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Resumen

El vino de uva ha sido considerado como una bebida con excelente capacidad
antioxidante, de igual forma, se ha descrito actividad antimicrobiana debido a sus
polifenoles. Actualmente también se producen vinos a partir de diversas frutas, uno
de ellos es el vino de acachul (Ardisia compressa), una planta de la familia
Myrsinaceae, que ha tenido diversos estudios y se considera como una especie con
potente actividad antioxidante; sin embargo, no existe ningun estudio que demuestre
las propiedades o efectos benéficos de estos vinos. Por lo anterior, el objetivo de
este trabajo consistid6 en evaluar la actividad antioxidante en base a los radicales
libres DPPH* y ABTS™, contenido de fenoles totales, acido ascorbico, porcentaje de
actividad quelante; determinar la capacidad antimicrobiana e identificar compuestos
bioactivos del vino artesanal e industrial de Ardisia compressa. Se observd que el
vino artesanal presenta mejor capacidad antioxidante que el vino industrial mediante
ambos métodos, siendo ABTS, el método por el cual se muestra la mayor actividad
con 2896.67 + 6.80 umol ET/L respecto al vino industrial con 1696.67 + 11.70 umol
ET/L. De igual manera, el contenido de fenoles totales fue mayor en el vino artesanal
(766.7 £ 2.50 mg EAGI/L), contra el vino industrial (64 £ 1.50 mg EAG/L), mostrando
una diferencia estadisticamente significativa entre ambos vinos (p<0.001). El
contenido de &cido ascorbico no mostré ninguna diferencia significativa: artesanal
(200 + 0.00 mg EAA/L) e industrial (191.66 + 0.14 mg EAA/L). El porcentaje de
actividad quelante para el vino artesanal fue mayor con 32 + 2.56 % contra industrial
de 26 + 3.05 %. En cuanto a la determinacion de actividad antimicrobiana, el vino
industrial no present6 actividad frente a ninguno de los microorganismos de ensayo;
sin embargo, el vino artesanal presenté actividad selectiva frente a Staphylococcus
aureus ATCC 1654, mostrando una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 60.6
pg/mL. La identificacion de compuestos bioactivos mediante Resonancia Magnética
Nuclear revel6 la presencia de a y B glucosa, asi como de un compuesto con potente

actividad antioxidante y antitumoral, el ardisin.

Palabras clave: actividad antioxidante, Ardisia compressa, capacidad

antimicrobiana, compuestos bioactivos, vino.



Abstract

Grape wine has been considered a drink with excellent antioxidant capacity, likewise,
it described antimicrobial activity due to its high content of polyphenols. Currently,
wines are produced from various fruits, one of them is the acachul wine (Ardisia
compressa), a plant of the Myrsinaceae family, it has had several studies and has
been considered as a specie with potent antioxidant activity. Therefore, the objective
of this work was to evaluate the antioxidant activity based on free radicals DPPH" and
ABTS™, total phenolic content, ascorbic acid, chelating activity; determine the
antimicrobial capacity and identify bioactive compounds of artisanal and industrial
Ardisia compressa wines. It was noted that the artisanal wine has better antioxidant
capacity than industrial wine by both methods, ABTS was the method by which most
activity is shown with 2896.67 + 6.80 umol ET/L compared to industrial wine 1696.67
+11.70 ymol ET/L. Similarly, the total phenol content was higher in the artisanal wine
(766.7 £ 2.50 mg EAG/L), against industrial wine (64 = 1.50 mg EAG/L), showing a
statistically significant difference between the two wines (p < 0.001). The content of
ascorbic acid showed no significant difference: artisanal (200 + 0.00 mg EAA/L) and
industrial (191.66 + 0.14 mg EAA/L). The percentage of chelating activity for the
artisanal wine was higher with 32 + 2.56% versus 3.05 + industrial 26%. As for the
determination of antimicrobial activity, industrial wine no activity against any of the
test organisms; however, the artisanal wine presented selective activity against
Staphylococcus aureus ATCC 1654, showing a Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of 60.6 mg/mL. The identification of bioactive compounds by Nuclear Magnetic
Resonance revealed the presence of a and B glucose and a compound with potent

antioxidant activity, the ardisin.

Keywords: antimicrobial activity, antioxidant activity, Ardisia compressa, bioactive

compounds, wines



1. Marco teérico

1.1 Ardisia compressa

Ardisia compressa es una planta de la
familia Myrsinaceae que se encuentra
en las regiones tropicales vy
subtropicales de América (figura 1)
(Gonzales de Mejia et al., 2006). En
México esta planta se desarrolla de

manera silvestre en los municipios de

Xicotepec, Tlaxco, Zihuateutla,

Tlacuilotepec y Jalpan, en el estado de Figura 1. Imagen de Ardisia compressa,
.. presenta flores de un tono blanco rosado y

Puebla. También se puede encontrar frutas redondeadas.

en los estados de Oaxaca, México y
Veracruz (Vazquez et al., 2012). En la figura 2 se muestra la distribucion geografica

completa de esta especie.
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Figura 2. Distribucién geografica de Ardisia compressa en México.
Fuente: www.conabio.com.mx
Siglas de la coleccion: *IEB (Herbario del Instituto de ecologia, México), *TEX
(Herbario de la Universidad de Texas. EUA). *LL (Herbario Lundell. EUA).



http://www.conabio.com.mx/

Ardisia compressa crece en forma de arbustos o arboles pequefios de hasta de 7 m.
Tiene hojas lanceoladas, oblongas o elipticas de 6 a 20 cm de largo, de 3 a 9 cm de
ancho; peciolos de 1 cm de largo, inflorescencia rojiza o purpura en la base, de 5 a
15 cm de largo, generalmente con muchas flores; pétalos de 5 a 7 mm de largo,
rojos. Presenta un fruto maduro algo globoso y de 6 a 8 mm de didmetro (Lascurain
et al., 2010).

Existen aproximadamente 500 especies de Ardisia en todo el mundo, y algunas
especies como A. japonica y A. compressa, se han utilizado para el tratamiento del
cancer en la medicina tradicional. Mientras que A. japonica se utiliza en la medicina
tradicional china para el tratamiento del cancer de pancreas, A. compressa se utiliza
en algunas regiones de América Latina, donde sus extractos de hoja se consumen
en forma de té de hierbas para el tratamiento de algunas afecciones del higado

incluyendo el cancer (Gonzales de Mejia et al., 2006).

Diversos alquilfenoles han sido aislados de especies de Ardisia, y se sabe que
algunos de ellos presentan propiedades contra el cancer. Por ejemplo, el ardisin
(figura 3), un alquilfenol aislado originalmente de A. japonica y recientemente
también encontrado en A. compressa, ha mostrado poseer actividad antioxidante y
antitumoral en animales de experimentacion con cancer de higado, ademas de ser

un ihnibidor potente de las topoisomerasas | y Il (Kobayashi & de Mejia, 2004).

HO (CHa)z \f/

H,CO
OH

Figura 3. Estructura quimica de ardisin



1.2 Acachul: fruto de Ardisia compressa

El acachul es un fruto globoso comestible de color
negro-purpura, en Meéxico es  conocido
tradicionalmente también como chagalapoli,
capulin de mayo, capulincillo, capulin de tejon,
capulin silvestre y chico correoso (figura 4)

Figura 4. Fruto acachul de Ardisia
racimo y botanicamente se clasifica como una drupa. compressa

(Vazquez et al., 2012). El fruto se produce en un

Los frutos son esféricos, con un didmetro de 0,8 a 1,5 cm, de color rojo oscuro a
parpura, tienen una semilla esférica y dura que esta cubierta con una capa de textura

aspera (Joaquin-Cruz et al., 2015).

En la tabla 1 se muestra la composicion mineral y proximal del fruto acachul. El
potasio (K) y el azufre (S) son los minerales mas abundantes, mientras que otros
como zinc (Zn) y manganeso (Mn) se encuentran en cantidades mas bajas (Joaquin-
Cruz et al., 2015).

Tabla 1. Composicion quimica del fruto acachul (Ardisia compressa)

Composicion Porcentaje
Humedad 86.85 + 0.49
Ceniza* 4.41 + 0.005
Extracto etéreo* 4.10 + 0.03
Proteina* 5.85+0.01
Fibra cruda* 12.31 £0.02
Hidratos de carbono* 73.30+0.24

Minerales
P 0.3
K 3.28
Ca 0.41
Mg 0.35
S 2.01
Fe 0.034
Zn 0.0007
Mn 0.0024

Fuente modificada: Joaquin-Cruz et al., (2015).
* Componentes expresados en base seca



Un estudio reciente ha demostrado que el fruto acachul posee mayor capacidad
antioxidante (44.88 = 4.47 umol ET/g) que algunos frutos como la fresa (17.15 = 0.37
pumol ET/g), la zarzamora (16.01 £ 0.51 umol ET/g) y el ardndano (12.90 + 3.17 umol
ET/g) (Joaquin-Cruz et al., 2015).

Esta frutilla es jugosa y presenta un sabor dulce con un toque ligeramente acido.
Debido a esto, en algunas zonas de cultivo, utilizan los frutos para la preparacion de
vinos, con un color rojo profundo, haciéndolos muy atractivos al publico (Vazquez et
al., 2012).

1.3 Vino tradicional de uva

El vino de uva ha sido la bebida de mayor difusion en toda la historia y su consumo
se ha perpetuado desde las mas antiguas civilizaciones hasta nuestros dias. La
industria vinicola representa una de las actividades econdémicas mas rentales e

influyentes del mundo (Gonzalez, 2003).

El vino es el producto resultante de la fermentacién alcohdlica total o parcial del jugo
de uvas maduras, con un contenido minimo de 8.5% (v/v) de etanol. Este es por
tanto, una mezcla hidroalcohdlica. Los componentes mas abundantes son el agua,
que proviene de la uva y que se encuentra entorno al 80-85%, segun el tipo de vino,
y el etanol, que se encuentra normalmente en una proporcién del 9 al 20% en
volumen. Ademas del etanol, también se pueden encontrar otros alcoholes de origen
fermentativo, entre los cuales el mas abundante es la glicerina, que constituye el
tercer compuesto en orden de importancia después del agua y el etanol (Moreno-
Arribas, 2011).

1.3.1 Elaboracién artesanal de vinos de frutas

Varias frutas tropicales, subtropicales y templadas, aunque difieren en forma, color,
sabor y valores nutritivos, aportan numerosos beneficios para la salud. Algunos de
los frutos comestibles maduran en un plazo muy corto. Muchos de los frutos se
consumen frescos, pero grandes cantidades se desperdician durante los periodos de

cosecha pico, debido a altas temperaturas y humedad, mal manejo de las cosechas,



deficientes instalaciones de almacenamiento e infecciones microbianas. Por lo tanto,
la elaboracién del vino de frutas, se considera como una alternativa para utilizar los
excedentes y frutos maduros para la generacion de ingresos adicionales para los

productores de frutas (Umesh & Vishwas, 2015).

