, otros son acidos carboxilicos y glucésidos solubles en agua, mientras
que otros son grandes polimeros muy insolubles. Los compuestos fendlicos de las
plantas son biosintetizados en diferentes rutas, y por ello, constituyen un grupo
heterogéneo desde el punto de vista metabdlico. Existen dos rutas basicas
implicadas: la ruta del acido shiquimico y la ruta del &cido mevalénico. La ruta del
acido shiquimico es responsable de la biosintesis de la mayoria de los fenoles en
las plantas. La via del acido mevaldnico, aunque es una fuente importante de
fenoles en hongos y bacterias, es poco empleada en plantas superiores. La mayor
parte de los compuestos fendlicos de las plantas derivan de la fenilalanina por la
eliminacién de una molécula de amonio para formar acido cinamico (Figura 2)
(Taiz y Zeiger, 2006).

Los compuestos fendlicos juegan un papel importante en los sistemas de defensa
de las plantas contra plagas y enfermedades, incluyendo nematodos que parasitan
la raiz (Wuyts et al., 2006). Una concentracion elevada de ozono incrementa el
contenido de fenoles totales en las hojas (Savirnata et al., 2010). Estos
compuestos comprenden: cumarinas, flavonoides, lignina, antocianinas,
antocianidinas y taninos.
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Figura 2. Metabolismo secundario de plantas.



2.2.1 Fenoles simples y acidos fendlicos

Son los compuestos fendlicos mas simples y consisten en un anillo fendlico
sustituido. Algunos ejemplos los constituyen el catecol, el pirogalol, y los acidos
cindmico y caféico (Figura 3).

Acidos hidroxicinamicos

Acido feralico Acido caléico Acido cinémico

Acidos hidroxibenzoicos

Acido Clorogénico

|
. \.

Acido sinampico Acido p.Cindmico

Acido p-Hidrocibenzoico =
Acido gilico Acido vanilico

Acido protocatéquico 3
Acido eligico

Figura 3. Ejemplos de fenoles simples y acidos fendlicos.

2.2.2 Flavonoides

Entre los compuestos fendlicos también se encuentran los flavonoides (Figura 4).
Su esqueleto carbonado contiene 15 carbonos ordenados en dos anillos
aromaticos unidos por un puente de tres carbonos. Se clasifican en funcién del
grado de oxidacion del puente de tres carbonos, siendo las principales
antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e isoflavonas. Entre sus funciones

se encuentra la defensa y la pigmentacion.



OH

:-.f'f"*r
HQT;-j,-D ey
GH
MNaringenina
CH
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oH

OH O

Quercetina Kaempferol

Figura 4. Ejemplo de flavonoides.

En la ruta de biosintesis de flavonoides (Figura 5), la primera etapa consiste en la
condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-cumaril-CoA.
Esta reaccién esta catalizada por calcona sintasa y da lugar a naringerina calcona,
precursor de los flavonoles y antocianinas. La misma condensacion catalizada por
la estilbeno sintasa conduce a la formacion estilbenos implicados en mecanismos
de defensa de plantas frente a patégenos (Taiz y Zeiger, 2006).

2

1 Malonil-CoA

R. ot cinamoil-CoA
R «H p-cumarcil-CoA
caferoil-CoA

benzolacetona |arilpirona
o sintasg sintasg

rilpir: s
benzolacetonas BEIpnana.

calcona estilbeno
sintasa sintasa
calconas O

o o

(naringerina) estilbenos
Figura 5. Biosintesis de flavonoides.
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2.2.3 Método de Folin-Ciocalteau para determinacion de fenoles totales.

El ensayo de Folin-Ciocalteau cuantifica los fenoles totales de una muestra a
través de su capacidad reductora, aunque no esta directamente relacionada con la
medicidén de actividad antioxidante, puede ser Gtil para tales estudios, en especial
si se combina con otros métodos que evaluen dicha capacidad (Heimler et al.,
2010). Es uno de los métodos mas antiguos para determinar el contenido de
fenoles totales. Originalmente, el reactivo para determinar fenoles fue propuesto
por Folin y Denis (1912), quienes descubrieron que una mezcla de acidos
fosfotungstico y fosfomolibdico reaccionaban con derivados fendlicos y al agregar
un alcali, la reaccion daba un color azul. Actualmente, considerando Ila
heterogeneidad de los fenoles naturales y la posibilidad de interferencias de otras
sustancias facilmente oxidables, existen otros métodos que compiten con el de
Folin-Ciocalteau, por ejemplo la titulacion con permanganato, colorimetria con
sales de hierro y absorbencia con luz UV, sin embargo ninguno es perfecto
(Singleton et al., 1999).

La técnica consiste en mezclar el reactivo comercial de Folin-Ciocalteau en un
medio altamente basico (Na2COs al 5-10%, acuoso). Los polifenoles son
facilmente oxidables en medio béasico por el reactivo de Folin -Ciocalteau, los
fenoles en su pK (usualmente cerca de pH 10) se convierten en iones fenolatos
quienes al perder un electrén producen un radical libre semiquinona, si se
remueve otro electrén da una quinona o bien se produce la polimerizacion. La
molécula que acepta ese electrén se reduce, asi pues, lo que cuantifica la
reaccion es la reduccion del fosfomolibdato de MoO4* a MoOs* que produce un
color azul verdoso (Figura 6), este compuesto puede ser identificado y cuantificado
por espectroscopia de UV/Vis debido a que absorbe a una longitud de 760 nm. El
contenido de fenoles totales generalmente, se expresa en equivalentes de acido
galico (Singleton et al., 1999). Esta técnica, s6lo se puede emplear en muestras
hidrofilicas, dado que el ensayo se lleva a cabo en una fase acuosa (Huang et al.,
2005).
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pH ~10

+ PMoW,.0. e Complejo fosfato
verda/Mo(V)
Polifenol Amanillo Verde A= 765 nm
Mo(V1) + Compuesto fendlico . s > Mo (V)

Figura 6. Mecanismo de accion de la reaccion entre un compuesto fendlico y el reactivo de Folin- Ciocalteau.

2.2.4 Método de cloruro de aluminio para determinacion de flavonoides.

La espectroscopia UV ha llegado a ser la mejor técnica para el analisis estructural
de los flavonoides por dos principales razones: 1) requiere sélo una pequena
cantidad de sustancia pura y 2) la informacidn estructural obtenida de un espectro
UV se incrementa por el uso de reactivos especificos que reaccionan con uno o
mas grupos funcionales del nucleo de los flavonoides. La adicién de cada uno de
esos reactivos por separado a una solucién alcohdlica de los flavonoides induce
cambios estructuralmente significativos en el espectro UV. Los cambios de este
tipo son comunmente inducidos por la adicion de metdxido de sodio (NaOMe),
acetato de sodio (NaOAc), acetato de sodio/acido bérico (NaOAc/H3BOs3), cloruro
de aluminio (AICI3) y cloruro de aluminio/acido clorhidrico (AlCIs/HCI) (Markham y
Mabry, 1975). Estudios mas recientes emplean cloruro de aluminio/acetato de
potasio (AICIs/KOAc) (Salamanca et al., 2007).

Se basa en la formacion de un complejo resultante de la quelacién con Al de los
grupos 5-hidroxi-4-ceto, 3-hidroxi-4-ceto y O-dihidroxi (Figura 7), que puede ser
evidenciado y cuantificado por desplazamientos batocromicos de una o ambas
bandas caracteristicas de los flavonoides en el espectro.
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Figura 7. Formacion del complejo de coordinacion de color amarillo debido a la quelacidn de Al con el flavonol
quercetina.

La estabilidad relativa de los complejos ocurre en el siguiente orden: 3-hidroxi
(flavonol) > 5-hidroxi (flavona) > 5-hidroxi (flavanona) > grupos O-dihidroxil > 3-
hidroxil (dihidroflavonol) (Markham y Mabry, 1975).

2.2.5 Actividad antirradical

Uno de los grupos mas estudiados dentro de los compuestos fendlicos ha sido el
de los flavonoides, debido a su distribucién numerosa y a su actividad antioxidante
elevada, siendo el subgrupo de los flavonoles el mas estudiado. La actividad
antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de sus propiedades
quelantes de hierro y secuestradoras de especies reactivas del oxigeno (ROS),
ademas de la inhibicion de enzimas, tales como: lipoxigenesa, ciclooxigenasa,
mieloperoxidasa y NADPH oxidasa; evitando asi la formacion de ROS e
hidroxiperdxidos organicos. También se ha visto que flavonoides como catequina,
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina galato y epigalocatequina galato
reducen la produccidn de radicales libres por inhibicién de la xantina oxidasa (XO),
enzima que cataliza la oxidacion de hipoxantina y xantina a acido urico (Dérner et
al., 2006).

