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Resumen

Ardisia compressa K, es un arbusto que crece en las
zonas tropicales de México. Es caracteristico del
municipio de Xicotepec de Juarez, en la Sierra Norte del
estado de Puebla. El objetivo de este trabajo fue
determinar el valor nutracéutico de frutos de A.
compressa K. silvestres y con manejo agronémico. El
contenido de fenoles totales (CFT) se determiné por el
método de Folin-Ciocalteu; las antocianinas totales se
determinaron por el método diferencial de pH. Mientras
que la capacidad antioxidante fue evaluada por los
ensayos ABTS y FRAP. Todos los métodos se adaptaron
a microplacas. Los resultados muestran que los frutos de
A. compressa K. correspondientes a las accesiones que no
fueron fertilizadas (Al y A2) presentaron el mas alto
contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante .
Ademas, el contenido de antocianinas en los frutos es
superior al encontrado en frutos de arandano y
zarzamora, los cuales en diversos reportes presentan un
considerable contenido de antioxidantes. En conclusion
los frutos de A. compressa K. son una fuente natural rica
en principios bioactivos.

Myrcinaceae, fenoles totales, antocianinas, alimentos
funcionales

Abstract

Ardisia compressa K. is a shrub growing in tropical
regions of Mexico, which represent a characteristic crop
of Xicotepec de Juarez, in the north zone of the state of
Puebla. The main of this article is to determine the
nutraceutical value of A. compressa K. wild fruits as
well agronomic managed fruits collected in Xicotepec de
Juarez, Puebla. To determine the content of total phenols
(CFT), the Folin-Ciocalteu method was used; the
anthocyanins determination was carried out by difference
of pH. While the antioxidant activity was determined by
the ABTS and FRAP assays. All methods were adapted
to microplates. The results show that A. compressa K.
fruits corresponding to the accessions that were not
fertilized (Al and A2) presented the highest content of
total phenols and antioxidant capacity. Also, the
anthocyanins determined in fruits were superior to those
found in cranberry and blackberry fruits, which, in
different reports showed a high antioxidant contend. In
conclusion, A. compressa K. fruits are a natural source
of bioactive principles.

Myrcinaceae total phenols, anthocyanins, functional
foods
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Introduccion

El reino vegetal representa una fuente de
antioxidantes naturales entre los que destacan
los compuestos fenolicos, los cuales presentan
propiedades antioxidantes (Sarikurkcu et al.,
2009). Los radicales libres, como las especies
reactivas de oxigeno (iones superoxido,
hidroxilo y el peroxido de hidrogeno) son
moléculas altamente reactivas que se generan
de manera normal durante el metabolismo
celular (Saeed, Khan y Shabbir, 2012).
Particularmente, un exceso de radicales libres
ocasiona  dafios  celulares al  unirse
covalentemente a ciertas proteinas, lipidos,
enzimas y al ADN participando en el desarrollo
de diversos desérdenes como el cancer y
enfermedades neurodegenerativas (Halliwell,
2006; Halliwell, 2007). Por lo tanto, los
antioxidantes, obtenidos de fuentes naturales,
han cobrado gran interés al contrarrestar los
efectos producidos por los radicales libres
(Gulcin, 2012).

Justificacién

México es un pais rico en biodiversidad. Entre
sus recursos vegetales se encuentran muchas
especies comestibles silvestres cuyas
propiedades nutricionales y nutracelticas no
han sido estudiadas. Por lo anterior, es muy
importante explorar estos recursos naturales
para conocer los beneficios de su consumo y
fomentar su propagacion.