Como se mencion6 anteriormente, el vino es definido, legal y tradicionalmente como
el producto de la fermentacion del jugo de uva, sin embargo, el vino de frutas se
puede definir como aquel que proviene de la fermentacion del jugo de una
determinada fruta, principalmente de aquellas con aromas y sabores agradables e

intensos (Gonzalez, 2003).

El vino de frutas, asi como el vino tradicional de uvas, tiene su origen del proceso
bioquimico de la fermentacién alcohdlica, el cual se produce por una oxidacion de los
azucares contenidos en las frutas, accion que puede ser o0 no realizada en presencia
de levaduras del género Saccharomyces, este proceso es anaerobio Yy
posteriormente el vino se conserva en toneles o barriles de madera por varios meses

para mejorar sus propiedades organolépticas (Barbado, 2005).

Se puede hacer vino de maracuya, pifia, guayaba, mango y en general de la mayoria
de las frutas tropicales. Sin embargo, para hacer vino de fruta, deben considerarse
ciertos atributos. El fruto debe ser jugoso para obtener asi un buen rendimiento; debe
ser lo suficientemente dulce para producir abundante alcohol; debe tener la acidez
justa para asegurar el desarrollo de la levadura; y finalmente debe ser muy aromatico
(Gonzalez, 2003).

La fabricacion artesanal emplea equipos poco tecnificados y generalmente de uso
comun. El componente habitual en una planta de vino artesanal, consiste en tanques
de acero inoxidable para almacenamiento y fermentacién, cuyos volimenes oscilan
entre 500 y 3000 litros (Barbado, 2005).

Los pequefios fabricantes sustituyen el tanque de acero inoxidable por varios
botellones de vidrio, sin embargo, hacen el trabajo mas laborioso, aunque cumplen la

misma funcién y a menor costo (Gonzalez, 2003).



1.3.2 Vino de acachul

El proceso de elaboracion del vino artesanal comienza con la colecta y lavado del
fruto maduro, se hace una maceracion, obteniendo asi el jugo del fruto, se puede
adicionar alcohol para acelerar el proceso de fermentacion, azucar o piloncillo,
posteriormente se hace una filtracidn y finalmente es envasado en botellas de vidrio.
El tiempo de fermentacion es mas lento en comparacion con los vinos de preparacion
industrial, ya que no se utiliza ninguna levadura, este puede durar de 6 meses a 1
afo. Al término de la fermentacion, el vino obtiene un sabor dulce y muy agradable al
paladar, es una bebida de baja graduacién, ya que, puede contener solo 10 grados
de alcohol (Vazquez et al., 2012). En la figura 5 se muestra el proceso de

elaboracion del vino artesanal que utilizan los productores en Jalpan, Puebla.

[[ Colecta del fruto J} ————— >l‘ Lavado y almacenado a 4°C \I
!
|
A 4

ﬂ Maceracion J]
Obtencién del jugo
“

[ Filtracién ]
|
1
W

l Envasado a temperatura estable y sin luz l

»
' Fermentacién '

Figura 5. Proceso de elaboracion del vino artesanal




El vino industrial de acachul se diferencia del vino artesanal en el proceso de
fermentacién. El jugo de fruta (mosto), es sometido a la accién fermentadora de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. En este proceso se obtienen como productos:
alcohol (etanol), dioxido de carbono y los componentes caracteristicos del vino. La
graduacion alcoholica de estos vinos es de 12 grados. Al término de la fermentacion,
se hace una clarificacion, con la finalidad de eliminar aquellas particulas que le
ocacionan cierta turbidez al vino como bacterias y levaduras, se utilizan clarificantes
de origen orgéanico, en especial la clara de huevo, en donde actua la albumina, ésta
forma complejos coloidales que floculan y arrastran las particulas suspendidas.
Posteriormente el vino clarificado es sometido a una filtraciobn para alcanzar una
mejor brillantez. Finalmente el vino es embasado, pasteurizado y etiquetado de forma

manual (Vazquez et al., 2012).
1.3.3 Vino y salud

El vino, ademas de su contenido de alcohol, también esta formado por compuestos

bioactivos, entre los que se encuentran los polifenoles (Moreno-Arribas, 2011).

Los franceses, a pesar de ser grandes consumidores de grasas saturadas, tienen
una menor incidencia de enfermedades cardiovasculares que otros paises
desarrollados como Finlandia, Alemania, Reino Unido o Estados Unidos. La clave de
esta aparente contradicciébn se debe a la costumbre de beber vino tinto de forma
regular. Asi, se ha demostrado que el consumo de unos 200 mL de vino al dia, ayuda
a reducir el riesgo cardiovascular, y esto se atribuye, en parte, a la presencia de
algunos compuestos polifendlicos como el resveratrol (Gimeno, 2004).

La capacidad antioxidante del vino esta directamente relacionada con su contenido
en polifenoles. El tipo de polifenoles determina en ultimo término su capacidad
antioxidante y su concentracion cambia segun su variedad, area de produccion,
técnicas agrarias, proceso de vinificacion, vendimia, afio y edad (Moreno-Arribas,
2011).



La contribucion de cada compuesto en particular depende no so6lo de su
concentracion y de su capacidad antioxidante sino que también de su interaccion con
otros componentes. Estudios in vitro demuestran el efecto protector del vino sobre la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), lo que podria explicar su
efecto in vivo. Claramente el consumo moderado y regular de vino tinto previene el
dafio oxidativo al ADN, inducido por una dieta rica en grasas, y confiere proteccion
adicional combinado con una dieta rica en frutas y verduras (Avello & Suwalsky,
2006).

Sin embargo, no solo al vino tradicional de uva se le confieren efectos benéficos a la
salud, diversos estudios han demostrado que los vinos fabricados a partir de otros
frutos también poseen propiedades antioxidantes (Umesh & Vishwas, 2015). En la

tabla 2 se muestran algunos compuestos bioactivos presentes en los vinos de frutas.

Tabla 2. Principales fitoquimicos presentes en vinos de frutas y su

bioactividad.
Fuente del Fitoquimicos Bioactividad
vino
arandano Kaempferol, &cido Inhibicion de a-glucosidasa y capacidad
ferdlico, acido galico. antioxidante.
frambuesa | Acido p-cumarico, acido  Capacidad antioxidante, antiproliferativa y
ferdlico, acido elagico antitumoral
granada Melatonina Regulacion del metabolismo 6seo y
capacidad antioxidante
mango Carotenoides Capacidad antioxidante
naranja Acido p-hidroxibenzoico, Capacidad antioxidante
flavanonas

Fuente: Umesh & Vishwas (2015).

Los vinos hechos a base de grosella negra, arandano, frambuesa y granada han
demostrado actividad antioxidante comparable con el a-tocoferol. Estos vinos
contienen compuestos fendlicos capaces de proteger la oxidacion de los lipidos, asi
como beneficios potenciales contra la formacién de especies reactivas de oxigeno,

principales responsables del dafio celular (Heinonen et al., 1998).



1.4 Especies reactivas de oxigeno y estrés oxidativo

El oxigeno molecular (O2), que se encuentra en el aire que respiramos, al ser
utilizado por los organismos aerobios da lugar a la formacién de las Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO) (Roche & Romero, 1994). Las ERO son producidas por
organismos vivos como resultado del metabolismo celular normal. De bajas a
moderadas concentraciones, funcionan en procesos celulares fisiologicos, pero en
altas concentraciones, producen modificaciones adversas a los componentes
celulares, tales como lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN) (Birben et
al., 2012).

La reduccién de Oz se produce a través de los electrones que escapan de la cadena
respiratoria, dando origen al super oxido (Oz¢*), el cual puede dismutar facilmente y
formar el peréxido de hidrogeno (H202), que en presencia de metales de transicion
como el hierro (Fe?*) y el cobre (Cu*), se produce el radical hidroxilo ((fOH), que es
considerado la especie oxidante més dafiina en los sistemas bioldgicos y el principal

responsable del dafio oxidativo (Roche & Romero, 1994).

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicion de la materia viva a
diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores pro-oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar dichas especies gquimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un
incremento exagerado de la produccién de especies reactivas del oxigeno. Todo esto
trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcién de cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se reconoce como
mecanismo general de dafio celular, asociado con la fisiopatologia primaria o la
evolucion de un namero creciente de entidades y sindromes de interés médico-
social, involucrado en la génesis y en las consecuencias de dichos eventos
(Venereo-Gutiérrez, 2002).



1.5 Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas, cargadas o no, que en su estructura
atomica presentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera gran inestabilidad. Poseen una estructura
birradicélica, son muy reactivos, tienen una vida media corta, por lo que actian
cercano al sitio en que se forman y son dificiles de dosificar. Existe un término que
incluye a los radicales libres y a otras especies no radicalarias, pero que pueden
participar en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes pro-oxidantes
(Venereo-Gutiérrez, 2002).

Dentro de las especies radicalarias de mayor interés desde el punto de vista
biolégico estan: el anion radical superoxido (Oz*), que se forma a partir de una
molécula de oxigeno en presencia de una cantidad de energia suficiente que le
permite adquirir un electrén suplementario, su reactividad es débil, pero puede
penetrar las membranas biolégicas y causar dafio a blancos especificos. El radical
hidroxilo (*OH), tiene la capacidad de reaccionar con casi todas las moléculas
bioldgicas y se considera la especie mas reactiva. El 6xido nitrico (*\NO), es un gas
incoloro que puede interactuar con el Oz*, en una reaccion radical-radical para
generar el anién peroxinitrito (ONOO-) y este puede ejercer su toxicidad directamente
sobre las células. Finalmente el radical diéxido de nitrégeno (*NO2), es un agente
nitrante con capacidad de formar nitrosaminas potencialmente carcinogénicas
(Martinez., 2005).

Las especies no radicalarias de mayor interés bioldgico son: el acido hipocloroso
(HOCI), el cual se considera un potente agente oxidante formado por los neutréfilos
activados en los sitios de inflamacién, por la accién de la enzima mieloperoxidasa
(MPO). Este agente reacciona con los grupos -SH y aminos proteicos, y puede
clorinar las bases purinicas del ADN. También se encuentra el peroxido de hidrégeno
(H202), que es poco reactivo a bajas concentraciones, sin embargo, altas
concentraciones pueden interactuar con los sistemas de generacién de energia de
las células e inactivarlas (Carocho & Ferreira, 2013). Frente a estas especies existe

un sistema de defensa en donde actuan los antioxidantes (Venereo-Gutiérrez, 2002).
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1.6 Antioxidantes

El concepto de antioxidante bioldgico se refiere a cualquier compuesto que, cuando
esta presente en una concentracion inferior en comparacion con la de un sustrato
oxidable, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacion del sustrato. Las funciones
antioxidantes implican la reduccion del estrés oxidativo, mutaciones de ADN,
transformaciones malignas, asi como otros parametros de dafio celular (Pisoschi &
Pop, 2015).