2.2.6 Ensayo con DPPH para determinar actividad antirradical.
El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH+) es un radical libre estable en virtud de su

deslocalizacidon electronica sobre toda la molécula (Figura 8). Esta resonancia, le
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provee un profundo color violeta, ademas de que impide su dimerizacion
(Molyneux, 2004).

NO,

O,N N——N

NO,

Figura 8. Estructura quimica del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo.

Brand et al (1995) reportaron por primera vez el método, con el que evaluaron la
actividad antioxidante de diversos compuestos y extractos usando el DPPH+ en
una solucion metandlica. En su forma de radical libre, el DPPH- absorbe a 515 nm
y cuando se reduce por accion de un antioxidante (AH) o de un radical (Re), la

absorcién desaparece.
DPPH - +AH - DPPH-H + A -
DPPH - +R - DPPH-R

En consecuencia, la desaparicion del DPPHe+ proporciona un indice para estimar
la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales. EI modelo que
explica la actividad de un compuesto como antirradical se ejemplifica con la

siguiente ecuacion:
DPPH -+AH - DPPH-H + A-
A-+A— A-A

Donde AH es un antioxidante que actia como antirradical donando atomos de
hidrogeno, dando como resultado radicales con estructuras moleculares estables
que detendran la reaccion en cadena, tal es el caso de los fenoles. El nuevo
radical formado (A+) puede interactuar con otro radical para formar moléculas
estables (DPPH-A, A-A) (Molyneux, 2004).
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2.3 Género Piper

La familia Piperaceae comprende diez géneros y unas 3,000 especies de
distribucién tropical. Entre los cuales, el género Piper estd conformado por mas de
1,200 especies (Flores, 2006).

Las especies del género Piper tienen importancia comercial, econémica y
medicinal. Las semillas de P. nigrum constituyen la conocida “pimienta negra”,
utilizada como condimento en la preparaciéon de alimentos. Otras especies son
consideradas remedios para el dolor de estbmago, para aliviar dolores de pecho,
fiebre y afecciones hemorroides, como antiinflamatorio, en el tratamiento del
asma, bronquitis; igualmente se les reconocen actividad insecticida y fungicida
(Parmar et al, 1997). Recientemente, exiractos de varias especies de Piper,
colectadas en Colombia, han mostrado una moderada actividad antiplasmodial y
baja actividad citotoxica (Mesa et al., 2012). Las especies del género Piper han
sido ampliamente investigadas y los estudios fitoquimicos han conducido al
aislamiento de una amplia variedad de metabolitos secundarios (Virinder et al.,

1997) a los que se atribuyen sus propiedades.

2.3.1 Hierba santa (Piper auritum Kunth)

La clasificacion taxondmica de la hierba santa es la siguiente:
Reino: Plantea

Division: Magnoliophyta
Clase: Manoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Geénero: Piper
Especie: auritum

Nombre binomial: Kunth
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2.3.1.1 Generalidades

Piper auritum Kunth, hierba santa u hoja santa, es un arbusto de hojas frondosas
de 2 m de altura. Las hojas son acorazonadas y grandes, de color verdoso (Figura
9). Las flores estan colocadas en espigas parecidas a cordoncillos de color verde

Figura 9. Hojas y flores de Piper auritum Kunth.

palido. Al estrujarse las hojas despiden un olor agradable. Esta planta se
encuentra en la lista de la agencia del gobierno de los Estados Unidos Food and
Drug Administration (FDA), (Administracion de Drogas y Alimentos, por sus siglas
en inglés) para su uso como saborizante de alimentos (Diego, 2011).

2.3.1.2 Caracteristicas de crecimiento y distribucion geografica.

Es una especie originaria de México, distribuida en la parte sur del continente
Americano, habita en climas calido, semicalido y semiseco desde el nivel del mar
hasta los 2000 m. Crece a orillas de caminos en vegetacion de bosques tropicales
caducifolio, subcaducifolio, perennifolio y bosque mixto de pino-encino de terreno
semiseco (Diego, 2011). Es cultivada también, ya que crece facilmente y puede
ser sembrada en cualquier época del afno.
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2.4 Fertilizantes

Puede ser llamado fertilizante cualquier material natural o industrializado, que
contenga al menos cinco por ciento de uno o mas de los tres nutrientes primarios
(N, P20s, K20). Fertilizantes fabricados industrialmente son llamados fertilizantes

minerales.

Dieciséis elementos son esenciales para el crecimiento de una gran mayoria de
plantas y éstos provienen del aire y del suelo circundante. En el suelo, el medio de
transporte es la solucién del suelo. Los elementos siguientes son derivados: a. del
aire: carbono (C) como CO:2 (di6xido de carbono); b. del agua: hidrogeno (H) y
oxigeno (O) como H20 (agua); c. del suelo, el fertilizante y abono animal:
nitrégeno (N), las plantas leguminosas obtienen el nitrégeno del aire con la ayuda
de bacterias que viven en los nédulos de las raices (Rhizobium/ Mycorrhizae),
fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), azufre (S), hierro (Fe),

manganeso (Mn), zinc (Zn), cobre (Cu), boro (B), molibdeno (Mo) y cloro (Cl).

Estos nutrientes y sus promedios porcentuales en la sustancia seca de la planta
son mostrados en la Figura 10. Otros elementos quimicos son tomados en cuenta.
Estos pueden ser nutrientes beneficiosos para algunas plantas, pero no esenciales
para el crecimiento de todas. Los fertilizantes, abonos o residuos de cultivos
aplicados al suelo aumentan la oferta de nutrientes de las plantas (IFA, 1992).

~

Potasio Microelarmeantos

Otros elementos
T%

‘ Bl Hidrageno
7%

Carbono

A42%

Figura 10. Composicion elemental promedio de las plantas (IFA, 1992)
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Los fertilizantes nitrogenados se caracterizan por su baja eficiencia en su uso por
los cultivos, misma que puede ser menor al 50% (Keeney, 1982), lo que trae como
consecuencia un impacto ambiental adverso, tal como contaminacién de mantos
acuiferos con NOs , eutrofizacion, lluvia &cida y calentamiento global
(Ramanathan, et al., 1985). Otro problema no menos importante es la
contaminacion de aguas superficiales y subterraneas con nitratos y la emisién de
gases de nitrégeno a la atmésfera (NO y N20) que es consecuencia del uso
inadecuado de fertilizantes nitrogenados (Castellanos y Pefa, 1990; Puckett,
1995; Gilliam et al., 1985) y de la aplicacion de laminas inapropiadas de agua de
riego, y asociado a esto, esta el riesgo de acumulaciéon de nitratos en frutos y
verduras comestibles, asi como en acuiferos, lo cual es de alto riesgo para la
salud humana cuando la concentracion de NOs supera el 0.2% en las partes
comestibles de las plantas como frutos de hortalizas o verduras y en agua potable
llega a 10 ppm (Malakouiti, et al., 1999).

Los biofertilizantes son preparados de microorganismos aplicados al suelo y/o
planta con el fin de sustituir parcial o totalmente la fertilizacién sintética asi como

disminuir la contaminacién generada por los agroquimicos.

El aumento de la concientizacién sobre el cuidado del medio ambiente y la
evidencia del deterioro ambiental que causan los agroquimicos ha hecho que los
productores agricolas, vean como buena alternativa la aplicacién de los
biofertilizantes, la mayor demanda de abonos organicos por los productores
agricolas vienen siendo los fermentados liquidos (compostas liquidas y
biofertilizantes liquidos) que al aplicarse al suelo tienen importantes beneficios
entre los que destacan, el aumento en los nutrientes (Ma et al, 2003);
mejoramiento de la capacidad del suelo para retener agua; mejores condiciones
fisicas para el desarrollo de las raices y el laboreo del suelo (Badaruddin et al.,
1999); control de algunas enfermedades del suelo que causan la pudricién de
raices, y un aumento en la actividad microbiana ( Litterick et al., 2004).
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2.4.1 Vermicomposta

Las lombrices de tierra son consumidores voraces de residuos organicos y aun
cuando sélo utilizan sélo una pequena porcién para la sintesis en sus cuerpos,
ellas excretan una gran parte de los residuos consumidos en una forma
parcialmente digerida. Puesto que los intestinos de las lombrices contienen una
amplia gama de microorganismos, enzimas, hormonas, etc., éstos materiales se
descomponen rapidamente y son transformados a una forma de vermicomposta

en un periodo de tiempo corto (Figura 11) (Ghosh et al., 1999).

Figura 11. Vermicomposta.

Hoy en dia existen diversas evidencias de que las lombrices de tierra provocan
diferentes efectos benéficos, fisicos, quimicos y bioldgicos, sobre los suelos vy
diversos investigadores han demostrado que estos efectos pueden incrementar el
crecimiento de la planta y el rendimiento de los cultivos tanto en ecosistemas
naturales como en los ecosistemas manejados. Estos efectos se han atribuido al
mejoramiento de las propiedades y la estructura del suelo, a una mayor
disponibilidad de los elementos nutritivos para las plantas, y a una creciente
poblaciéon microbiana y metabolitos biolégicamente activos, como los reguladores
de crecimiento de la planta (Atiyeh et al., 2002).