Problema

Ardisia compressa K. es un arbusto que crece
en regiones tropicales y subtropicales del pais
que produce pequefios frutos de color morado
intenso con sabor agridulce (Joaquin-Cruz et
al., 2017). Es un arbusto caracteristico del
municipio de Xicotepec de Juérez, en la Sierra
Norte del estado de Puebla, donde crece de
manera silvestre y recibe el nombre comdn de
acachul.
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De acuerdo con Bhardwaj et al., (2007)
las especies vegetales silvestres son tolerantes
tanto al estrés bidtico como abidtico y tienen un
valor nutricional superior a las especies
cultivadas. A pesar de estas ventajas, dichas
plantas permanecen sub-utilizadas y sin ser
domesticadas (Ginvetti 'y  Ogle, 2000).
Particularmente, los frutos de acachul en
Xicotepec, son usados solamente para preparar
licores, paletas, atoles y mermeladas. Por lo
tanto, el objetivo de esta investigacion fue
determinar las cualidades nutracéuticas de los
frutos de acachul colectados en el municipio de
Xicotepec de Juarez, Puebla con la finalidad de
explorar nuevas alternativas de alimentos
funcionales.

Hipotesis

Los frutos de A. compressa K. colectados en el
municipio de Xicotepec de Jlarez, Puebla
tendran una alta capacidad antioxidante
relacionada con su alto contenido fendlico.

Objetivos
Objetivo General

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las
propiedades nutracéuticas de los frutos de
acachul, silvestres y con manejo gronémico,
mediante la cuantificacion de fenoles y
antocianinas totales, totales asi como de su
capacidad antioxidante.

Objetivos especificos

— Determinar el contenido de fenoles y
antocianianas totales en frutos de acachul
provenientes de arbustos silvestres y
fertilizados

— Correlacionar el contenido fendlico de
los frutos de acachul con su capacidad
antioxidante.
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Marco Tebrico

El género Ardisia consta de aproximadamente
500 especies, de las cuales han sido aislados
diversos metabolitos de interes alimenticio y
farmacoldgico. Particularmente, A. compressa
K., ha demostrado ejercer diferentes actividades
bioldgicas (Kobayashi y De Mejia, 2005).
Alonso-Gonzalez et al. (2014), demostraron
que los extractos acuosos de las hojas de sus
hojas poseen actividad hipoglucemiante,
ademas de presentar actividad antioxidante en
el higado, rifion y pancreas de ratas con
diabetes tipo 2. Ademas, contiene compuestos
bioactivos con potencial anticancerigeno. Por
ejemplo, la administracion de una infusion de
las hojas ejerci6 una accion preventiva contra la
citotoxicidad y genotoxicidad inducida por
benomil en cultivos celulares de hepatocitos de
ratas (Ramirez-Mares et al., 1999). Asimismo,
se observd que en ratas Wistar expuestas
intraperitionalmente a dietilnitrosamina vy
acetilaminofluoreno, la administracion de una
infusion de las hojas previno la formacion de
tumores hepaticos (Gonzélez De Mejia et al.,
2004). También se ha demostrado que los
extractos acuosos de las hojas ejercen un efecto
citotoxico en lineas celulares de diferentes tipos
de céncer, como el colorrectal en células HT-29
y Caco-2 (Gonzalez De Mejia et al., 2006) y en
el carcinoma hepatocelular en células HepG2
(Newell et al., 2010).

Por otro lado, la ardisina aislada de A.
compressa K. posee actividad antioxidante y
antitumoral en modelos animales (Gonzalez De
Mejia et al., 2002). La preincubacion de
ardisina con hepatocitos de rata, usado como
control epigalocatetina, presentd propiedades
antioxidantes que se manifestaron por el
incremento de glutation combinado, la
reduccion de la actividad enzimética de la
glutation peroxidasa y la formacion de
malondialdehido (Ramirez-Mares y Gonzalez
De Mejia, 2003).
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Adicionalmente, la ardisina también ha
mostrado una potente inhibicion de la actividad
catalitica de las topoisomerasas | y Il
(Ramirez-Mares et al., 2004).

Metodologia de Investigacion
Tipo de Investigacion

Se utiliz6 un disefio completamente al azar, con
4 replicas experimentales y 3 repeticiones.