Los antioxidantes son una defensa crucial contra el dafio inducido por radicales
libres, y son fundamentales para mantener la salud y el bienestar 6ptimo (Sen &
Chakraborty, 2011). Los antioxidantes pueden contrarrestar la accion de los radicales
libres por varios mecanismos. Estos mecanismos incluyen: (1) enzimas que
degradan los radicales libres: superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa,
(2) proteinas tales como transferrina, que se puede unir a metales que estimulan la
produccion de radicales libres, y (3) antioxidantes como las vitaminas C y E que
actian como captadores de radicales libres (Rahim et al., 2005). Los antioxidantes

se clasifican en dos principales categorias: primarios y secundarios.
1.6.1 Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son aquellos que reaccionan con las ERO, esto se
consigue convirtiendo las ERO en moléculas menos perjudiciales, antes de que
puedan reaccionar, o evitando su produccion a partir de otras moléculas. Ejemplos
de ellos son enzimas como: superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx)

y catalasa (Monroy-Vazquez et al., 2007).

e Las SOD son un grupo de metaloenzimas que catalizan la conversion de O2",
a H202 y O2 (Cemeli & Baumgartner, 2009).

e EI GPx estd ampliamente distribuida en los tejidos humanos y animales. Su
forma reducida glutationa (GSH) dona electrones y se encuentra a

concentraciones intracelulares a menudo en el rango milimolar. Las GPx son
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consideradas enzimas con la mayor capacidad de remover peroxidos

encontrados en el tejido humano (Cemeli & Baumgartner, 2009).

La catalasa es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los
organismos aerobios. Bajo condiciones de sobreproduccion puede asumir el
papel preponderante en la eliminacion del H202, ésta cataliza la reduccion de
H202a Oz y H20 (Diaz, 2003)

1.6.2 Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios actuan debido a numerosos mecanismos, reduciendo

la velocidad de oxidacién de lipidos por varias acciones, pero sin estabilizar a las

ERO. También pueden desactivar metales pesados pro-oxidantes o ceder hidrogeno

a los antioxidantes primarios provocando regeneracion. Ejemplos de ellos son la

vitamina C y E (Monroy-Vazquez et al., 2007).

La vitamina C, presenta muchas actividades biolégicas en el cuerpo humano;
se ha encontrado que esta puede reducir los niveles de proteina C-reactiva,
un marcador de la inflamacién que puede ser usado para determinar el riesgo

de padecer un infarto agudo al miocardio (Podsedek, 2005).

La vitamina E pertenece a los antioxidantes liposolubles, su actividad biologica
incluye tocoferoles, tocotrienoles, especialmente a-tocoferol. La reaccion
predominante responsable de la actividad antioxidante del tocoferol es la
donacion de atomos de hidrégeno, donde se forma el radical tocoperoxil
(Podsedek, 2005).
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1.7 Compuestos polifendlicos

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una
estructura molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos,
estos compuestos de denominan polifenoles y se les confiere también un poder
antioxidante. Se originan principalmente en las plantas, que los sintetizan en gran
cantidad, como producto de su metabolismo secundario. Existen varias clases y
subclases de polifenoles que se definen en funcién del nimero de anillos fendlicos
gue poseen y de los elementos estructurales que presentan estos anillos (Quifiones,

2012). Los principales grupos de polifenoles se muestran en la figura 6.

Flavonoides Acidos Estilbenos Lignanos
fendlicos
OH
H,CO CH,OH
OH OH HO ’ ’
o OH
OH 0 OH O \ CH,OH
O OH O OH
OH OH O
OH OCH,4
OH OH
Catequina Acido gélico Resveratrol Secoisolalariciresinol

Figura 6. Principales grupos de compuestos polifendlicos.

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas, estudios in vitro e in vivo, indican
gue estos compuestos proporcionan un beneficio al organismo contra diversas
enfermedades. Entre las propiedades benéficas de los polifenoles estan la proteccion
contra lesiones celulares y subcelulares, inhibicion del crecimiento de tumores,
activacion de los sistemas de detoxificacion hepéticos y bloqueo de las vias
metabdlicas que pueden ocasionar carcinogénesis (Mercado-Mercado et al., 2013).

Algunos polifenoles especialmente los flavonoides, muestran una gran capacidad
para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndoseles a su vez
un efecto beneficioso en la prevencibn de enfermedades cardiovasculares,

circulatorias, cancerigenas y neurolégicas (Kuskoski et al., 2005).
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1.7.1 Compuestos polifendlicos con actividad antioxidante en vinos

La concentracion de compuestos polifendlicos del vino varia entre 1.80 y 1.06 g/L,
con un promedio de 2.57 g/L para el vino tinto y entre 0.16 y 0.30 g/L para el blanco.
Sin embargo, la concentracién y variedad de los compuestos fendlicos en el vino
depende de numerosos factores: clima y terreno, una cosecha temprana o tardia, los
diferentes procedimientos del procesado de la uva y del tiempo de fermentacion del
mosto. Los compuestos fendlicos del vino incluyen, entre otros, a los acidos fendlicos
(cumarinico, cinamico, cafeico, gentisico, ferdlico y vanilico) y flavonoides
(catequinas, quercetina y resveratrol), los que son sintetizados por una via

metabdlica comun a partir de la fenilalanina (Gutiérrez-Maydata, 2002).

Se ha planteado que la propiedad cardioprotectora del vino tinto radica en la accién
de sus polifenoles mas investigados, que son el resveratrol y la quercetina, con
propiedades antioxidantes mas potentes que el alfa tocoferol (Palmieri & Manreli,
1999).

El resveratrol es una fitoalexina con varias propiedades biolégicas y farmacoldgicas,
y del que depende el color caracteristico del vino. In vitro el resveratrol ha mostrado
ser un fuerte antioxidante, un fitoestrogeno, un inhibidor de la tumorogénesis, un
vasorelajador, un inhibidor de la agregacién plaquetaria, un inhibidor de la
cicloxigenasa y de los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos. In vivo también se
ha comprobado el efecto antioxidante del resveratrol con LDL de mujeres
posmenopausicas y un efecto como antiagregante plaquetario en conejos

hipercolesterolémicos y voluntarios humanos sanos (Palmieri & Manreli, 1999).

Por otro lado, algunos estudios epidemioldgicos han puntualizado la funcién crucial
del flavonoide quercetina en la prevencién de enfermedades cardiovasculares dada
su capacidad antioxidante. La quercetina actia como protector frente a las especies
reactivas de oxigeno, mediante la neutralizacion de radicales libres como aniones
superoéxido, 6xido nitrico y peroxinitritos entre otros. El efecto antioxidante también
podria deberse a su capacidad para inhibir enzimas como la xantina oxidasa,

lipooxigenasa y NADPH oxidasa, impidiendo la muerte celular (Vicente et al., 2013).
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A los polifenoles presentes en los vinos también se les atribuyen propiedades
termogénicas, antiinflamatorias, antitrombéticas, vasodilatadoras, antialérgicas,

antivirales y antimicrobianas (Kuskoski et al., 2005).
1.8 Importancia de los antimicrobianos

Los antimicrobianos constituyen la base fundamental del tratamiento de las
enfermedades infecciosas. La utilizacion de la penicilina y otros antibidticos a partir
de los afios cuarenta fue uno de los logros mas importantes de ese siglo. Desde
entonces se han obtenido, comercializado y utilizado una gran cantidad de

antimicrobianos (Daza-Pérez, 1998).

Los antimicrobianos de uso clinico ejercen su accién en algunas de las siguientes
estructuras o funciones bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana,
alterando la integridad de la membrana citoplasmatica, impidiendo la sintesis proteica
o bloqueando las funciones de los &cidos nucleicos. Existen también otros
antimicrobianos cuya funcibn es proteger otros compuestos de las enzimas
hidroliticas bacterianas, como es el caso de los inhibidores de B-lactamasas (Calvo &
Martinez-Martinez, 2008).

De igual manera la utilizacién de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad un desafio en la
medicina y se ofrece como alternativa. El reino vegetal ofrece mayor variedad de
sustancias potencialmente Utiles y aplicables en las enfermedades producidas por
microorganismos. Las plantas tienen la capacidad de sintetizar compuestos, la
mayoria relacionadas con el fenol y sus derivados (Domingo & Lépez-Brea, 2003).
En la tabla 3 se muestran los principales compuestos con actividad antimicrobiana

generados por plantas.
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Tabla 3. Grupos auimicos con actividad antimicrobiana obtenidos de plantas

Grupo Compuesto Planta Actividad
guimico
Fenoles simples Timol Thymus officianalis (tomillo). General
Acido antémico Matricaria chamomilla (manzanilla) S. aureus
Terpenoide Ocimum basilicum Salmonella
Quinonas Hipericina Hypericum perforatum (hipérico) VIH
Taninos Quercus rubra (roble) Bacterias
Eucalyptus globulus (eucalipto) Virus
Cumarinas Matricaria chamomilla (manzanilla) Virus
Flavonas Catequina Camellia sinesis Shigella
Isoflavona Millettia thonningii Shistosoma
Quercetina Quercus rubra (roble)
Alcaloides Coca Erythroxylum coca (coca) Cocos
gram(+)
Piperina Piper nigrum Hongos,
Lactobacillus

Fuente: Domingo & Lépez-Brea (2003).

Los lugares y el nimero de gupos hidroxilo (OH) en el anillo de los polifenoles parece
estar directamente relacionado con la toxicidad frente a los microorganismos. El
mecanismo puede estar relacionado con la inhibicion enzimética por los compuestos
oxidados, posiblemente mediante reacciones de grupos sulfihidrilo o por

interacciones no especificas con proteinas (Calvo & Martinez-Martinez, 2008).

1.8.1 Actividad antimicrobiana en vinos

Se han reportado propiedades bactericidas o bacteriostéticas en el vino, frente a
microorganismos patdégenos que producen alteraciones fisiolégicas y se desarrollan
ocasionalmente, en el aparato digestivo, de manera particular, en el intestino
(Garcia-Ruiz, 2009).

La catequina es un antioxidante polifendlico que procede de las plantas en las cuales
aparece como un metabolito secundario. Se ha visto que la catequina entre otros
compuestos fendlicos afectan en el crecimiento de bacterias acido-lacticas, aunque
el mecanismo no esta completamente estudiado (Garcia-Ruiz, 2009). La catequina
es el compuesto fendlico mas abundante en el vino tinto (120-390 mg/L); en el vino
blanco varia entre 16 y 46 mg/L (Frankel, 1995).
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El 4cido galico es un &cido organico que se encuentra en las hojas y corteza del
roble entre otras plantas. El acido galico tiene propiedades antiviricas y antifingicas,
ademas actla como antioxidante y protector de las células contra los oxidantes
(Simonetti & Santamaria, 2014). El acido galico es uno de los compuestos
monomeéricos mas abundantes en el vino tinto (65-126 mg/L). Sin embargo, en el

vino blanco varia entre 4-11 mg/L (Frankel, 1995; Heinonen et al., 1998).