Las lombrices, durante el proceso de alimentacion, fragmentan los residuos,
incrementan la actividad microbiana y los indices de descomposicién y/o
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mineralizacion de los residuos organicos, alteran las propiedades fisicas y
quimicas de los materiales, provocando un efecto de composteo o humificacidén
mediante el cual la materia orgdnica inestable es oxidada y estabilizada. El
producto final, comunmente llamado vermicomposta es obtenido conforme los
residuos organicos pasan a través del intestino de la lombriz, y es bastante
diferente al material original (Atiyeh et al., 2000a). Ademas, se ha demostrado que
bajo la accién de las lombrices se incrementa tanto la velocidad de mineralizacion
del N como los indices de conversion del NH4+ a NOs -(Atiyeh et al., 2000b; Atiyeh
et al., 2000c; Atiyeh et al., 2002).

Mientras los microorganismos son responsables de la degradacion bioquimica de
la materia organica en el proceso de vermicomposteo, las lombrices son
importantes para acondicionar el sustrato y para promover la actividad microbiana.
Las lombrices actian como batidoras mecéanicas ya que éstas desintegran el
material organico, incrementan el area superficial expuesta a los microorganismos
y mueven los fragmentos y los excrementos ricos en bacterias, en consecuencia
homogenizan el material organico (Dominguez et al., 2003). Adicionalmente, la
actividad de las lombrices en el proceso de vermicomposteo es tanto

fisica/mecénica y bioquimica.

Los procesos mecanicos incluyen: aeracion del substrato, mezclado, y molienda.
El proceso bioquimico es afectado por la descomposicion microbiana del substrato
en el intestino de las lombrices (Buck et al., 2000).

2.4.2 Lixiviado

Los abonos organicos liquidos llamados lixiviados de primera, segunda y tercera
vuelta, son el resultante o producto obtenido del drenaje del regadio a canteros
utilizados en la produccion de lombrices (Figura 12) (Reinés et al., 2006).

Reinés et al, (2006) senalan que en lixiviados de la lombricultura se pueden

encontrar fosfatos, sulfatos, nitratos, carbonatos, iones nitratos solubles, hormonas
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vegetales (giberelinas y auxinas), antibidticos y fungicidas, particulas soélidas de

humus y oligoelementos.

Figura 12. Lixiviado de vermicomposta.

También se observa que la lombriz de tierra lleva a cabo una disminucién drastica
de microorganismos patégenos que se encuentran en las excretas cuando estas

pasan por el tracto digestivo de las lombrices.

La presencia de elementos mayores como el nitrogeno, fésforo, potasio, calcio,
magnesio y elementos menores como el hierro, cobre, zinc y cloro, considerados
con funciones esenciales para la nutriciéon de las plantas (Ortiz y Ortiz, 1990),
confirman lo sefialado por Reinés et al. (2006), al considerar al lixiviado de lombriz
como un subproducto de calidad que puede emplearse como biofertilizante para
aplicacion foliar o al suelo. Los valores encontrados de materia organica, carbono
organico, acidos fulvicos y acidos humicos, confirman la importante funcién de
estos (Reinés et al.,, 2006) como desestresantes, protectores contra plagas por su
textura pegajosa, antibidticos (por las sustancias antibiéticas que producen los
microorganismos que conviven en las lombrices en el criadero y que también se

encuentran en los lixiviados).

También se sefiala que los lixiviados aplicados al follaje en plantas cultivadas, por
su control de patdégenos, pueden sustituir a los fungicidas y bactericidas quimicos,
generando asi ahorros econdémicos importantes. Los procesos de biodegradacién
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de materiales organicos contemplan bioquimicamente la formacidén de substancias
hamicas tales como los &cidos humicos, y acidos fulvicos, denominados
componentes principales del humus (Stevenson, 1994).

2.4.3 Roca fosforica

El fésforo es un elemento ampliamente distribuido en la naturaleza y ocurre
conjuntamente con el nitrégeno y el potasio como constituyente primario de los
seres vivos, vegetales y animales. El fésforo posee una serie de funciones en el
metabolismo vegetal y es uno de los nutrientes esenciales requeridos para el
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Desempefa funciones estructurales en
las macromoléculas como los acidos nucleicos y de transferencia de la energia en
los procesos metabdlicos de biosintesis y degradacién. A diferencia de los nitratos
y sulfatos, los fosfatos no son reducidos en la planta y permanecen en su forma

mas altamente oxidada (Marschner, 1993).

El fésforo es absorbido principalmente durante el crecimiento vegetativo y luego la
mayoria del fosforo absorbido es movilizado a los frutos y semillas durante las
etapas reproductivas. Las plantas con deficiencias de fésforo tienen un
crecimiento retardado (reduccion del crecimiento celular y de la expansion foliar
asi como de la fotosintesis y de la respiracion) y a menudo presentan un color
verde oscuro (mas alta concentracién de clorofila) y rojizo (aumento de la
formacién de antocianinas). Se ha indicado que el nivel de abastecimiento de
fésforo durante los estados reproductivos regula el fraccionamiento entre las hojas
y los 6rganos reproductivos, siendo este efecto esencial para las leguminosas
fijadoras de nitrégeno (Marschner, 1993).

Las caracteristicas fisicoquimicas del fésforo en los suelos minerales son bastante
complejas debido a la ocurrencia de una serie de reacciones simultaneas e
instantaneas tales como solubilizacién, precipitacion, adsorcion
(retencién/desorcion) y oxido-reduccién. Los compuestos solubles del fésforo
presentan reactividad muy alta, solubilidad baja y movilidad reducida. La
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mineralizacion e inmovilizacion son procesos importantes del ciclo del fosforo en

los suelos con alto contenido de materia organica (Black, 1968; FAO, 1984).

Cuando se aplica al suelo un fertilizante fosfatado soluble en agua, este reacciona
rapidamente con los compuestos del suelo, los productos resultantes son
compuestos de fésforo menos solubles y fésforo que es adsorbido sobre las
particulas coloidales del suelo (FAO, 1984). Fox y Kamprath (1970) y Barber
(1995) han sugerido que una concentracion de 0,2 ppm de fosforo es suficiente
para un crecimiento éptimo. Sin embargo, para que las plantas absorban las
cantidades de fésforo necesarias para producir buenos rendimientos, la
concentracion de fosforo en la solucién suelo que esta en contacto con las raices
debe ser renovada continuamente durante todo el ciclo de crecimiento. Una
pequefa concentracion de fésforo en la solucién del suelo es por lo general
adecuada para el desarrollo normal de las plantas.

Se denomina roca fosférica al producto obtenido de la extraccion de una mina y
del procesamiento metalurgico subsiguiente de los minerales fosfatados, es el
nombre comun comercial de unos 300 fosfatos de diferentes calidades conocidos
en el mundo (Hammond y Day, 1992). Las rocas fosforicas (Figura 13) pueden ser
utilizadas ya sea como materia prima para la fabricacion industrial de los
fertilizantes fosfatados solubles en agua o bien como fuentes de fosforo para la

aplicacion directa en la agricultura.
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Figura 13. Roca fosférica granulada.

Ademas del mineral fosfatado principal, los depdsitos de roca fosforica también
poseen minerales accesorios e impurezas. Si bien cantidades importantes de los
minerales accesorios y de las impurezas son eliminadas durante el proceso de
beneficio, el mineral beneficiado siempre contiene algunas de las impurezas
originales. Tales impurezas incluyen silice, minerales arcillosos, calcita, dolomita y
oxidos hidratados de hierro y aluminio en diversas combinaciones y
concentraciones, algunos de los cuales pueden tener una influencia profunda en la
eficiencia de la roca fosfatada utilizada para la aplicacion directa (FAO, 1984). Los
depdsitos de roca fosférica se hallan ampliamente distribuidos en todo el mundo,
tanto geografica como geoldgicamente y los enormes recursos existentes son
capaces de satisfacer la demanda estimada en un futuro previsible.

Las rocas fosféricas de origen sedimentario son aptas para aplicacion directa
porque consisten de agregados de microcristales ampliamente abiertos y
débilmente consolidados, con un area especifica relativamente grande. Presentan
una proporcion considerable de sustitucion isomorfica en la red cristalina y
contienen minerales accesorios e impurezas en cantidades y proporciones
variables. Diversos autores han indicado que estas rocas son adecuadas para la
aplicacién directa a los suelos bajo ciertas condiciones (Khasawneh y Doll, 1978;
Chien y Friesen, 1992; Rajan et al., 1996; Zapata, 2003).
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2.5 Importancia de los biofertilizantes

La aplicacién de materia organica humificada aporta nutrientes y funciona como
base para la formacion de multiples compuestos que mantienen la actividad
microbiana, como son acidos humicos, falvicos y huminas, que al incorporarlas
ejerceran distintas reacciones en el suelo como mejorar su estructura facilitando la
formacidn de agregados estables con lo que mejora la permeabilidad, aumenta la
fuerza de cohesién a suelos arenosos y disminuye esta en suelos arcillosos;
mejora le retencion de humedad en el suelo y la capacidad de retencién del agua
(Tisdale y Nelson, 1966; Guerrero,1996; Bollo,1999) estimula el desarrollo de
plantas; mejora y regula la velocidad de infiltracion del agua, disminuyendo la

erosion producida por el escurrimiento superficial.