Materiales y Métodos
Material Vegetal

Los frutos maduros de acachul fueron
colectados al azar, durante el mes de abril de
2017, en el municipio de Xicotepec de Juarez,
Puebla. La accesion (Al) fue colectada en la
zona centro de la ciudad de Xicotepec (843
msnm), los arbustos se encontraban sin manejo
cultural. Otras dos accesiones fueron colectadas
en la localidad de Mecatlan (750 msnm) (A2 y
A3); las plantas de A2 estaban bajo condiciones
de abono inorganico (désis 18-12-06).

Acondicionamiento de la muestra

Los frutos de acachul fueron trasladados al
laboratorio de Productos Naturales de la
Universidad Autonoma Chapingo para su
analisis. Después se ultracongelaron a -80 °C
durante 24 h. Posteriormente, fueron
liofilizados (-49 °C, 0.016 mBar por 48 h). La
pulpa y cascara fueron molidas en un
nutrebullet hasta obtener un polvo, el cual se
conservé en ausencia de luz y humedad hasta su
analisis.

Obtencidn de extractos polares

La muestra de los frutos molidos (0.1 g) fue
suspendida en 10 mL de una mezcla de
metanol/agua (4:1 v/v), el pH se ajusté a 3.0
con &cido clorhidrico (HCI) al 10 %.
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La extraccion se llevd a cabo por
agitacion en vortéx (5 min, a 3000 rpm, Vortéx
synergy, WVR International), sonicacion (15
min) (Ultrasonic Cleaner 8890, Cole Parmer),
incubacion (30 min, 30 °C) (Orbital Prendo
INO-650 M). Finalmente la mezcla fue
centrifugada (1277 g, 15 min) (SOLBAT J-600,
México) 'y los sobrenadantes  fueron
recuperados y aforados a 10 mL con el
disolvente empleado para la extraccion,
conservandose en frascos &mbar y refrigerados
(4 °C) para el analisis posterior de fenoles
totales y capacidad antioxidante (Wang et al.,
2010). Cada muestra se proceso por triplicado.

Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (CFT) fue
determinado por el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton 'y Rossi, 1965) adaptado a
microplacas. En cada pozo de una microplaca
se mezclaron: una alicuota de la muestra a
analizar (25 pL), agua destilada (125 pL), el
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:10 con
agua destilada (20 pL) y Na.COs al 20 % (30
puL). La mezcla fue agitada y se dejé reposar
durante 30 min en ausencia de luz, se ley6 a
765 nm en un lector de microplacas
multidetector con inyectores Synergy® HT,
equipado con el software Gen5 de andlisis de
datos (Biotek Instruments Inc., Winoosky, VT,
USA). La curva de calibracion del acido galico
se prepar6 en un rango de concentracion de
0.001 a 0.01 mg mL%. La ecuacion obtenida de
la curva fue utilizada para determinar el CFT en
las muestras de acachul. Los resultados fueron
expresados como miligramos equivalentes de
acido galico por gramo de muestra en base seca
(mg EAG g p5).

Determinacién de antocianinas

Se prepararon dos muestras de 0.1 g cada una
(por triplicado), de los frutos liofilizados vy
molidos.
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La primera muestra se disolvio en 5 mL
de una disolucion buffer pH 1; la segunda
muestra se disolvié en 5 mL de una disolucion
buffer pH 4.5 (Lee et al.,, 2005). Ambas
muestras se agitaron en vortéx (15 min) y
fueron centrifugadas (15 min, 2500 rpm). Se
tomo una alicuota de 100 uL del sobrenadante y
se colocd en un pozo de la microplaca,
posteriormente se midio la adsorbancia
absorbancia a 510 y 750 nm en un lector de
microplacas. La concentracion de pigmentos de
antocianinas, se expres6 como miligramos
equivalentes de cianidina 3-glucésido por
gramo de muestra en base seca (mgEc—3-G
gpd), fue calculada como sigue:

Pigmento de antocianina (Equivalentes

de cianindina 3 — glucosido, mg L™1)
= (A*PM +FD = 103) (¢
* 0.38)

Donde:

— A = (As20 nm—A700 nm) pH 1.0 —(As20 nm—A700
nm) PH 4.5

— PM = 4492 g mol! de cianidina 3-
glucésido

— FD = Factor de dilucioén establecido.