Los taninos tienen un ligero olor caracteristico, sabor amargo y astringente, y su color
va desde el amarillo hasta el castafio oscuro. Quimicamente son metabolitos
secundarios de las plantas, fendlicos, no nitrogenados, solubles en agua y no en
alcohol ni solventes organicos. Los taninos se utilizan en el curtido porque
reaccionan con las proteinas de colageno presente en las pieles de los animales,
uniéndolas entre si, de esta forma aumenta la resistencia de la piel al calor, a la

putrefaccion por agua, y al ataque por microorganismos patdégenos (Frankel, 1995).

También se ha estudiado la actividad antimicrobiana in vitro del resveratrol frente a
diferentes microorganismos,en donde se muestra actividad frente al virus del herpes
simple y frente a hongos dermatofitos como Trichophyton mentagrophytes, T.
tonsaurans, T. rubrum, Epidermophyton floccosum y Microsporum gypseum. En
cuanto a las bacterias su CMI es alta para Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Pseudomona aeruginosa; sin embargo es sensiblemente
menor para Neisseria gonorhoeae y Neisseria meningitidis. De igual forma presenta
actividad frente a Helicobacter pylori (Domingo & Lépez-Brea, 2003). Algunos de

estos microorganismos se describen a continuacion.
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1.8.2 Caracteristicas generales de microorganismos patégenos
1.8.2.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae (figura 7). Esta bacteria ‘
coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un
microorganismo de flora normal, pero hay
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cepas que pueden ser patdgenas y causar S b J/’Tplér‘e
dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,

entre ellos diarrea.

Figura 7. Escherichia coli

Las E. coli patdgenas se caracterizan de acuerdo con el tipo de sintomas clinicos
que producen. La patogenicidad es determinada por su genoma. Las E. coli
facilmente pueden intercambiar genes y generar variaciones de enfermedades
(Rodriguez-Angeles, 2002).

E. coli se puede transmitir a través de la contaminacion fecal por medio de los
alimentos y el agua, asi como también a través de la contaminacion cruzada o por
contacto humano directo durante la preparacién de los alimentos. Mientras tanto, la
principal via de exposicion pareciera ser el consumo de alimentos contaminados,
como carne molida cruda o mal cocida, leche cruda y productos frescos (Calvo &
Martinez-Martinez, 2008).

1.8.2.2 Staphylococcus auerus

El género Staphylococcus estd formado por cocos gram positivos, agrupados como
células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de uvas. Bajo
condiciones normales, S. aureus (figura 8), no produce infecciones, esto sélo ocurre
en pacientes, inmunocomprometidos, es decir, la persistencia de la bacteria en el
huésped conlleva a riesgos de enfermedad. Debido a su amplia versatilidad, esta
bacteria es capaz de causar enfermedades de amplio espectro como infecciones

menores de la piel e infecciones invasoras serias como: bacteriemia, infecciones del
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sistema nervioso central, osteomielitis, infecciones del tracto respiratorio, infecciones
del tracto urinario y el sindrome de choque tdxico, asi como infecciones

gastrointestinales (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Figura 8. Staphylococcus aureus

Sin embargo, una higiene deficiente puede ocasionar una contaminacién en los
alimentos. La enfermedad transmitida por alimentos, resulta de la ingestién de
enterotoxinas termoestables preformadas por una cepa toxigénica de S. aureus que
contaminé y desarroll6 en el alimento. Entre los alimentos implicados en esta
contaminacion se encuentran las ensaladas de papas, huevos, jamén y pollo
(Dinges & Orwin, 2000).

1.8.2.3 Pseudomona aeruginosa

Es una bacteria gram negativa, aerébica, con motilidad unipolar. P. aeruginosa

(figura 9) puede colonizar partes del cuerpo humano aunque la prevalencia de esta

colonizacion en personas saludables es baja
(Lujan-Roca, 2014). Sin embargo los seres
humanos estamos en contacto diariamente con P.
aeruginosa, ya que se encuentra en bajas
cantidades en nuestros alimentos. Se han
obtenido aislamientos de esta bacteria de entre el

2 y el 80 de las heces de personas sanas
(Hardalo, 1997).

=

Figura 9. Pseudomona aeruginosa

19



En su gran mayoria, las infecciones ocasionadas por P. aeruginosa estan
relacionadas al ambiente hospitalario, constituyendo un grave problema clinico. P.
aeruginosa infecta pulmones y vias respiratorias, vias urinarias, tejidos (heridas),

entre otras sepsis (Lujan-Roca, 2014).
1.8.3 Microbiota intestinal

La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema integrado por mas de 400
especies bacterianas. La microbiota comienza a adquirirse después del nacimiento, y
tanto la velocidad de colonizacion como el tipo de microrganismos tienen gran
repercusion en el desarrollo del sistema inmune, la regulacion de la permeabilidad y
el mantenimiento del equilibrio intestinal. Dicho proceso se considera determinante
de la susceptibilidad a las infecciones microbianas (Sanz & Collado, 2006). El
consumo de fitoquimicos y sus productos derivados ejerce efectos significativos
sobre el ambiente intestinal y la modulacion en la composicion de la microbiota
intestinal (Queipo-Ortuiio & Boto-Ordofiez, 2012).

Aproximadamente un 90-95 % de los polifenoles ingeridos en la dieta no se absorben
y llegan intactos al colon, lugar donde son metabolizados por las bacterias alli
presentes, dando lugar a metabolitos que pueden ser mas activos fisiol6gicamente
que los propios polifenoles. Existen evidencias cientificas de que estos polifenoles
presentes en el vino pueden modular la microbiota intestinal. Tal es el caso de la
inhibicion por algunos flavonoides presentes en el vino y algunos de sus metabolitos
microbianos frente a especies bacterianas patdégenas como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y el hongo Candida albicans, entre otros (Queipo-Ortufio &
Boto-Ordoiiez, 2012). Debido a esto se considera a E. coli y S. aureus bacterias
importantes para el desarrollo de éste estudio, ya que estas bacterias colonizan la
microbiota intestinal, siendo E.coli la mas abundante, aunque P. aeruginosa es una
bacteria relacionada principalmente en el ambiente hospitalario, también se ha
encontrado en bajo porcentaje en personas sanas y esto da lugar a las distintas
enfermedades ocasionadas por microorganismos, las cuales fueron descritas

anteriormente.
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2. Planteamiento del problema

Se han documentado diversos estudios de algunas de las 500 especies que
comprende el género de Ardisia, entre ellas Ardisia compressa, sin embargo, las
investigaciones se han concentrado en la parte aérea de la planta, describiendo
algunos de sus compuestos biolégicamente activos, como el ardisin, el cual posee

propiedades antioxidantes y antitumorales.

Las investigaciones sobre el fruto acachul aiun son muy escasas. Actualmente solo
se han descrito algunos de sus compuestos bioactivos, principalmente flavonoides,
asi como la presencia de propiedades antioxidantes. Esta fruta posee un aroma,
sabor y color atractivo que ha sido base para la produccion de vinos artesanales e

industriales en México.

El vino tradicional de uva posee diversos beneficios a la salud y esto se relaciona con
su elevado contenido de polifenoles, que ademas de poseer capacidad antioxidante,
también presenta un efecto antimicrobiano, sin embargo, no solo al vino de uva se le
confieren tales propiedades. Existen otros vinos elaborados a partir de diversas
bayas y frutos, en los cuales también se han encontrado algunos beneficios. En la
actualidad no se conoce evidencia cientifica de las propiedades que pueda contener
el vino producido a partir del fruto de A. compressa, debido a esto se considera como
una fuente importante de estudio, ya que es la forma en la que mayormente se

consume y conoce a esta fruta.
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3. Justificacion

El estrés oxidativo estd directamente ligado con la iniciacién y el desarrollo de
diversas enfermedades tales como la aterosclerosis, cancer, enfermedades del
sistema nervioso central, entre otras. Vinculado a esto, se encuentra la generacion
de radicales libres que provocan un dafo celular directo. Por otro lado, se conoce
que la mortalidad por enfermedades infecciosas ha disminuido en nuestro pais, sin
embargo, existen microorganismos patdégenos que continuamente modifican su

estructura genética para generar resistencia a diversos antimicrobianos.

Por tal motivo, se busca contribuir en el estudio de productos alimenticios con
propiedades antioxidantes y antimicrobianas, asi como de principios biol6gicamente
activos, utilizando los vinos de Ardisia compressa como objeto de estudio, ya que el
fruto de ésta especie recientemente ha sido investigado y se demuestra que posee
mayor actividad antioxidante que algunos frutos como la fresa, la zarzamora y el

arandano.

De esta forma otorgarle un valor agregado al fruto y dar a conocer los beneficios a la
salud que poseen los vinos de acachul, ademas la elaboracion de estos vinos, se
considera como una alternativa en la conservacion de alimentos ya que grandes

cantidades del fruto se desperdician durante los periodos de cosecha pico.
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4. Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y capacidad antimicrobiana, asi como identificar los
compuestos bioactivos presentes en los vinos artesanal e industrial de Ardisia
compressa mediante métodos quimicos, fisicos y espectroscopicos para la

valorizacion de tales productos.
4.1 Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antioxidante presente en el vino artesanal e industrial en
base a los radicales libres ABTS™* y DPPH".

2. Establecer el contenido de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu, contenido
de &cido ascorbico basado en el método calorimétrico de Durist y realizar un

ensayo de actividad quelante.

3. Determinar la capacidad antimicrobiana mediante el método de difusion Kirby-

Bauer.

4. Extraer y purificar los compuestos bioactivos presentes en los vinos e
identificarlos por medio de Resonancia Magnética Nuclear de proton (*H) y
carbono 13 (13C).
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5. Metodologia

La metodologia empleada para el desarrollo de este proyecto se muestra en la figura
10. Se comenz6 con la colecta y la realizacién del analisis quimico proximal del fruto
acachul de Ardisia compressa, posteriormente se obtuvieron los vinos artesanal e
industrial los cuales fueron liofilizados. Se hizo una evaluacion de la actividad
antioxidante mediante DPPH* y ABTS™, asi como un ensayo de actividad quelante,
de igual manera se determind el contenido de fenoles totales y acido ascorbico.
También se evalud la capacidad antimicrobiana mediante el método de difusion
Kirby-Bauer. Finalmente se hizo una extraccion, purificacion e identificacion de los

compuestos bioactivos presentes mediante cromatografia y espectroscopia.