Los cultivos fertilizados de manera organica han demostrado tener mayor
contenido de metabolitos secundarios (Dossier, 2007), lo cual puede deberse a
que estos cultivos no tiene tratamiento quimico por lo que deben mejorar su

defensa contra insectos y patégenos.
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CAPITULO Il JUSTIFICACION

El método mas empleado en el campo para la fertilizacidbn es el quimico, sin
embargo, el uso indiscriminado de fertilizantes y plaguicidas sintéticos ha
ocasionado no solo la aparicion de poblaciones de insectos cada vez mas
resistentes a estos productos, sino también un impacto ambiental negativo,
afectando a los enemigos naturales, contaminando las capas freaticas y el aire
(Albert, 2007).

Por esta razén, se ha considerado a los fertilizantes y abonos naturales como un
campo apropiado para la busqueda de nuevas estructuras con menor impacto
ambiental y con potencial para el control de plagas agricolas, conservacion de
alimentos (antioxidantes obtenidos de plantas y frutas) y en el area medicinal
dando origen a nuevas e interesantes lineas de investigaciéon en los paises de
Ameérica Latina (Mancebo et al. 2000, Rodriguez et al. 1982).

La hierba santa (Piper auritum Kunth), es una planta endémica de América Central
y América del Sur, y se encuentra distribuida en gran cantidad en el estado de
Chiapas. En este estudio se evaluaran los efectos de la fertilizaciéon en plantulas
de hierba santa con vermicomposta, lixiviado y roca fosférica sobre el crecimiento
y el contenido de polifenoles en los extractos metandlicos de las hojas y su
actividad antirradical. Con esto se espera aumentar la concentracién y la
capacidad antioxidante de los polifenoles contenidos en la hierba santa y obtener

mejores caracteristicas de crecimiento.
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CAPITULO IV OBJETIVOS
4.1 General

Evaluar el efecto de la fertilizacién con vermicomposta, lixiviado y roca fosférica en
las plantas de hierba santa (Piper auritum Kunth) sobre las caracteristicas de

crecimiento y la sintesis de compuestos fendlicos y su actividad antirradical.

4.2 Especificos

Determinar el efecto de la fertilizacion con vermicomposta, lixiviado y roca
fosférica sobre las caracteristicas de crecimiento de la planta de hierba santa
(altura, tallo, entrenudos, hojas y raices).

Cuantificar la concentracién de fenoles totales y flavonoides en los extractos
metandlicos de las hojas de Piper auritum Kunth cultivadas organicamente

Determinar la actividad antirradical del extracto metandlico de hojas de hierba
santa provenientes de plantas cultivadas con vermicomposta, lixiviado y roca

fosférica.

Optimizar las dosis de vermicomposta, lixiviado y roca fosférica para maximizar la

produccién de fenoles totales y flavonoides y para obtener el maximo crecimiento.
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CAPITULO V MATERIALES Y METODOS
5.1 Recoleccion de material vegetal

Las plantas de Piper auritum se obtuvieron a partir de esquejes que fueron
cultivadas en vivero por cuatro meses, se especificaron los tratamientos de
acuerdo con un disefio de tres niveles y tres factores de Box-Behnken con tres
repeticiones en el punto central. Las variables y sus niveles seleccionados fueron
vermicomposta (5, 10 y 15 ml planta -1), lixiviado (10, 20 y 30 g planta -1), y roca
fosférica (1, 2 y 3 g planta -1). Se obtuvieron un total de quince tratamientos y se
repitié cuatro veces para que un total de 60 plantas fueran utilizadas.

Las plantas de hierba santa fueron colectadas a partir de 30 dias de aplicacion de
vermicomposta, lixiviado y roca fosférica, se tomaron las mediciones de altura,
diametro del tallo nimero de hojas, numero de entrenudos y peso fresco y seco de
tallo, hojas y raiz.

Las hojas de hierba de santa recolectadas fueron deshidratadas en un horno al
vacio a 60°C. Posteriormente se registré el peso seco y las muestras fueron
molidas en un molino eléctrico hasta obtener un polvo fino. Las muestras
pulverizadas se guardaron a temperatura ambiente en bolsas de papel estraza
protegidas de la luz.

5.2 Obtencion de extractos metanolicos

Se pesaron entre 500 y 100 mg de hojas pulverizadas de cada muestra, las cuales
se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se adicionaron 20 mL de metanol por
cada gramo de muestra seca, cada muestra fue sometida a un tratamiento con
sonicacion durante dos horas a temperatura ambiente, y posteriormente se
centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante fue evaporado
a vacio en un rotavapor a una temperatura de 45° C. El residuo se resuspendié en
2 mL de metanol y se almaceno a -20° C en tubos Eppendorf protegidos de la luz

hasta su uso.
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5.3 Determinacion de compuestos fenolicos

5.3.1 Fenoles totales (método de Folin — Ciocalteau)

La concentracion de fenoles totales se determind empleando método de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1999), que determina la capacidad que tienen los
polifenoles para reducir el Mo (VI) a Mo (V), como resultado de tal reaccién, el
reactivo de color amarillo adquiere un intenso color azul que se mide con el
espectrofotometro. Para ello se realizé una curva patron de &acido galico a las
siguientes concentraciones de acido galico: 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
0.9y 1 mg/mL.

En tubos de ensayo se agregaron 50 puL de cada concentraciéon de acido galico,
luego se agregaron 2.1 mL de agua destilada y 0.25 mL de reactivo de Folin —
Ciocalteau, los tubos fueron agitados durante 1 minuto en un vértex,
posteriormente se afadieron 0.5 mL de solucion de carbonato de sodio al 20%,
nuevamente se agregé 2.1 mL de agua destilada y se dej6 reposar por dos horas
en la oscuridad, transcurrido el tiempo se midieron las absorbancias a 765 nm.
Para realizar el blanco se anadieron 50 uL de agua destilada en lugar de la
solucién de 4cido galico. Para cuantificar cada muestra, se agregaron 50 pL de los
extractos con una dilucién 1:50. Las pruebas se realizaron por triplicado.

5.3.2 Flavonoides (método del cloruro de aluminio)

El andlisis del contenido de flavonoides se determin6 mediante el método
colorimétrico del tricloruro de aluminio (Chang et al., 2002). Una alicuota de 0.5
mL de cada extracto diluido 1:100 se mezcld con 1.5 mL de Etanol al 95% y 100
uL de tricloruro de aluminio (AICI3 6-H20) al 10%, luego de agitar se agregé 100
UL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de agua destilada. La mezcla se dej6é en
reposo durante 30 minutos. Se leyé la absorbancia a 415 nm en un
espectrofotometro. El resultado fue expresado en equivalentes de quercetina a
partir de una curva patron obtenida con diferentes concentraciones de quercetina
(0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 y 0.1 mg/mL).
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5.4 Determinacion de actividad antirradical

5.4.1 Método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La actividad antirradical de los extractos se determiné en términos de la habilidad
de donar hidrégeno o de atrapar radicales, utilizando el radical estable DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo), de la muestra; se procedié segun la metodologia citada
por Mensor et al. en 2001 con algunas modificaciones. Se tomaron diluciones de
cada muestra de 0.5, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL y en cada tubo se colocaron 2.5 mL de
cada concentracién, posteriormente se agregd 1 mL de una solucién etandlica 0.3
mM de DPPH, se dej6 reposar por 30 minutos en la oscuridad y se ley6 a 518 nm
en un espectrofotdmetro. Se preparé un blanco muestra con 2.5 mL de muestra y
1 mL de etanol al 96%, asi mismo, se prepar6 un control negativo con 2.5 mL de
etanol al 96% y 1 mL de solucion de DPPH. El espectrofotdmetro se ajustd a cero
utilizando etanol al 96%.

Como estandar se utilizaran diluciones de 0.5, 1,1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6 y 8 ug/mL de
acido ascorbico.

Los resultados se expresaron como porcentaje de actividad antirradical (AA%)
calculado mediante la siguiente formula:

(Abs m — Abs b)(100)

AA% = 100 —
% 00 Abs ¢

Donde:

AA% es el porcentaje de actividad antirradical

Abs m es la absorbancia de la muestra

Abs b es la absorbancia del blanco muestra

Abs c es la absorbancia del control negativo

La concentracién efectiva media (EC50) se determind mediante una regresion
lineal, graficando AA% vs Concentracion (ug/mL).
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5.5 Diseio experimental y analisis estadistico.