— ¢ = Coeficiente de extinciébn molar de
cianidina 3-glucosido (26 900 mol* cm™).

— 10°® = factor de conversion de g amg

— 0.38 cm = longitud de trayectoria, factor de
correccion por uso de microplacas.
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Determinacion de la capacidad antioxidante
Ensayo ABTS

El ensayo ABTS descrito por Re et al. (1999)
adaptado a microplacas fue utilizado para medir
la capacidad antioxidante en extractos de frutos
de acachul. La disolucion ABTS* se generé por
la reaccion de ABTS (7.4 mM) y persulfato de
sodio (2.6 mM). Esta disolucidn se dejo reposar
durante 16 h y finalmente fue diluida para
obtener una absorbancia entre 0.7 y 1.2, para lo
cual se tomaron 600 pL y se aforaron a 10 mL
con metanol. Posteriormente, en los pozos de la
microplaca se mezclaron 20 pL de muestra o
curva patrén y 180 pL de la disolucion
ABTS-*. Como blanco se emplearon 200 pL de
la disolucion ABTS-*. La microplaca se agité y
la mezcla de reaccion se dejo reposar durante
10 min protegida de la luz, finalmente la
absorbancia fue medida a 734 nm en el lector
de microplacas. Las mediciones se hicieron por
cuadruplicado. Los resultados se expresaron
como micromoles equivalentes de Trolox por
gramo de muestra en base seca (umol ET gp2).
La ecuacion obtenida de la curva de calibracion
de Trolox fue utilizada para determinar la
capacidad antioxidante de las muestras. El
intervalo de la curva de calibracion de Trolox
fue de 4.99 a 59.93 uM.

Ensayo FRAP

El ensayo FRAP descrito por Benzie y Strain
(1996) adaptado a microplacas de 96 pozos, fue
utilizado para medir el poder reductor de los
extractos de frutos de acachul. Se prepararon
las siguientes disoluciones: buffer pH 3.6
(4.624 g de CoH3NaO23HO y 182 mL
C2H403), TPTZ (2, 4, 6 Tripiridil-s-triazina) 10
mM en HCI 40 mM vy disolucion FeCls3H.0
20 mM. La disolucion FRAP fue preparada al
momento de su uso mezclando en proporcion
10:1:1 la soluciéon buffer, solucion TPTZ y
FeClz3H20.
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En una microplaca se colocaron 20 pL de
extracto o de la curva de Trolox, 180 uL de la
disoluciéon FRAP y 60 pL de agua destilada,
como blanco fueron inyectados 200 pL de la
disolucion FRAP y 60 pL de agua destilada.
Después de 30 s se midi6 la absorbancia a 600
nm en el lector de microplacas. Las mediciones
se realizaron por cuadruplicado. Los resultados
se expresaron como micromoles equivalentes
de Trolox por gramo de muestra en base seca
(umol ET g;1). La ecuacion obtenida de la
curva de calibracion de Trolox fue utilizada
para determinar la capacidad antioxidante de las
muestras. El intervalo de la curva de calibracion
de Trolox fue de 3.84 2 46.10 uM

Analisis estadistico

Los datos se procesaron mediante un analisis de
varianza y comparacion de medias de
tratamientos (Tukey, 0.05) mediante el paquete
estadistico SAS (version 9.4).