Obtencidn del vino Colecta del fruto de Analisis quimico
industrial en Ardisia compressa en proximal del fruto
Acaxochitlan, Hidalgo Jalpan, Puebla l

Vino artesanal BUAP, siguiendo la

metodologia de la

l AOAC (2005)
v
Liofilizacion

l

Obtencién del extracto

seco
Actividad Extraccion, purificacion e
antioxidante - identificacion de
Actividad compuestos bioactivos
antimicrobiana
DPPH'y Actividad ;
ABTS™ que|ante Cromatografla en
columna y capa fina
Método de (TLC) y Resonancia
\ \ 4 difusion magnética nuclear
Contenido de Acido L- Kirby-Bauer (RMN)
fenoles ascorbico
totales

Figura 10. Esquema metodoldgico del proyecto.
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5.1 Obtencién de las muestras

El fruto acachul (Ardisia compressa) fue colectado en un huerto del municipio de
Jalpan, estado de Puebla; después de ser cortado fue lavado y almacenado a 4° C.
El vino artesanal fue donado por una familia que produce el vino sin comercializarlo
en esta misma zona. El vino industrial se compré en el municipio de Acaxochitlan en

el estado de Hidalgo.
5.2 Andlisis quimico proximal del fruto

El andlisis quimico proximal fue realizado en el departamento de alimentos de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP), por la Dra. Maria Elena
Ramos Cassellis; se evaluaron 100 g de muestra seca, los pardmetros se
determinaron de acuerdo a la metodologia estandarizada por la AOAC (2005), se
determind el porcentaje de humedad (método 925.09), porcentaje de proteina
(método 991.20), extracto etéreo (método 930.39), cenizas (método 923.03) y fibra
dietética (método 985.29). Los hidratos de carbono fueron calculados por diferencia.

5.3 Liofilizacién de los vinos

El vino artesanal (750 mL) y el vino industrial (1 L), se concentraron en un rotavapor
(Buchi Labortechnik AG R-200, Suiza), para retirar agua y alcohol disponible, esto a
una temperatura de 60 °C hasta lograr la concentracion de las muestras.
Posteriormente se depositaron en bolsas herméticas y se sometieron a
ultracongelacion a una temperatura de -76°C. Una vez congeladas las muestras se
colocaron en jarras de vidrio y se conectaron al liofilizador (LABCONCO VWR26671-

58) a una presion de 0.040 mBar y una temperatura de -52 °C, durante 4 dias.
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5.4 Pruebas de actividad antioxidante
5.4.1 Ensayo y determinacion de la actividad antioxidante por el método DPPH

El ensayo de DPPH se utiliza para evaluar el potencial de captacion de radicales
libres de una molécula antioxidante. Este ensayo se basa en el principio de que el
DPPH- al aceptar un atomo de hidrogeno (H) de la molécula antioxidante, resulta una
reducciéon del DPPH" a DPPH? (figura 11), en el cual se presentan cambios de color

purpura a amarillo (Sharma & Bath, 2008).

e
H + A
NO, N—N + AAH — > NO, N—N
- O - 0

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

Figura 11. Reduccion del DPPH®, convirtiéndose en una especie no radicalaria.

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo al método descrito por Sharma & Bath,
(2008) con modificaciones. Para este ensayo se prepararon en matraces aforados
las siguientes soluciones diluidas en etanol absoluto: el radical libre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo (DPPH") a una concentracion de 0.074 mg/mL, como antioxidante de
referencia se utilizé Trolox a una concentracion de 0.075 mg/mL, ambas soluciones
se transfirieron en vasos de precipitado cubiertos con papel aluminio para evitar su

rapida degradacion

Se realiz6 una curva estandar del antioxidante de referencia (anexo 1.3) a diferentes
concentraciones adicionando etanol como diluyente: 0, 50, 100 y 200 pmol ET/L, se
obtuvo una ecuacion de correlacion con la cual se determiné su correspondiente

equivalencia en Trolox.
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Se realizaron las pruebas de dilucién para analizar las muestras de acuerdo a la
curva de calibracion, una vez elegida la dilucion, se colocaron las muestras en
microtubos (1.5 mL) y se adicionaron 500 uL del radical DPPH’, las muestras se
dejaron reposar 1 hora y se leyd la absorbancia a 520 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software KC Junior, USA), utilizando etanol
como blanco de referencia. El ensayo se realiz6 por triplicado y los resultados fueron

expresados en umol Equivalentes de Trolox por litro (umol ET/L).
5.4.2 Ensayo y determinacién de la actividad antioxidante por el método ABTS

La generacioén del radical cation ABTS™, implica la produccion directa del croméforo
ABTS™ verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio
(K2S20s). La adicion de los antioxidantes al radical pre-formado lo reduce a ABTS
(figura 12) (Zulueta et al., 2008).

-03S
>—N
C 2H L + Ant|OX|dante

C2H5
ABTS* azul K2SOs
HO5S
\@: >_N F__
CoHjs

Csz
ABTS?Z incoloro

Figura 12. Reaccion del ABTS™ en presencia de un antioxidante.

Esta determinacion se realizé de acuerdo al método descrito por Kuskoski et al.,
(2005). Se prepararon las siguientes soluciones diluidas en agua desionizada: el
reactivo ABTS™ a una concentracion de 3.89 mg/mL, la solucion de persulfato de
potasio a 0.66 mg/mL. Ambas soluciones fueron homogeneizadas y la mezcla se

dej6é reposar 16 horas, en un vaso de precipitado con papel aluminio y a temperatura
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ambiente. Listo el concentrado del radical, se diluy6 la solucién de ABTS"* en etanol
absoluto hasta obtener una absorbancia inicial de 0.7 = (0.01) a 754 nm.

Se realiz6 una curva estandar utilizando Trolox como antioxidante de referencia
(anexo 1.2) a diferentes concentraciones usando etanol absoluto como diluyente: O,
50, 100, 200 y 300 umol ET/L y se obtuvo la ecuacion de correlacién con la cual se

determiné su correspondiente equivalencia en Trolox.

Se realizaron las pruebas de dilucion para analizar las muestras de acuerdo a la
curva de calibracion, una vez elegida la dilucién, se colocaron las muestras en
microtubos (1.5 mL) y se adicionaron 980 pL del radical ABTS™, las muestras se
dejaron reposar 7 minutos, se leyd la absorbancia a 754 nm en un lector de
microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software KC Junior, USA), se manej6 etanol

como blanco de referencia.

El ensayo se realizé por triplicado y los resultados fueron expresados en pmol
Equivalentes de Trolox por litro (umol ET/L).

5.5 Contenido de fenoles totales

El método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau, para la
determinacién de fenoles totales, se fundamenta en su caracter reductor y es el mas
empleado debido a que la determinacion es cuantitativa (Kuskoski et al., 2005). El
reactivo de Folin-Ciocalteau contiene molibdato y tungstato sddico, que reaccionan
con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotlngstico, la
transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-
fosfotlngstico en 6xidos, cromégenos de color azul intenso, de tungsteno (WsOz23) y
molibdeno (MosO23), siendo proporcional este color al nimero de grupos hidroxilo de

la molécula (Gutiérrez et al., 2008).

Este ensayo se determiné mediante el método espectrofotométrico de Gutiérrez et
al., (2008) con ligeras modificaciones, utilizando acido galico como material de

referencia. Se prepararon las siguientes soluciones en matraces aforados utilizando
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agua desionizada como diluyente: carbonato de sodio al 7.5% (0.075 g/mL), &cido
galico (0.3 mg/mL), finalmente el reactivo Folin-Ciocalteu 1/10 (5mL / 45 mL).

Las muestras fueron filtradas (Oasis® HLB 3cc, 0.22 um, Waters, USA) y se realizo
una curva de calibracion de acido galico (anexo 1.1) a las siguientes concentraciones
con agua desionizada como diluyente: 0, 100, 200 y 300 mg EAG/L. Se realizaron las
pruebas de dilucion para analizar las muestras de acuerdo a la curva de calibracion,
una vez elegida la dilucion, se colocaron las muestras en microtubos (1.5 mL) y se
adicionaron 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y 400 pL de carbonato de sodio, las
muestras se dejaron reposar 30 minutos, la lectura de absorbancia se llevo a cabo a
765 nm en un lector de microplacas (Power Wave XS [BioTek]. Software KC Junior,

USA) utilizando agua desionizada como blanco de referencia.

Los resultados se obtuvieron por triplicado y se expresaron en mg Equivalentes de
Acido Galico por Litro (mg EAGIL).

5.6 Determinacién de acido L-ascorbico

La determinacion de acido ascoérbico se realiz6 de acuerdo al método descrito por
Durust et al., (1997). El cual utiliza el reactivo DCPI (2,6-diclorofenolindofenol) que
tiene una coloracién azul-violeta y al tener contacto con &acido ascérbico cambia a

rosa o incoloro.

Se prepararon las siguientes soluciones en matraces aforados: solucion DCPI en
agua desionizada (0.012 mg/mL), acido oxalico en agua desionizada (0.004 g/mL),
acido ascorbico en acido oxalico (0.05 mg/mL) y una solucion amortiguadora (3 g de
acetato de sodio en 10 mL de acido acético glacial y 7 mL de agua desionizada).

Se realizé una curva patron de acido ascorbico (anexo 1.4) utilizando acido oxalico
como diluyente a las siguientes concentraciones: 0, 10, 20, 30 40 y 50 mg EAA/L. Se
realizaron las pruebas de dilucion para analizar las muestras de acuerdo a la curva
de calibracion, una vez elegida la dilucion, se colocaron las muestras en microtubos
(1.5 mL) adicionando 100 pL de solucién amortiguadora y 800 pL de la solucion

DCPI. Se determind la absorbancia a 520 nm en un lector de microplacas (Power
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Wave XS [BioTek]. Software KC Junior, USA), utilizando acido oxalico como blanco

de referencia.

El ensayo se realizdé por triplicado y los resultados fueron expresados en mg

Equivalentes de Acido Ascorbico por Litro (mg EAA/L).
5.7 Ensayo de actividad quelante

Se utilizé el método reportado por Guicin et al., (2003), el cual se basa en la reaccién
de la molécula quelante de referencia con el ion ferroso (Fe?*), posteriormente el ion
ferroso que no fue quelado o secuestrado reacciona con la Ferrozina generando

color, el cual es medido espectrofotométricamente.

Se prepararon las siguientes soluciones en agua desionizada: cloruro férrico Il
tetrahidratado 2mM (0.397 mg/mL), Ferrozina 5mM (2.46 mg/mL) y acido
etilendiaminotetracético 0.1 M (EDTA) a 0.0372 g/mL.

Se colocaron 20, 50 y 100 pL de las muestras en microtubos (1.5 mL),
posteriormente se agregaron 50 pL de una solucién de cloruro férrico Il tetrahidratado
y 450 uL de metanol anhidro, se agitaron en un vortex, dejandose en reposo por 5
min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 400 uL de Ferrozina, se
agitaron en un vortex y se dejaron en reposo por 10 min a temperatura ambiente; se
realizé la lectura de absorbancia a 562 nm. Como agente quelante de referencia se

emple6é EDTA y como blanco de referencia se utilizé agua desionizada.