El disefio experimental empleado es un modelo de superficie de respuesta de tres
niveles y tres factores de Box-Behnken con tres repeticiones en el punto central y
un total de 60 muestras (cuadro 1). El efecto del tratamiento se determiné
mediante analisis de varianza con un nivel de significacion del 95% y la prueba se
llevé a cabo por diferencia significativa media. La calidad del ajuste del modelo fue
expresada por el coeficiente de determinacion R2. La significacion del coeficiente
de regresién se puso a prueba por un t-test. El nivel de significacion fue de P
<0.05. A continuacion, un método de célculo diferencial se utilizé para predecir el
resultado 6ptimo. Se aplic6 una regresion no lineal utilizando el software
Statgraphics Plus (Statgraphics Plus 5.1, 2001) para graficar la superficie de
respuesta. Se utiliza la siguiente ecuacion polinémica y R? determina la calidad del

ajuste del modelo.

y=a+b(x;)+clxz) +dxs3) +elxy)(xz)(x3) + f(x1)(x2) + g(x)(x3) + h(xz)(x3)
+i(x%) +j(x2%) + k(x3?)

Donde y es la respuesta y xi, x2 y x3 los factores (vermicomposta, lixiviado y roca
fosférica) y a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k son los parametros a identificar.

Cuadro 1. Niveles reales y codificados de los parametros del disefo.

Factores Niveles

Bajo (-1) Central (0) Alto (+1)
(X,) vermicomposta (g planta™) 10 20 30
(X,) lixiviado(mL planta™) 5 10 15
(X5) roca fosforica (g planta™) 1 2 3
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CAPITULO VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas de crecimiento.

La altura de las plantas de hierba santa biofertilizadas varié en un rango de 4.0 a
8.6 cm, el diametro del tallo fue desde 6.7 hasta 12.1 mm, el nimero de hojas fue
de 1.5 hasta 3 y el numero de entrenudos fue de 4.3 a 6.3 en los diferentes
tratamientos experimentales (Cuadro 2). El analisis de varianza ANOVA mostré
que la adicion de vermicomposta, lixiviado y roca fosférica como biofertilizantes en
la planta de Hierba Santa (Piper auritum Kunth) no tuvo efecto estadistico
significativo (p<0.05) sobre los parametros de crecimiento de la planta (Cuadro 3).
Sin embargo, se encontré diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las
diferentes dosis de lixiviado y roca fosférica aplicadas y que se observa en el peso
fresco de la raiz y peso seco de la raiz, presentando valores de 4.3 a6.7gy 0.6 a
0.2 g respectivamente, mientras que la vermicomposta unicamente tuvo diferencia
estadistica significativa (p<0.05) en el peso fresco del tallo que tiene valores de 6.4
a 12.8 g (Cuadro 4).
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Cuadro 2. Parametros de crecimiento de plantulas de Piper auritum Kunth después de 30 dias de crecimiento

Tratamiento Dosis Parametros de crecimiento
Vermicomposta Lixiviado Roca fosfoérica Altura ® Diametro Nuimero Numero de Peso fresco del
del tallo ® de hojas®  entrenudos * tallo *
—g planta'— —ml planta”— — g planta'— —cm— —mm— —g planta -1—
1 20 10 2 5.5+1.86 9.7+1.03 2.0+0 6.3+1.25 10.2+2.99
2 10 5 2 5.3+0.96 9.7+£1.73 1.8+0.96 5:5E1:0 6.4+2.07
3 30 5 2 5.2+1.43 10.1+1.44 2.0=0 5.3+0.47 7.2+2.24
4 10 15 2 4.0+£2.16 10.6+0.75 2.0+0.82 5.8+1.26 8.8+3.35
3 30 135 2 7.7+£0.94 6.7+4.47 3.0+1.15 4.34+2.22 7.8£5.90
6 10 10 1 4.3+1.31 10.8+2.12 3.0+0.82 5.0+0.82 8.9+4.71
7 30 10 1 6.5+0.91 10.9+2.81 2.3+0.5 5.8+0.5 9.8+4.05
8 20 10 2 6.8+1.89 11:2+1.26 1.8+0.96 6.0+0 12.8+1.44
9 10 10 3 8.6+3.12 9.8+1.40 2.5+0.58 5.8+0.96 9.1+4.16
10 30 10 3 7.8+2.18 121175 2.0+0.82 6.0+0 12.1+£3.23
11 20 ) 1 T:3:E1.54 10.0+£0.24 2.0+0 5.6+0.42 12.1+1.14
12 20 15 1 6.9+£3.01 9.0+0.41 2.3+0.47 6.0+0 7.5+2.91
13 20 5 3 5.54+1.47 11.7£1.10 1.5+0.41 5.0+0 10.3£+1.43
14 20 15 3 7.3+4.03 11.2+0.85 2.0=0 5.3+0.94 10.9+2.22
15 20 10 2 6.0+2.34 10.3+0.50 2.0+0 5.0+0.82 9.2+1.11
LSD (0.05) 4.6 5.4 L5 2.08 6.3

? Los valores son el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 2. (Continuacién) Parametros de crecimiento de plantulas de Piper auritum Kunth después de 30 dias de crecimiento.

Tratamiento Dosis Parametros de crecimiento
Vermicomposta Lixiviado Roca fosforica Peso fresco Peso fresco raiz'  Peso seco tallo®  Peso seco hojas” Peso seco raiz’
hojas *
—gplanta'—  —ml planta’— — gplanta’— —egplanta-  —g planta -}— —gplanta-.—  —gplanta -,— —eg planta -)—
i—
1 20 10 2 6.6+1.48 6.4+1.56 1.8+0.37 0.9+0.22 1.3+0.34
2 10 5 2 5.3+£3.91 5.8+2.20 2.3+1.30 0.9+0.42 1.5+0.89
3 30 5 2 6.4+0.60 5.5+1.63 1.840.33 0.8+0.07 1.4+0.48
4 10 15 2 6.8+4.28 3.7£1.75 2.1£1.01 0.7+0.46 0.6+£0.40
5 30 15 2 7.9+7.20 6.0+1.63 2.3+2.47 1.1£1.13 1.0+£0.95
6 10 10 1 T 1152 532,52 2,1+1.31 0.9+0.25 1.1£0.55
T 30 10 1 7.8+4.09 4.8+0.95 2.0+£0.91 0.8+0.46 1.1+0.31
8 20 10 2 6.0+4.03 5.4+0.84 2.7£1.05 0.8+£0.47 1.0+£0.18
9 10 10 3 7.1+£2.24 5.442 .06 1.741.17 0.9+0.45 1.1+0.28
10 30 10 3 7.5+4.55 6.0+2.52 2.5+0.31 0.9+0.58 0.9+0.39
11 20 5 1 8.0+£0.86 6.7+0.65 2.440.73 1.14£0.18 1.3+0.23
12 20 15 1 8.0+0.75 4.3+0.61 2.240.96 0.6+0.24 0.9+0.19
13 20 5 3 6.2+2.40 6.5+1.73 3.5+1.57 0.9+0.36 1.9+0.60
14 20 15 3 7.4+0.95 8.1+1.66 3.1+0.55 1.240.35 2.2+1.05
15 20 10 2 6.0£1.51 5.1+0.80 1.9+0.78 0.7+0.16 1.1+£0.19
LSD (0.05) - 4.42 1.84 - 1.59

* Los valores son el promedio de cuatro repeticiones.
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Cuadro 3. Valores P para vermicomposta, lixiviado y roca fosfdrica en las caracteristicas de crecimiento de Piper auritum Kunth.

Altura Diametro Numero de Numero de Peso fresco Peso fresco  Peso  Peso secoPeso seco Peso
del tallo hojas entrenudos hoja tallo  frescoraiz hoja tallo  seco raiz
Factor
Valor - P
Vermicomposta 0.2825 0.7319 0.0958 0.6446 0.7022 0.1039 0.2105 09395 0.3776 0.1341
Lixiviado 0.6191 0.1204 0.0731 0.3796 0.5983 0.2143 0.4487 0.7921 0.4674 0.0662
Roca fosforica 0.1101 0.0935 0.1675 0.9640 0.3907 0.3845 0.0867 0.6687 0.2231 0.0926
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Cuadro 4. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de vermicomposta, lixiviado y roca fosforica en las caracteristicas de crecimiento de Piper
auritum Kunth.

Tasa de aplicacién Altura de la planta®  Didmetro del tallo®  Numero de hojas®  Numero de entrenudos®
Fertilizante —g o ml planta -' — —cm— —mm—
organico
Vermicomposta
10 5.67 a 10.23 a 232a 545a
20 6.53a 1044 a 1.94a 557a
30 6.89 a 9.96 a 232a 5.28a
LSD® - - - -
Lixiviado
5 593 a 10.45 ab 1.90 b 532a
10 6.56 a 10.71 a 2.26 ab 5.68 a
15 6.60 a 9.46b 242a 53la
LSD " - 1.256 0.520 -
Roca fosforica
1 6.17 ab 9.99 ab 244 a 548 a
2 5710 9.65b 2.10a 539a
3 721a 10.99 a 205a 542 a
LSD"® 1.49 1.34 - -

* Incremento del parametro de crecimiento después de un mes de aplicacién de fertilizantes; ® LSD = diferencia minima significativa a P <0,05.