Resultados
Cuantificacion de Fenoles Totales

Como se observa en Cuadro 1, los frutos de las
accesiones Al y A3, cuyos arbustos no
tuvieron manejo agronémico, presentaron el
mayor contenido de fenoles totales (p < 0.05).
En un estudio previo de frutos de A. compressa
K., colectados en San Andrés Tuxtla, Veracruz
(Joaquin-Cruz et al., 2015), se encontré un
mayor CFT (8025.2 mg EAG 100 ggt). Sin
embargo las accesiones de acachul presentaron
mayor CFT que los frutos de arandano,
zarzamora y fresa (9.44 £ 0.22, 558 + 0.18 y
2.72 + 0.18 mg EAG g;l, respectivamente).
Por lo tanto, los frutos de acachul presentan
mejor potencial nutracéutico que los berries
(arandano, mora y fresa) (Ding et al., 2006;
Tulipani et al., 2008).
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Acces Fenoles Totales | Antocianinas (mg | ABTS (umol | FRAP
ion (mg EAG g-) cyd gt) ETg?) (umol
ET g?)

Al 63.21a+ 8.6 29.0a+1.47 62631 a + | 407.73 a
10.6 +135

A2 56.69 b +5.7 26.64 a+0.69 51273 b + | 29363 ¢
232 +13.4

A3 62.85a+75 27.92a+2.05 615.13a+8.1 340.64 b
+18.7

Tabla 1 Fenoles totales, antocianinas y capacidad
antioxidante de frutos de A. compressa K. de Xicotepec,
Puebla

Determinacién de antocianinas totales

Los frutos de las accesiones analizadas no
presentaron diferencias significativas en el
contenido de antocianinas (p < 0.05), ver
Cuadro 1, ademas se determind que las
antocianinas representan entre el 15 y 18 % de
los fenoles totales (Fig. 1). El contenido de
antocianinas totales en frutos de acachul es
similar a encontrado en zarzamora, grosella
negra y arandano (2669.7 = 190.7, 2071.1 +
94.9 y 2108.1 + 177.7 mg EVC 100 gl
respectivamente) (Lee, et al, 2015). Todas las
accesiones de acachul presentaron mayor
contenido de antocianinas  totales en
comparacion con arandano, zarzamora y fresa
(24.38 £0.75,3.99 £ 0.08y 1.16 + 0.12 mg EC

gha, respectivamente).
Capacidad antioxidante

Los resultados obtenidos por el ensayo ABTS
indican que los frutos con mayor capacidad
antioxidante corresponden a las accesiones Al
y A3, lo cual coincide con su mayor contenido
fendlico (Cuadro 1). En el ensayo FRAP se
obtuvieron diferencias significativas entre las
accesiones analizadas, donde la Al presentd
mayor CA vy los frutos A3 la menor. Con los
dos métodos empleados para la determinacion
de la actividad antioxidante de las frutas se
mostraron valores altos, lo cual podria estar
relacionado con el alto contenido fendlico y de
antocianinas (Fig. 2).
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Todas las accesiones de acachul
analizadas  presentaron mayor capacidad
antioxidante que arandano, zarzamora y fresa
(14.98 £ 0.49, 11.48 + 1.32 y 4.44 £ 0.45 mmol
ET 100 g2, respectivamente) analizadas por el
ensayo ABTS (Huang et al., 2012).

mg cyd mgt

Al A2 A3

MFenoles totales ~ =Antocianinas

Figura 1 Contenido de fenoles totales y antocianinas en
frutos de A. compressa K..

Capacidad antioxidante
700 OABTS
BFRAP
600

umol ET g1
IS @«
] S
S S

300

200
Al A2 A3

Figura 2 Capacidad antioxidante en frutos de A.
compressa K. por los ensayos ABTS y FRAP

Conclusiones

A. compressa K. tiene un alto valor
nutracéutico ya que sus frutos son una fuente
rica de principios bioactivos como las
antocianinas y fenoles, por lo que podria ser
aprovechado como un ingrediente para obtener
alimentos funcionales.
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