Los resultados se obtuvieron por triplicado y se expresaron en % de actividad

guelante de acuerdo a la siguiente férmula:
% de Actividad quelante = ((Ao-A1) / Ao) * 100

Dénde:
Ao= Absorbancia de la muestra control

Ai1= Absorbancia de la muestra problema
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5.8 Actividad antimicrobiana

5.8.1 Microorganismos de ensayo

Los microrganismos se obtuvieron del cepario del laboratorio de Nutrigenémica del
Instituto de Ciencias de la Salud en la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo:
Staphylococcus aureus ATCC 1654 (gram positiva), Escherichia coli ATCC 25922

(gram negativa) y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 (gram negativa).
5.8.2 Medios de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo se llevd a cabo de acuerdo a las
instrucciones del agar extracto de malta comercial y se esterilizaron en autoclave, a
121°C durante 15 minutos, posteriormente se colocaron en una incubadora estatica
FELISA FE-133D a 37°C durante 24 horas con la finalidad comprobar su esterilidad.

5.8.3 Curvas de crecimiento microbiano

Los microorganismos de prueba se sembraron en placas de agar extracto de malta
por estria cruzada para obtener colonias aisladas a partir de un cultivo puro en cada
microorganismo, los cuales se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Se tomd una
colonia aislada y se inocul6 en un tubo con 5 mL de caldo soya tripticasa,
incubandose a 37 °C durante 8 a 12 horas, con el fin de obtener un crecimiento en
fase logaritmica. Una vez observado el crecimiento de microorganismos se realizaron
curvas de crecimiento microbiano, en las cuales se hizo un ajuste por densidad
Optica a una absorbancia de 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6, con un posterior conteo de colonias
con el proposito de determinar a cual de estas absorbancias se obtenia un

crecimiento bacteriano de 1x108 UFC/mL.
5.8.4 Siembra masiva

Una vez ajustada la concentracién de microorganismos, se colocaron 250 uL de la
suspension de Escherichia coli, 350 yL de Staphylococcus aureus y 400 pL de

Pseudomona aeruginosa, se distribuyeron uniformemente en el medio de cultivo con
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un asa de vidrio estéril, posteriormente se dejaron reposar las placas 10 minutos

para permitir que el indculo se absorbiera sobre la superficie del agar.
5.8.5 Método de difusion mediante Kirby-Bauer

El método de Kirby-Bauer consiste en la colocacion de discos de papel impregnados
con sustancias que puedan tener o no algun efecto antimicrobiano, se colocan sobre
la superficie de agar, que previamente ha sido sembrado con las bacterias de
prueba. El agente a ensayar se difunde posteriormente en el agar en las que puede

inhibir el crecimiento bacteriano en una zona que rodea el disco (Biemer, 1973).

Se pes6 1 g de cada concentrado liofilizado de los vinos y se diluyeron en 1 mL de
MeOH-Agua (1:1) cada uno. Se utilizaron sensidiscos para colocar las muestras
sobre la siembra masiva, se colocO cada muestra a concentracion descendente
comenzando con 100, 80, 60, 40 y 20 mg/mL; se utilizaron pinzas de metal estériles
para colocar cada sensidisco sobre la placa de agar. Como control negativo se utilizo
MeOH-H20 (1:1). Los testigos positivos fueron seleccionados de acuerdo a la
actividad biolégica conocida de los antibiéticos. Este ensayo se realizd por triplicado

y se midieron halos de inhibicion (mm) a las 24 hrs de incubacion a 37 °C.

En la tabla 4 se observa la concentraciébn de los controles positivos contra los

microorganismos utilizados en este ensayo.

Tabla 4. Controles positivos y su concentracion utilizada en este ensayo.

Control Concentracion
Microorganismos positivo (mg/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 1654 Ampicilina 0.1
Escherichia coli ATCC 25922 Ampicilina 0.1
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 Estreptomicina 0.1
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5.9 Extraccion, purificacion e identificacion de compuestos bioactivos

Previamente a la identificacion de compuestos se hizo una extraccion MeOH:H:20,
para ello se colocaron 30 g de cada concentrado de los vinos artesanal e industrial
en un matraz Erlenmeyer y se adicionaron 250 mL de MeOH, se obtuvo una fase
metandlica y otra acuosa, las fases fueron separadas con un embudo de separacion.
La fase metandlica se concentrd en un rotavapor (Blchi Labortechnik R-200, Suiza) y

se peso.

De la extraccion metandlica, se hizo una re-extraccidon con AcOEt, utilizando un
embudo de separacién con 150 mL de AcOEt, este procedimiento se realizé por
triplicado para lograr extraer la mayor cantidad de compuestos, finalmente la

extraccién se concentrd en rotavapor.

5.9.1 Cromatografia liquida en capa fina (TLC)

Se tomaron 5 mg aproximadamente de la extraccion con AcOEt y se diluyeron en 2
mL de MeOH, se depositaron de una a dos gotas de las muestras sobre una placa de
silica gel a una distancia de 0.5 cm del extremo de la placa. Se introdujo la placa en
una camara cromatografica, previamente acondicionada con el eluyente CHCIs-
MeOH (8:2). Se mantuvo la placa en la camara el tiempo necesario para que se
produjera la elucion de la muestra. Se extrajo la placa de la camara y se dejo secar al
aire. Las diferentes sustancias separadas que eran incoloras, fueron observadas con
diferentes métodos de revelado, luz ultra violeta y FeCls, posteriormente se
determind el Rf (factor de retencion) de las sustancias separadas (Gutiérrez, 2002).

5.9.2 Purificacion de la fase acuosa

Se utilizé cromatografia en columna en donde se coloc6 una columna de vidrio (1 cm
de diametro interno) se preparé con 5 pulgadas de silica gel 60 (Sigma-Aldrich) y
posteriormente se coloco la muestra impregnada, se utilizaron 15 mL de cada uno de
los siguientes disolventes: Hexano, AcOEt, MeOH:AcOEt (1:1), MeOH:DMSO (9:1) y
MeOH. Las fracciones fueron plagueadas con MeOH:DMSO (9:1).
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5.9.3 Purificacion de la extraccion de AcOEt

Una vez identificado el nimero de compuestos mediante TLC, estos se sometieron a
cromatografia en columna con 100 mL de cada uno de los siguientes disolventes:
hexano, CHCIs, CHCI3:MeOH (9:1) y CHCIl3:MeOH (8:2).

5.9.3 Resonancia magnética nuclear (RMN)

La RMN es una técnica instrumental no destructiva que permite el analisis de
compuestos organicos y algunos inorganicos. Por medio de ella se puede deducir la
identidad de la gran mayoria de compuestos organicos conocidos y desconocidos.
Por su versatilidad y la riqueza de la informacion que produce, es la técnica mas
usada en la identificacion de nuevos compuestos organicos (Elguero & Alkorta,
2008).

Los compuestos colectados en este estudio fueron llevados al Centro de
Investigaciones Quimicas del Instituto de Ciencias Basicas e Ingenierias, para
elucidar los compuestos (Jeol Eclipse 400, USA) a 400 MHz, se realizaron

experimentos de una dimensioén: protén (*H) y carbono-13 (*3C).

6. Analisis estadistico

Todos los valores fueron obtenidos por triplicado, se analizaron mediante la prueba T
de Student para dos muestras independientes, un valor p < 0.05, fue considerado
estadisticamente significativo, se utiliz6 el programa SPSS® para WIinTM version
15.0.
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7. Resultados y discusién
7.1 Analisis quimico proximal del fruto acachul (Ardisia compressa)

En la tabla 5 se muestra el analisis quimico proximal del fruto acachul. El contenido
de agua del fruto es alto (83 %) y presento valores similares a los reportados para las
bayas como fresas y arandanos (Cordenunsi et al., 2002). Comparado con el estudio
de Joaquin-Cruz et al.,, (2015), los frutos de ésta investigacion contienen un
porcentaje de agua muy similar, asi como de fibra y extracto etéreo, sin embargo,

presentan mayor contenido de proteina y menor contenido de cenizas.

Tabla 5. Andlisis auimico nroximal del fruto acachul (Ardisia comoressa)

Composicion Porcentaje (%)
Humedad 83.16
Hidratos de carbono** 67.5
Fibra dietética* 12.12
Extracto etéreo* 4,78
Cenizas* 0.18
Proteina* 15.4

* Componentes expresados en base seca
**Hidratos de carbono libres de fibra

Como es comun en las frutas, el valor mas alto corresponde a hidratos de carbono
(67%), con un contenido de fibra de 12 %, valores comparables a los reportados en

las uvas o fresas (Marlett & Vollendorf, 1994).

El fruto acachul presenté mayor contenido de proteinas e hidratos de carbono que el
fruto acai (fruto del amazonas) y menor contenido de cenizas y fibra (Sanabria &
Sangronis, 2007). Comparado con la zarzamora, el fruto acachul demostré mayor
contenido de proteina y extracto etéreo, menor contenido de cenizas e hidratos de

carbono y valores muy similares en cuanto a fibra (Valencia & Guevara, 2013).

Todos los valores son comparables con otras bayas y frutos similares, las

diferencias presentes se deben a las caracteristicas propias de cada especie.
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El tipo y la concentracion de compuestos fendlicos, asi como la actividad antioxidante
en vinos, es influenciado por la composicion quimica de la materia prima, el cual
depende de la variedad, estado de maduracién, condiciones atmosféricas durante la
maduracion y tipo de suelo (Mufioz et al., 2007). Debido a esto se considero

importante hacer una evaluacion previa del fruto acahul.
7.2 Determinaciones en el vino artesanal e industrial de Ardisia compressa

7.2.1 Actividad antioxidante mediante el método DPPH

El radical DPPH- tiene una limitacién importante al interpretar la funcién de aquellos
antioxidantes de naturaleza polar, ya que no puede disolverse en medios acuosos
(Sharma & Bath, 2008).

Los resultados de ésta determinacion se muestran en la figura 13. El vino artesanal
mostré una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001) con una mayor
capacidad antioxidante (1,760 £+ 5.18 umol ET/L) que el vino industrial (195 £ 0.12
pumol ET/L).
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Figura 13. Capacidad antioxidante en base al radical libre DPPH*
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 contra industrial)



En la infusion de las hojas de Ardisia compressa, Newell et al., (2010), obtuvieron
valores de 36,800 umol ET/L, lo que indica un resultado mucho mayor a lo obtenido

en ambos vinos evaluados en ésta investigacion.