Letras diferentes indican diferencia minima significativa.




Cuadro 4. (Continuacion) Efecto de diferentes dosis de vermicomposta, lixiviado y roca fosforica en las caracteristicas de crecimiento de Piper
auritum Kunth

Tasa de aplicacion Peso fresco Peso fresco tallo*  Peso fresco raiz* Peso seco hojas * Peso seco tallo * Peso seco raiz *
hojas *
Fertilizante —gomLplanta-'— —(gplanta’) —(gplanta')— —(gplanta’)— —(gplanta’)— — (g planta ') — — (g planta ") —
organico —
Vermicomposta
10 6.76 a 821b 5.17a 0.88a 2.15a 1.13a
20 7.00 a 1036 a 6.14a 0.90a 2.59a 145a
30 7.62a 9.15 ab 5.67a 0.94 a 225a 1.15a
LSD" - 2.15 - - - -
Lixiviado
5 6.68 a 8.88a 6.10a 093 a 249a 1.50 a
10 6.99a 1023 a 545a 0.86a 2.10a 1.07b
15 7.72a 8.62a 546a 094 a 24l a 0.15ab
LSD"® - - - - - 0.42
Roca fosforica
1 779a 9.04a 5.19b 0.88a 2.17a 1.09a
2 6.49a 8.63a 5.38 ab 0.86 a 2.13a 1.14a
3 7.12a 10.04 a 643 a 098 a 270a 149 a
LSD" - - 1.24 - - -

* incremento del pardmetro de crecimiento después de un mes de aplicacion de fertilizantes; ® LSD = diferencia minima significativa a P <0,05.
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Los parametros de crecimiento de las plantas fueron influenciados positivamente
por la adicion de lixiviado y roca fosforica. El fésforo (P), después del nitrogeno, es
el segundo macronutriente requerido para el crecimiento de las plantas. El
desarrollo de la raiz, tallo, fortaleza del tallo, flores, formacién de semillas, la
madurez del cultivo, la fijacion del N en leguminosas y la calidad de los cultivos
son atribuidos a la nutricién con fosforo (Thakur et al., 2014).

Se ha demostrado también, que la aplicacion de lixiviado mejora la salud de las
plantas, el rendimiento del cultivo y la calidad nutritiva (Gamaley et al., 2001; Pant
et al., 2009), se cree que los nutrientes minerales solubles, acidos organicos y
reguladores de crecimiento hidrosolubles presentes en el lixiviado tienen efectos
positivos en el desarrollo inicial de las raices, y el crecimiento de las plantas
(Keeling et al, 2003; Edwards et al, 2006; Arancon et al., 2007). Los
microorganismos presentes en el lixiviado también puede inducir resistencia a las
enfermedades, asi como estimular la absorcion de nutrientes y crecimiento de las

plantas (Scheuerell y Mahaffee, 2002; Ingham, 2005; Hargreaves et al., 2008).

El suelo enriquecido con vermicomposta provee sustancias que no se encuentran
en los fertilizantes quimicos (Kale, 1998; Ansari e Ismail, 2008), tales como acidos
hamicos, acidos fulvicos y huminas (Nagavallemma et al, 2004). Los
biofertilizantes contribuyen con macronutrientes y micronutrientes en las
cantidades requeridas por las plantas (Ansari y Sukhraj, 2010), estos nutrientes de
las plantas se adsorben sobre las moléculas de acidos humicos y se liberan lenta
y gradualmente en el suelo y puestos a disposicion de los procesos de crecimiento
y desarrollo de las plantas (Senesi, 1992, Arancon et al, 2005; Gutiérrez, et al.,
2007). La vermicomposta se compone principalmente de C, H y O, y contiene
nutrientes como el NOs, POs4, Ca, K, Mg, S y micronutrientes que exhiben efectos
similares sobre el crecimiento de las plantas y el rendimiento que los fertilizantes
inorganicos aplicados a los suelos (Singh et al, 2008). Saenz et al. (1998)
reportaron que la adicion de vermicomposta al suelo tiene como consecuencia un
aumento en el contenido de minerales en el sustrato y concentraciones mas altas

de P, Ca, Mg, Cu, Zn y Mn en los tejidos de brotes de trébol rojo y pepino.

38



Los valores maximos obtenidos mediante la optimizacion por superficie de
respuesta de la concentracion de biofertilizantes (Cuadro 5) son plantas con 8.67
cm de altura agregando 29.9 g de vermicomposta, 14.8 mL de lixiviado y 3 g de
roca fosférica; diametro del tallo de 12.50 mm agregando 30 g de vermicomposta,
5.3 mL de vermicomposta y 3 g de roca fosférica ; plantas con un promedio de
2.84 hojas, agregando 30 g de vermicomposta, 13.8 mL de vermicompostay 1 g
de roca fosférica y 5.91 entrenudos agregando 10 g de vermicomposta, 12.1 mL
de lixiviado y 3 g de roca fosférica. Los coeficientes de la ecuacion de segundo
grado para la altura de la planta, diametro del tallo, nuUmero de hojas y numero de

entrenudos se calcularon por ajuste de minimos cuadrados (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Optimizacion de la concentracion de vermicomposta, lixiviado y roca fosforica para

maximizar las caracteristicas quimicas y de crecimiento en Piper auritum Kunth.

Caracteristicas

Vermicomposta (g)

Valores optimos

Lixiviado (mL)

Roca fosforica (g)

Altura de la planta

Diametro del tallo

Nimero de hojas

Numero de entrenudos

Peso fresco tallo

Peso fresco hojas

Peso fresco raiz

Peso seco tallo

Peso seco hojas

Peso seco raiz

Fenoles totales

Flavonoides

299

300

30.0

10.0

224

299

284

300

214

17.6

300

30.0

14.8

53

138

12.1

11.8

14.9

150

15.0

5.0

5.0

14.8

149

3.0

3.0

3.0

3.0

29

29

3.0

3.0
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Cuadro 6. Ecuaciones para maximizar las caracteristicas de crecimiento y produccion de fenoles y
flavonoides en Piper auritum Kunth.

Factor Ecuacion

Altura de la planta 7.75 + 0.1225*%VC - 0.295*VW - 2.875*PR - 0.0025*VC"2 + 0.019*¥*VC*VW -
0.075*VC*PR - 0.012*VW"2 + 0.11*VW*PR + 0.95*¥PR"2

Diémetro del tallo 7.95+0.23125*VC + 0.9¥VW - 4.2375*PR - 0.0035*VC"2 - 0.0215*VC*VW +
0.055*VC*PR - 0.031*VW"2 + 0.025*VW#*PR + 0.85*PR"2

Numero de hojas 4.63333 - 0.203333*VC + 0.0433333*VW - 0.933333*PR + 0.00383333*VC"2 +
0.004*VC*VW + 0.005*VC*PR - 0.00466667*VW"2 + 0.01*VW*PR +
0.133333*PR"2

Numero de entrenudos 2.11667 + 0.159583*VC + 0.426667*VW + 0.0458333*PR - 0.00183333*VC"2 -
0.0065*VC*VW - 0.015*VC*PR - 0.0143333*VW"2 - 0.005*VW*PR +
0.0666667*PR"2

Peso fresco del tallo 5.58333 +0.712917*VC + 0.818333*VW - 6.92083*PR - 0.0170417*VC"2 -
0.009*VC*VW + 0.0525*VC*PR - 0.0591667*VW"2 + 0.26*VW*PR +
0.945833*PR"2

Peso fresco hojas 11.45-0.01875*VC - 0.185*VW - 4.7375*PR + 0.001875*VC"2 + 0.0¥VC*VW -
0.0075*VC*PR + 0.0085*VW"2 + 0.06*VW*PR + 0.9875*PR"2

Peso fresco raiz 12.4333 +0.122917*VC - 0.976667*VW - 3.72083*PR - 0.00704167*VC"2 +
0.013*VC*VW + 0.0275*VC*PR + 0.0128333*VW"2 + 0.2*VW*PR +
0.445833*PR"2

Peso seco tallo 2.65-0.0275*VC - 0.1925*VW - 0.6875*PR + 0.0¥*VC"2 + 0.0025*VC*VW +

0.0025*VC*PR + 0.003*VW"2 + 0.04*VW*PR + 0.075*PR"2

Peso seco hojas =4.18333 +0.0716667*VC - 0.344167*VW - 1.32083*PR - 0.00366667*VC"2 +
0.0035*VC*VW + 0.0225*VC*PR + 0.0143333*VW"2 - 0.01*VW*PR +
0.308333*PR"2

Peso seco raiz 2.73333 +0.0929167*VC - 0.361667*VW - 0.770833*PR - 0.00266667*VC"2 +

0.0025*VC*VW - 0.005*VC*PR + 0.0103333*VW"2 + 0.035*VW*PR +
0.183333*PR"2

Fenoles totales 26.3875 +0.177438*VC - 2.8605*VW - 2.0975*PR - 0.00674063*VC"2 +
0.0352125*VC*VW - 0.115687*VC*PR + 0.122388*VW"2 - 0.035625*VW*PR +
0.818437*PR"2

Flavonoides 5.04375 + 0.0222188*VC - 0.234875*VW + 0.139063*PR + 0.00148125*VC"2 -
0.0012875*VC*VW - 0.041125*VC*PR + 0.01895*VW"2 - 0.080125*VW*PR +
0.279375*PR"2

VC= vermicomposta; VW= lixiviado; PR= roca fosférica

41



6.2 Cuantificacion de fenoles totales y flavonoides.

De acuerdo al ANOVA realizado con un nivel de confianza del 95%, la
concentracion de lixiviado y roca fosférica tuvieron efecto estadistico significativo
(p<0.05) sobre la produccidén de compuestos fendlicos y flavonoides en las plantas
de hierba santa (Piper auritum Kunth) (Cuadro 8). La concentracién de fenoles
totales y flavonoides disminuyé conforme aumenté la dosis aplicada de roca
fosférica (Cuadro 9). El mayor contenido de fenoles totales fue 19.4 mg EAG/g de
muestra seca obtenido fertilizando la planta con 20gr de vermicomposta, 15mL de
lixiviado y 1g de roca fosférica (Cuadro 7). Conde y Guerrero en (2013), reportaron
una concentracion de compuestos fendlicos en extractos etandlicos de hojas de
hierba santa en un rango de 6.79 — 23.83 mg GAE/ g de muestra seca usando
sonicacion como método de extraccion. Respecto al contenido de flavonoides,
bajo las mismas condiciones de fertilizacibn se obtuvieron 5.6 mg EQ/g de

muestra seca (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Resultado de la cuantificacion de fenoles totales y flavonoides en hojas de Piper auritum

Kunth.
Vermicomposta Lixiviado Roca fosférica  Fenoles totales Flavonoides *
Tratamiento — (gplanta’) — — (mlplanta’) — — (g planta™) — —mg g planta ' —
1 20 10 2 10.9+0.82% 3.4+0.14%
2 10 5 2 13.4+1.02 5.3+0.37
3 30 5 2 12.1+0.31 4.5+0.01
4 10 15 2 12.5+0.94 3.9+1.11
5 30 15 2 18.2+4.57 2.940.09
6 10 10 1 11.4+0.34 3.5+0.29
7 30 10 1 12.7+1.72 4.6+0.17
8 20 10 2 14.8+3.09 4.0+0.51
9 10 10 3 13.2+0.80 4.0+0.23
10 30 10 3 9.942.08 3.6+0.20
11 20 5 1 17.1+0.05 4.2+0.16
12 20 15 1 19.3+1.34 5.6+0.32
13 20 5 3 12.1+1.07 3.840.68
14 20 15 3 13.5+1.00 3.6+0.33
15 20 10 2 9.2+1.93 3.1+0.76
LSD (0.05) 10.08 27

# Los valores son el promedio de tres repeticiones.

® El contenido de fenoles totales estd expresado como equivalentes de 4cido galico (GAE mg/g planta).

¢ El contenido de flavonoides est expresado como equivalentes de quercetina (QE mg/g planta).

*d Desviacién estandar.

LSD = diferencia minima significativa a P<0.05
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Cuadro 8. Valores P de vermicomposta, lixiviado y roca fosfdrica en las caracteristicas quimicas de
Piper auritum Kunth.

Fenoles totales Flavonoides
Factor
Valor - P
Vermicomposta 0.5030 0.4526
Lixiviado 00000 0.0217
Roca fosforica 0.0042 0.0124

Cuadro 9. Efecto de diferentes concentracion de vermicomposta, lixiviado y roca fosforica en
contenido de fenoles totales y flavonoides de Piper auritum Kunth.

Tasa de aplicacion Fenoles totales * Flavonoides ™
Fertilizante —g o ml planta -'— —mg g planta "'—
organico
Vermicomposta
10 13.28 a 430a
20 1424 a 4.02a
30 1385a 403a
LSD® - -
Lixiviado
5 13.70b 449 a
10 i1.75¢ 3.80b
15 1591 a 4.07 ab
LSD® 1.95 0.68
Roca fosforica
1 1556 a 458a
2 13.25b 393b
35 12.57b 3.84b
LSD" 298 0.73

* incremento del pardmetro quimico después de un mes de aplicacion de fertilizantes.
b LSD = diferencia minima significativa a P <0.05.
El contenido de fenoles totales esta expresado como equivalentes de acido galico (GAE mg/g planta).

4El contenido de flavonoides esta expresado como equivalentes de quercetina (QE mg/g planta).
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La concentracion de compuestos fendlicos de extractos metandlicos de hojas de
Piper auritum se vieron afectados positivamente por la adiccion de lixiviado,
mientras que aumentando la concentracidén de roca fosférica disminuye la sintesis
de flavonoides en plantas. Esto puede explicarse con estudios que han indicado
que la deficiencia de P, N, B y Mn induce la acumulacién de flavonoides (Lillo et
al., 2007; Stewart et al, 2001), mientras que la implementacion de Co y Ni
incrementa la produccion de flavonoides y la actividad antioxidante enzimética
(Jayakumar et al., 2007).

El alto porcentaje de acidos humicos en vermicomposta contribuye a la salud de
las plantas, ya que promueve la sintesis de compuestos fendlicos como
antocianinas y flavonoides, que pueden mejorar la calidad de la planta y actuan
como un elemento de disuasién a las plagas y enfermedades (Theunissen et al.,

2010); estos compuestos también estan presentes en el lixiviado.

Los compuestos fendlicos son uno de los principales metabolitos secundarios de
las plantas. Estos mismos compuestos se hayan presentes en gran cantidad de
frutas y son parte de la dieta humana. La importancia de los fenoles radica en que
producen soporte mecanico a la planta, contribuyen en la coloraciéon de flores y
frutos, protegen contra patdégenos y herbivoros y son muy efectivos contra
radiacion UV (Strack, 1997). El valor de estos compuestos se basa en las
condiciones en que se cultivan las plantas. Se ha demostrado que las cantidades
de compuestos fendlicos a partir de plantas cultivadas bajo condiciones organicas
son mas altos que los que se cultivan bajo condiciones no organicas (Grusak y
Dellapenna, 1999; Dixon, 2001). Asami et al. (2003) encontrd que las cantidades
totales de sustancias fendlicas fueron mayores en las fresas (Fragaria Ananasa,
var. Chandler) y el maiz (Zea mays) de cultivo organico que en los cultivados con
fertilizantes inorganicos. El total mas alto observado de compuestos fendlicos
puede ser debido al incremento en el estrés ambiental a las plantas por el poco o
nada uso de pesticidas y fertilizantes sintéticos para ayudar en el crecimiento de la
planta (Asami et al., 2003). Conde y guerrero (2013) reportaron una concentracién
de 6.79 mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra seca para extracto
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etandlico de hojas secas de plantas de hierba santa cultivadas sin fertilizar, la cual
es menor que los 19.3 mg equivalentes de acido galico por g de muestra seca en
extracto metandlico de las hojas de hierba santa encontrada en este trabajo.

Muchos compuestos fenolicos (por ejemplo, ésteres, &c. caféico, catequinas) son
funcionales como antioxidantes en concentraciones relativamente bajas, mientras
que, en concentraciones mas altas, ellos mismos son susceptibles a la oxidacién,
se pueden comportan como pro-oxidantes debido a su participacion en las

reacciones de iniciacion.

Los flavonoides son uno de los grupos mas extensos y variados de compuestos
naturales y son probablemente los fenoles naturales mas importantes. Estos
compuestos poseen un amplio espectro de actividades quimicas y biol6gicas
incluyendo la capacidad eliminadora de radicales libres. Los flavonoides tales
como la quercetina, son compuestos fendlicos que pueden ser sintetizados por las
plantas como respuesta al ataque de patégenos, el nivel de compuestos fendlicos
en las plantas depende de su etapa de madurez, variedad, almacenamiento y los
factores genéticos entre otros (Nicolas et al., 1994), y pueden presentar diferentes

niveles en la misma planta creciendo bajo diferentes condiciones de suelo.

Los compuesto fendlicos antioxidantes, especialmente los flavonoides, neutralizan
las especies reactivas de oxigeno (ROS) antes de que causen dafno a las células y
las practicas de cultivo pueden interferir con la cantidad producida de estos
compuestos (Sristisri et al., 2010). Como los compuestos fendlicos también
proporcionan color, sabor y aroma al fruto (Hattenschwiler y Vitousek, 2000) son
esenciales en la produccion de alimentos, ya que son un requisito previo a la

comercializacion de la cosecha y a la aceptabilidad del consumidor.