En evaluaciones de vinos de uva, Mufioz et al., (2007), evaluaron 13 vinos
producidos en Peru y obtuvieron valores de 32-873 umol ET/L. En base a esto, el
vino artesanal de acachul representd una mejor capacidad antioxidante que los vinos
peruanos. A pesar de que el vino industrial posee muy baja actividad mediante éste
método (195 £ 0.12 umol ET/L), también mostré una mejor capacidad antioxidante
que tres de los vinos peruanos, siendo el vino Oporto (32 pumol ET/L), vino Cepa de
Vifledo Mendoza Argentina (59 pumol ET/L) y vino Borgofia (166 pmol ET/L).

En otro estudio en donde se evalué un vino de melocotén (durazno), obtuvieron
valores de 1,550 pumol ET/L (Umesh & Vishwas, 2015); comparado con el vino de

melocotdn, el vino artesanal de acachul presentd una mayor actividad antioxidante.

Estos resultados indican que el vino artesanal de Ardisia compressa posee mejor
capacidad antioxidante que otros vinos evaluados, incluso aquellos que son hechos a
base de uva, sin embargo, disminuye considerablemente la actividad comparada con
la infusiébn de esta misma especie. Esto puede deberse a la concentracion de
metabolitos secundarios que existe en la parte aérea de la planta y de esto depende
el contenido de compuestos antioxidantes el cual varia de acuerdo con la especie, la
variedad, el tipo de cultivo, el estado de maduracién, la estacionalidad y la region
geografica (Sotelo et al., 2010). Estos compuestos también varian en funcion del
afno de cosecha, si bien no se conoce el aflo exacto de cosecha del fruto para la
elaboracion de cada vino, se sabe que las cosechas no fueron en el mismo afio, los
cambios climéticos afio con afio han mostrado diferencias en la concentracion de
compuestos con actividad antioxidante, se han encontrado contenidos fendlicos diez
veces mayores en vinos producidos en zonas célidas que en vinos producidos en
zonas frias (Martinez, 2001). El vino artesanal de acachul es elaborado con frutos
cosechados en clima subtropical mientras que el vino industrial se produce en una

zona con clima templado-humedo.
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7.2.2 Actividad antioxidante mediante el método de ABTS

El radical ABTS™ puede disolverse en solucion acuosa y en medios organicos, por lo
gue se puede medir la actividad antioxidante de aquellos compuestos polares y no

polares (Zulueta et al., 2008).

Mediante este método ambos vinos mostraron una buena capacidad antioxidante, sin
embargo, el vino artesanal muestra mayor actividad con 2,896.67 + 6.80 umol ET/L
(p < 0.001), respecto al vino industrial con 1,696.67 + 11.70 umol ET/L (figura 14).
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Figura 14. Capacidad antioxidante en base al radical libre ABTS™

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 contra industrial)
El fruto fresco de Ardisia Compressa fue evaluado en base a éste método obteniendo
valores de 45,014.64 pmol ET/L (Joaquin-Cruz et al., 2015). Comparado con este
estudio, se muestra que ambos vinos disminuyen en gran medida su capacidad
antioxidante, esto puede deberse principalmente al procesamiento del fruto al
momento de la elaboracién del vino, por ejemplo, la maceracion, es una etapa
fundamental en la que se extraen sustancias contenidas en la piel de la fruta y
semillas. Esta demostrado que una maceracion hecha en un tiempo corto a alta
temperatura, impide la répida fermentacion y se obtiene un producto rico en
antioxidantes (Herrera et al., 2010).
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Los vinos peruanos de uva expresan un resultado de 2,400-17,600 umol ET/L, de
acuerdo a lo obtenido en esta investigacion, el vino artesanal se encuentra colocado
entre los parametros mas bajos con un resultado de 2,896.67 + 6.80 umol ET/L y es
comparado con un vino Oporto (vino fortificado), que obtuvo valores de 2,440 umol
ET/L.

Mediante ambos métodos de evaluacion, los vinos de acachul muestran una
diferencia significativa, es importante destacar las discrepancias que existen en el
proceso de elaboracién de ambos vinos. La clarificacion en el vino industrial, es una
etapa fundamental para eliminar particulas en suspension, en donde la floculacion
resulta de la reaccion de la proteina del clarificante con los taninos del vino, de tal
modo que se encuentran afectados algunos compuestos antioxidantes (Martinez,
2001).

7.2.3 Contenido de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu

En la figura 15 se muestra el contenido de fenoles totales, el vino artesanal presenté
mayor contenido de estos compuestos (766.7 + 2.50 mg EAGI/L) en relacion al vino

industrial (64 £ 1.50 mg EAGI/L) y se observa una diferencia significativa (p < 0.001).
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Figura 15. Contenido de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 contra industrial)
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Leyva (2009), determiné el contenido de estos compuestos en 9 licores de moras
elaborados artesanalmente y presentaron valores comprendidos entre 477.12 a
884.98 mg EAGI/L; estos resultados son consistentes con el vino artesanal de
acachul con un contenido fendlico de 766.7 + 2.50 mg EAG/L. Sin embargo en el
fruto fresco de acachul se reporta un resultado de 1,051 mg EAG/ 100g (Joaquin-
Cruz et al., 2015), esta disminucion puede deberse al proceso térmico al que fueron
expuestos estos compuestos durante la maceracion en el proceso de elaboracion del
vino, de igual forma al estado de madurez del fruto y caracteristicas propias de la

especie (Martinez, 2001).

En la tabla 6 se encuentran diversos vinos y licores evaluados por Heinonen et al.,
(1998), de acuerdo a estos resultados el vino artesanal de acachul presentdé mayor
contenido de fenoles totales que el vino de grosella roja, manzana y los licores de
fresa y ardndano. Es evidente que los vinos de bayas y frutas en general contienen
cantidades mas bajas de compuestos fendlicos que los vinos tintos de uva. Los
informes destacan que uvas rojas, vinos y subproductos de uvas contienen altas

cantidades de compuestos fendlicos (500-4,059 mg EAG/L) (Heinonen et al., 1998).

Tabla 6. Contenido de fenoles totales en diversos vinos y licores

Vinos mg EAG /L
Grosella negra* 520-1820
Grosella roja* 440-475
Manzana* 160-470
Acachul artesanal 767
Acachul industrial 64

Licores
Cereza* 1080
Fresa* 410-525
Arandano* 500

*Fuente: Heinonen et al., (1998).

El vino industrial presentdé muy bajo contenido de fenoles totales (164 + 1.50 mg
EAG/L) y no es comparable con ninguno de los valores descritos anteriormente, son
varios los factores que influyen en estos resultados, por ejemplo, un fruto en

inadecuado estado de maduracion, afecta al contenido de metabolitos secundarios
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responsables de la actividad biologica atribuida a esta especie (Martinez, 2001).
También es importante destacar que los compuestos fendlicos se modifican en el
envejecimiento de los vinos, a mayor edad pueden verse mas concentrados y
viceversa (Herrera et al., 2010). Finalmente se ha descrito que la mayoria de los
compuestos fendlicos se encuentran en la piel y en las semillas del fruto, por lo tanto
los diversos procesos aplicados a la produccion de mosto y vino, influyen de
diferente manera en la concentracion de compuestos fendlicos que contiene el
producto final (Aguilar et al., 2003).

7.2.4 Determinacién de acido L- ascorbico

El &cido ascérbico preserva el bouquet, el aroma y frescor de los vinos, este
desaparece durante la fermentacion, ya que es consumido por levaduras y bacterias;
por tanto, el vino fermentado con levaduras no contiene este compuesto, es por ello
que los vinos necesitan del acido ascorbico como aditivo alimentario (Viader, 2010).
En este estudio solo el vino industrial fue fermentado con levaduras, sin embargo, se

desconoce si este fue adicionado con acido ascoérbico.

Los resultados de esta determinacién se muestran en la figura 16. El contenido de
acido ascorbico en el vino artesanal result6 mayor (200 + 0.00 mg EAA/L), respecto
al vino industrial (191.66 * 0.14 mg EAA/L), sin embargo no se presentaron

diferencias entre las muestras.
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Figura 16. Contenido de &cido L-ascorbico de acuerdo al método calorimétrico de Dirust
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 contra industrial)

41



Aungue la diferencia en ambos vinos es minima, esta puede deberse a los diferentes
estados de maduracion en los que se encontraba el fruto al momento de ser
recolectado ya que durante la maduracion se produce un descenso en el contenido
de vitamina C, asi los frutos verdes son mas ricos en vitamina C que los maduros.
Este descenso se atribuye a la enzima ascorbato oxidasa, cuya actividad es mayor
en los frutos maduros (Herrera et al., 2010). Asi mismo, pueden influir factores como
el tipo de suelo y regidn geografica en la cosecha del fruto, asi como las técnicas de

procesado y almacenamiento en el vino (Martinez, 2001).

Herrera et al., (2010), evaluaron dos vinos artesanales producidos en Venezuela del
fruto semeruco, también conocido como acerola 0 manzanita, en donde encontraron
valores de 237 y 452 mg EAA/L. Comparado con esta investigacion, los vinos
artesanal e industrial de acachul presentan valores inferiores de acido ascérbico, sin
embargo, de acuerdo al Cédigo Internacional de Préacticas Enologicas de la
Organizacion Internacional de la vifia y el Vino (OIV), el acido ascorbico debe estar
presente en valores maximos de 250-300 mg/L (Viader, 2010). Los vinos evaluados
en ésta investigacion no sobrepasan estos valores y estarian cumpliendo un

parametro de calidad.

7.2.5 Ensayo de actividad quelante

Los polifenoles son capaces de actuar a todos los niveles de la cadena radical y de
esta manera impiden la oxidacion de las células, eliminan formacion de quelatos de
los iones metalicos. El vino tinto previene el dafio oxidativo del ADN, causado por los
radicales libres y la formacion de quelatos de hierro, agrupando a los mismos y

eliminandolos (Antolovich et al., 2000).

El porcentaje de actividad quelante para el vino artesanal fue de 32 = 2.56 % e
industrial de 26 + 3.05 %, no se muestra alguna diferencia estadisticamente

significativa (figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de actividad quelante en presencia de Fe*
(*p < 0.05, *p < 0.01, ***p < 0.001 contra industrial)

En una investigacion realizada en 37 vinos, incluidos tintos, blancos y rosados,
obtenidos de diferentes zonas geograficas de China, determinaron un porcentaje de
quelacion que varia de 51% a 74%, con un promedio de 66% para vinos tintos, 56%,
para los vinos blancos y 64% para los vinos rosados (Li et al., 2009). Los vinos
artesanal e industrial de acachul presentan un porcentaje menor de quelacion,
inclusive gque los vinos blancos y rosados. Tal diferencia se debe al mayor contenido
de fenoles totales que presentaron los vinos chinos en este estudio, ya que estos son
los principales compuestos que desempefian un papel protector contra el dafo
oxidativo siendo capaces de secuestrar el Hierro (Antolovich et al., 2000).
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7.2.6 Determinacion de la capacidad antimicrobiana

Los halos de inhibicion de cada placa fueron observados y medidos para obtener el
diametro del halo en mm, posteriormente se determind la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), la cual se define como la minima concentracion del antimicrobiano
(en pg/mL), que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24
horas de incubacién a 37°C (Quintana et al., 2005).