Para maximizar la concentracién de flavonoides mediante la optimizacién con la
metodologia de superficie de respuesta, las concentraciones de los biofertilizantes
para obtener una concentracion de 5,23 mg por gramo de peso seco son 30 g de
vermicomposta por planta, 14,99 mL de lixiviado por planta y 1 g de roca fosférica
por planta (Figura 15), y para obtener una concentracion de fenoles totales de
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Fenoles totales (mg/g MS)

Fenoles totales (mg/g MS)

20.55 mg g-1 de muestra seca, se requieren 30 g de vermicomposta, 14.8 mL de

lixiviado y 1 g de roca fosférica (Figura 14) (Cuadro 5). Los coeficientes de la

ecuacion de segundo grado para la concentracion de fenoles y flavonoides se

calcularon por ajuste de minimos cuadrados (Cuadro 6).

10.0 30.0 5.0 15.0 1.0 3.0

Fenoles totales

10.0-11.7
11.7-13.4
B 13.4-15.1
Il 15.1-16.8
Il 16.8-18.5
I 18.5-20.2

Fenoles totales (mg/g MS)

c)

Fenoles totales

10.0-11.7
11.7-13.4
Il 13.4-15.1
Il 15.1-16.8
Il 16.8-18.5
I 18.5-20.2

Fenoles totales

10.0-11.7
11.7-13.4
Il 13.4-151
N 15.1-16.8
Il 16.8-18.5
N 18.5-20.2

Figura 14. a) Grafico de efectos principales para fenoles totales, b) Grafico de superficie de respuesta

para vermicomposta y roca fosférica, c) Grafico de superficie de respuesta para vermicomposta y

lixiviado, d) Grafico de superficie de respuesta para lixiviado y roca fosférica. MS= muestra seca, VC=

vermicomposta, L= lixiviado y RF= roca fosférica.
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Figura 15. a) Grafico de efectos principales para flavonoides, b) Grafico de superficie de respuesta
estimada para vermicomposta y roca fosforica, c) Grafico de superficie de respuesta estimada para
lixiviado y roca fosforica, d) Grafico de superficie de respuesta estimada para vermicomposta y
lixiviado. MS= muestra seca, VC= vermicomposta, L= lixiviado y RF= roca fosfdrica.

6.3 Actividad antirradical.

Diversos autores han reportado que la actividad antirradical esta relacionada con
los compuestos fenélicos en algunas plantas (Chizzola et al., 2008, Djeridane et
al., 2006). En los extractos metandlicos de las hojas de hierba santa se obtuvieron
valores de actividad antirradical en un rango de 3.02 hasta 4.86 pg ml' reportado
como la concentracibn minima para inhibir el 50% del radical DPPH (ECso)
(Cuadro 10). Alcanzandose inhibiciones hasta del 91% a una concentracion de 10
ug/mL de extracto, actividad similar a la obtenida con los antioxidantes
comerciales (acido ascorbico, ECso= 5.49 ug ml '), y al acido gélico con 2.14 g
ml. Conde y Guerrero (2013), reportaron valores de actividad antirradical en hojas
secas de hierba santa que van de 8.79 a 18.89 mg Trolox/g de muestra seca y de
7.57 a 12.65 mg ac. ascorbico/g de muestra seca.
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Cuadro 10. Actividad antirradical de Piper auritum Kunth.

Vermicomposta Lixiviado Roca fosforica ECs "
Tratamiento —g planta -1— —ml planta -1— —¢g planta -1— —ugml '—
I 20 10 2 4.86+0.96* a
10 30 10 3 3.024045b
12 20 15 1 4.2240.85 ab

* Los valores son el promedio de cuatro repeticiones.
“ Desviacion estandar.
Letras iguales indican diferencia estadistica significativa.

Estandar: acido gélico ECs 2.14 pg/mL, estandar: acido ascorbico ECs, 2.34 pg/mL reportado por Navarro et al., (2003).

Los antioxidantes son compuestos que retrasan la autooxidacién mediante la
inhibiciéon de la formacién de radicales libres o por la interrupcién de la
propagacion del radical libre por uno o mas de varios mecanismos: 1) barrido de
las especies que inician la peroxidacion, 2) iones quelantes de metales que no
sean capaces de generar especies reactivas o descomponer los peréxidos de
lipidos, 3) reaccionar con Oz — previniendo la formacion de perdxidos, 4) romper la
reaccion en cadena autooxidativa y 5) la reduccién de las concentraciones de Oz
localizadas (Nawar, 1996). Los antioxidantes mas efectivos son aquellos que
interrumpen la reaccion en cadena de los radicales libres. Por lo general,
contienen anillos aromaticos o fendlicos, estos antioxidantes donan H a los
radicales libres, durante la oxidacion se convierten en un radical asi mismos. Estos
intermedios radicales se estabilizan por la deslocalizacién por resonancia del
electron dentro del anillo aromético y forman estructuras de quinonas (Nawar
1996). Los compuestos fendlicos hallados en el extracto metandlico de las hojas
de hierba santa presentan actividad antirradical.
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Moure et al en 2000 reportaron que la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos depende de factores tanto como de las condiciones de crecimiento,
calidad y origen de las plantas, como de los métodos de extraccién y purificacién
usados para determinar la actividad antirradical. También se ha reportado que los
polifenoles se encuentran en el citoplasma de las células, por lo que el uso de
ultrasonido causa un tipo de permeabilidad del tejido por alteraciéon de la
estructura celular, como la parad celular y las membranas celulares que son
importantes para controlar la transferencia de masa del medio circundante
(Usaqueén et al., 2006).

A veces los antioxidantes endb6genos no son capaces de prevenir dafnos
oxidativos, lo que requiere el suministro de antirradicales exégenos. Por lo tanto, el
consumo de compuestos fendlicos en la dieta puede apoyar la prevencion del
estrés oxidativo (Habib y lbrahim, 2011). A pesar del consumo de frutas y
verduras, por lo general las partes no comestibles podrian ser una buena
alternativa para agregar compuestos bioactivos en la dieta (Leite et al., 2012). La
presencia de flavonoides y antocianinas en muchos tipos de frutos comestibles y
vegetales en las dietas modernas proporcionan una pigmentaciéon natural y
poseen una amplia gama de proteccion antioxidante y beneficios terapéuticos para
la salud humana, incluyendo potentes propiedades cardioprotectoras,
neuroprotectoras, anti-inflamatorias y anti-cancerigenas. Hay fuertes evidencias
experimentales que indican que los productos vegetales organicos contienen
concentraciones mas altas de metabolitos secundarios, como los flavonoides, que
los cultivados con productos quimicos, esto podria ser debido a la menor cantidad
de nitrogeno aportada por los abono organicos comparada con la de los abonos
inorganicos (Sharma y Agarwal, 2014). Navarro et al. (2010) reportan para piper
auritum una muy baja actividad antirradical (ECso >100 pg/mL) del extracto
metandlico de hojas recolectadas de plantas de crecimiento silvestre, por lo que
puede ser que el tratamiento con biofertilizantes haya aumentado la actividad
antirradical a 3.02 pg/mL reportadas en el presente trabajo.
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CAPITULO VIl CONCLUSIONES

La adicion de diferentes dosis de vermicomposta, lixiviado y roca fosférica tuvo
efecto estadistico significativo sobre la producciéon de compuestos fendlicos.

La adiccidon de lixiviado no presento efecto estadistico significativo sobre el
crecimiento pero si tuvo diferencia minima significativa en el diametro del tallo, el
namero de hojas y peso seco de la raiz, la adicién de roca fosférica no tuvo efecto
estadistico significativo, sin embargo tuvo diferencia minima significativa en la
altura de las plantas, el peso fresco de la raiz y el didmetro del tallo, la
vermicomposta unicamente tuvo diferencia minima significativa en el peso fresco

del tallo.

El lixiviado y la roca fosférica tuvieron un efecto minimo significativo sobre la
produccién de fenoles totales y flavonoides, a mayor dosis de lixiviado fue mayor
la concentracién de compuestos fendlicos, mientras que a mayor dosis de roca

fosforica se obtuvo menor concentracion de compuestos fendlicos.

El tratamiento que presento mayor actividad antirradical fue al que se le aplicaron
30 g de vermicomposta, 10 mL de lixiviado y 3 g de roca fosférica, y presento
diferencia minima significativa comparado con el tratamiento al que se le aplico 20

g de vermicomposta, 10 ml de lixiviado y 2 g de roca fosforica.

Las condiciones de cultivo, tales como la fertilizacién, el estrés hidrico, el climay la
aplicacién de insecticidas, si afectan la produccién de fenoles totales y flavonoides
en plantas de Piper auritum Kunth.
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