El vino industrial no presentd actividad frente a ninguna de las bacterias de ensayo:
Staphylococcus aureus (ATCC 1654), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853). Esto puede deberse al poco contenido de fenoles totales
gue presento este vino (64 + 1.50 mg EAG/L), ya que se conoce que los polifenoles
presentes en los vinos poseen actividad antimicrobiana y antifingica, en especial el
acido gélico que es uno de los compuestos monoméricos mas abundantes en el vino
(65-126 mg/L) (Frankel, 1995).

Por otro lado, el vino artesanal present6 actividad selectiva frente a Staphylococcus
aureus, mostrando halos de inhibicion bien definidos en tres concentraciones (100,
80 y 60 mg/mL) con una CMI de 60,600 ug/mL (60.6 mg/mL). Los resultados de esta
actividad se muestran en la figura 18 y tabla 7.
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Figura 18. Caja de Petri con siembra masiva de Staphylococcus aureus, control positivo (ampicilina), control
negativo (MeOH:H20) y sensidiscos impregnados con la muestra a concentracion descendente.
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana del vino artesanal frente a Staphylococcus aureus.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

Concentracion E. coli S.aureus P.aeruginosa
(mg/mL) ATCC 25922 ATCC 1654 ATCC 27853
100 — 10.6 £ 0.28 —
80 — 8.5+0.43 —
60 — 7.7+0.76 —
40 = — —
20 _ - —
Control positivo 19.5+0.32 18.3+0.282 20.1 +0.15°
Control negativoc - - -

—: No mostré inhibicién
2 Ampicilina y ° Estreptomicina (0.1 mg/mL)
¢MeOH:H20 (1:1)

Las bacterias gram positivas tienen una capa externa de peptidoglicano, ésta no
funciona como una barrera de permeabilidad efectiva, por lo que estas bacterias son
mas susceptibles a compuestos antibacterianos (Nikaido & Vaara, 1985), es por ello
gue se considera a Staphylococcus aureus una bacteria mas sensible a los

antimicrobianos siendo una bacteria gram positiva.

Ramirez-Mares & Sanchez-Burgos (2010), evaluaron la actividad antimicrobiana de
los extractos metanolicos y hexanicos de la planta Ardisia compressa frente a las
bacterias gram negativas: Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Escherichia coli
(ATCC 35218), bacteria gram positiva: Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) y
el hongo Candida albicans (ATCC 14053), en donde se mostro que los extractos de
ésta planta tenian actividad selectiva contra la bacteria gram negativa Klebsiella
pneumoniae, en donde obtuvieron una CMI de 1,870 pug/mL para el extracto
metandlico con halos de inhibicion de 12 mm, y de 937 ug/mL para el extracto
hexanico con halos de ihnibicién de 13 mm. Comparado con esta investigacion, se
muestra que el vino artesanal de Ardisia compressa, inhibe el crecimiento de

Staphylococcus aureus a una mayor concentracion (60,600 ug/mL), es importante
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destacar que cada extracto presenta diferentes tipos de compuestos, ya que los
disolventes extraen sustancias dependiendo de su polaridad, en ésta investigacion
no se utiliza ningun extracto purificado, sino una mezcla de diferentes compuestos
gue se encuentran en total en el vino, sin embargo, estos resultados indican que
puede existir una diferencia de compuestos bioactivos en la planta y el vino, que
inhiben el crecimiento de bacterias distintas y que ademas, presentan actividad

selectiva frente a un microorganismo especifico.

En una investigacién realizada por Papadopoulou et al., (2005), evaluaron diferentes
extractos de vinos libres de alcohol provenientes de vifiedos griegos, frente a las
cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. Extractos de un
vino Agiorgitiko, conocido como un vino tinto seco, inhibi6 a la bacteria
Staphylococcus aureus con halos desde 25 mm de diametro, este vino present6 un
contenido de fenoles totales muy elevado (21,200 mg EAG/L), por otro lado, una
muestra de vino también Agiorgitiko, proveniente de distinta zona geogréfica, inhibio
a esta misma bacteria, presentando un halo de 8 mm de diametro, este mismo vino
contenia 2,505 mg EAGI/L, lo que significa, que el contenido de fenoles totales puede
estar sumamente ligado a la presencia de esta actividad, de igual forma los lugares y
el numero de gupos hidroxilo (OH) en el anillo de los polifenoles también parece
estar relacionado con la toxicidad frente a los microorganismos (Calvo & Martinez-
Martinez, 2008).

Sin embargo, el vino artesanal, posee menor contenido de fenoles totales que ambos
vinos griegos (766.7 + 2.50 mg EAG/L) y mostré un halo de inhibiciébn en su maxima
concentracion de 10.6 £ 0.28 mm de diametro, esto demuestra que podrian existir
otros compuestos bioactivos provenientes de la propia especie Ardisia compressa,

gue poseen tal actividad.
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7.2.7 Aislamiento e Identificacién de compuestos bioactivos
7.2.7.1.1 Ardisin

Se observaron 6 compuestos obtenidos de la extraccion de AcOEt mediante TLC
(figura 19), se aislaron y sometieron a RMN de 'H (400 mHz CDCIs) (figura 20), la
segunda fraccién fue de gran interés ya que mostro sefiales de protones aromaticos
entre 6.79 y 6.81 ppm, las siguientes sefiales de alquenos a 5.12 ppm. Finalmente
una larga cadena alquilica mostrando sefiales de metilenos entre 1.0 y 1.2 ppm y
aproximadamente a 0.8 ppm la sefial del metilo 19 presente en la molécula.
Comparado con la literatura, se indica la presencia del compuesto denominado
ardisin, aislado originalmente de Ardisia japonica (Liang & Yang, 1979) y
recientemente también encontrado en Ardisia compressa (Gonzalez de Mejia et al.,
2002). En el espectro también se muestran otras sefiales entre 3.65 y 4.21 ppm que
no se encuentran en el espectro original del ardisin, lo que indica que el compuesto
aln no se encuentra completamente puro. Sin embargo este hallazgo es de gran
interés, ya que el ardisin ha mostrado diversas propiedades, entre ellas se encuentra
la potente actividad antioxidante y antitumoral en animales de experimentacién con
cancer de higado, ademas de ser un ihnibidor potente de las topoisomerasas | y |l
(Kobayashi & de Mejia, 2004).

Ardisin

Figura 19. Placa cromatografica con 6 diferentes compuestos utilizando la
polaridad CHCIlz-MeOH (8:2) revelada con FeCla.
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7.2.7.1.2 a-glucosa y B-glucosa
En la extraccion acuosa se observé un precipitado en forma de cristales bien

definidos de un tono rosado muy claro, el cual se someti6 a cromatografia en

columna para ser purificado.

El compuesto obtenido de la fase acuosa fue sometido a RMN de *H (400 mHz D20)
(figura 21). Muestra sefales tipicas de una doble para el proton anomérico de la a-
glucosa entre 5.0 y 5.1 ppm, la sefial doble del protdbn anomérico de la B-glucosa se
localiza a frecuencias mas bajas encontrandose entre 4.4 y 45 ppm
aproximadamente. El resto de las sefiales presentes en la molécula se encuentran
localizadas entre 3y 3.8 ppm. El espectro de 3C (100 mHz D20) (figura 22), muestra
dos regiones tipicas, la primera representa el carbono anomérico de la a-glucosa
entre 92 y 93 ppm y el carbono anomérico de la B-glucosa entre 96 y 97 ppm. La
segunda region tipica a 61 ppm donde se muestra un metileno base de OH que
diferencia facilmente a los carbonos de azucar. El resto de las sefiales se localizan
entre 70 y 77 ppm. De acuerdo a estos datos espectroscopicos se indica la presencia
de a y B-glucosa (Duddeck et al., 2000) Es comun la presencia de diversos azucares
en disntitntos frutos, en ésta ocasion se aislo e identifico la presencia de glucosa, en
estudios anteriores del fruto de Ardisia compressa no se reportan compuestos
aislados mediante RMN, esto puede ser una base para lograr aislar distintos

azucares que puedan poseer diversos beneficios para la salud.
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Figura 21. Espectro de RMN de H del a-p-glucosa y B-p-glucosa en D20



100 MHz
D20

a-glucosa

ppm
Figura 22. Espectro de RMN de *3C del a-p-glucosa y B-b-glucosa en D20.



8. Conclusiones

El vino artesanal de Ardisia compressa mostr6 mayor capacidad antioxidante
que el vino industrial mediante ambos métodos de evaluacién, siendo ABTS,
el método por el cual se presentod la mejor actividad: artesanal (2896.67 + 6.80
pmol ET/L) e industrial (1696.67 £ 11.70 umol ET/L). Sin embargo, ambos

vinos poseen actividad comparable con algunos vinos tintos de uva.

El contenido de fenoles totales resultd mayor en el vino artesanal (766.7 *
2.50 mg EAGI/L), contra el vino industrial (64 + 1.50 mg EAG/L), mostrando

una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001).

El contenido de acido ascérbico estuvo presente en ambos vinos en
parametros similares: artesanal (200 + 0.00 mg EAA/L) e industrial (191.66 +
0.14 mg EAAIL).

El vino artesanal presentd un mayor porcentaje de actividad quelante,
obteniendo un resultado de 32 + 2.56 % contra vino industrial de 26 + 3.05 %.

El ensayo de actividad antimicrobiana revelé que el vino industrial no presenta
actividad frente a los microorganismos de ensayo: Staphylococcus aureus
ATCC 1654, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona aeruginosa ATCC
27853; sin embargo, el vino artesanal presentd actividad selectiva frente a
Staphylococcus aureus, mostrando halos de inhibicion bien definidos en tres
concentraciones (60, 80 y 100 mg/mL) y con una CMI de 60.6 mg/mL,
actividad relevante dada la selectividad del vino frente a solo una bacteria
gram positiva y a la resistencia que presenta este microorganismo frente a

multiples antibiéticos.

Los datos espectroscopicos de los compuestos aislados e identificados
mediante RMN de 'H y 13C, indicaron la presencia del ardisin, hallazgo
importante ya que anteriormente solo se habia logrado identificar este

compuesto en la planta mas no en el fruto, este compuesto es de suma
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importancia dadas las propiedades antioxidantes y antitumorales que presenta
y al cual se le puede atribuir la actividad biologica presente en el vino
artesanal. De igual forma se logro aislar e identificar glucosa, este
acontecimiento puede servir de base para continuar con la busqueda de otros

azlcares que no se hallan descrito anteriormente en esta especie.
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Anexos. Curvas de calibracién

1.1 Curva de calibracion del acido galico para contenido de fenoles totales.
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1.3 Curva de calibracion de TROLOX para DPPH.
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1.4 Curva de calibracién de acido ascoérbico.
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