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Soy de las que piensa que la ciencia tiene una gran belleza.
Un cientifico en su laboratorio no es solo un técnico: es
también un nifio colocado ante fenomenos naturales que le

impresionan como un cuento de hadas.

-Marie Curie-
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1. INTRODUCCION

Las frutas y vegetales son universalmente promovidas como saludables, no s6lo por su
concentracion de vitaminas, principalmente A y C; minerales, electrolitos y fuente de fibra
dietética; si no recientemente por ciertos compuestos bioactivos que han sido asociados con
reducir el riesgo de padecer enfermedades crénicas, como enfermedad cardiovascular, diabetes,
cancer y Alzheimer (Hu, et al, 2002)(Slavin & Lloyd, 2012).

Esto ha orientado las investigaciones a la caracterizacion de diferentes tipos de frutas y la
identificacion-cuantificacion de compuestos bioactivos especificos ya que ademas de su
importancia bioldgica, han despertado el interés de la industria alimenticia por representar una

considerable fuente de antioxidantes.

Por su situacion geografica, México presenta una gran diversidad de condiciones ecoldgicas
dando como resultado una riqueza de suelos, diversidad floristica y de comunidades vegetales.
Estudios realizados en distintas regiones del pais han documentado méas de 1,500 especies de
plantas comestibles silvestres que llegan a constituir entre 8 y 17% de la dieta anual de las

familias campesinas (Lascurain, et al., 2010).

En el estado de Veracruz, se reportan 140 variedades de frutas silvestres comestibles
comunmente llamadas “de campo”, “de monte” o “cimarronas” (Lascurain et al., 2010), las
cuales simbolizan valiosos complementos de alimentacion y pueden ser una fuente relevante de

ingresos econdmicos, especialmente en comunidades rurales.

Lamentablemente se ha perdido el habito de consumo de ciertas especies y por tanto el
conocimiento tradicional que de ellas se tenia, en este sentido, la presente investigacion se baso
en identificar compuestos de alto valor biologico en diez frutas silvestres comestibles de

Veracruz y su posible impacto como fuente de antioxidantes.
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La frutas seleccionadas en este estudio fueron cunde amor (Momordica charantia), zapote
amarillo (Pouteria campechiana), cucumud (Pouteria sp.), nanche rojo y amarillo (Byrsonima
crassifolia) zapote santo domingo (Mammea americana), guaya (Melicoccus oliviformis), papaya
de monte (Vasconcellea cauliflora), zapote cabello (Licania platypus) y chagalapoli (Ardisia

compressa).

Se elabord un plan de trabajo con la finalidad de determinar la concentracién total de fenoles,
antocianinas, flavonoides, flavonoles y carotenos en las diez frutas antes mencionadas.

Dado que Ardisia compressa mostrdé valores considerables dentro del grupo, se decidio
profundizar en el estudio de dicha especie analizando su perfil de acidos grasos, antocianinas,
flavonoides, &cidos hidroxicindmicos, &cidos clorogénicos, terpenos y evaluacion de la actividad
antioxidante.

Adicionalmente se elabor6 una mermelada y licor de chagalapoli, a los cuales se les determiné la
concentracion total de fenoles, antocianinas, flavonoides, flavonoles y carotenos asi como

actividad antioxidante.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Frutas silvestres comestibles en México

Es ampliamente conocida la diversidad de suelos que proveen a México de una extensa variedad
de especies frutales silvestres. De acuerdo con la Ley General de Vida Silvestre (LGVS), la “vida
silvestre” son los organismos que subsisten sujetos a los procesos de evolucion natural y que se

desarrollan libremente en su habitat (Camara de dipuatdos, 2007).

Los arboles y arbustos frutales silvestres son la vegetacion natural en amplias zonas de los
tropicos, en particular de las regiones himedas, su importancia debe en parte a su gran tamafio y
caracter perenne. Estas especies no solo crean el habitat de diversas especies animales sino
también cumplen con estabilizar el ecosistema en que se encuentran; protegen el suelo de rayos
UV, lluvias y fuertes vientos, especialmente durante las temporadas cuando no hay cultivos
anuales, las raices exploran las capas profundas del subsuelo aprovechando al maximo el agua y

nutrientes limitados por las raices de los cultivos de campo (Ed Verheij. 2006).

La diversidad de frutos comestibles, especialmente de regiones tropicales, es una de las
aportaciones de México al mundo. Sin embargo, el estudio de especies silvestres ha tenido escaso

desarrollo desde el punto de vista de produccion-recoleccion, consumo y comercio.

Lascurain et al., (2010) concibe, “La preguntas que surgen de inmediato son: ¢qué hemos hecho
con esa enorme riqueza, tanto para el consumo interno como para productos de exportacion? y
¢qué hemos hecho con nuestra diversidad nativa y unidades de produccion? La Unica explicacion
posible es la ausencia de interés, o bien las politicas equivocadas que no han permitido explorar
esta enorme diversidad y peculiaridad de especies silvestres y reconocer en ellas un producto con

gran potencial para el mercado nacional e internacional”.
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2.2 Frutas silvestres comestibles en Veracruz

Veracruz ocupa el tercer lugar en diversidad bioldgica después de Oaxaca y Chiapas, pero no
solo es referida a la diversidad de especies de frutos silvestres comestibles y sus variedades, sino
también de aquella que ha sido manejada, seleccionada y cultivada por ser de utilidad para el

hombre.

A partir de la Conquista, la riqueza natural del Nuevo Mundo fue objeto de extraordinarias

narraciones de frailes, historiadores, naturalistas y viajeros.

En la obra Ilamada Historia natural y moral de las Indias, escrita en 1590, el jesuita José de
Acosta habla de las especies frutales diciendo: “La razédn es ser las Indias de temple calido y
humedo... asi la tierra produce plantas silvestres y naturales...No es posible relatar todas las
frutas y arboles de Indias, pues de muchas no tengo memoria, y de muchas més tampoco tengo
noticia, y aun de las que me ocurren parece cosa de cansancio discurrir por todas. Pues se

hallan otros géneros de frutales y frutas mds groseras...” (Acostas, 2003).

En algunas zonas el impacto entre las dos culturas enriquecio la forma de producir, tal es el caso
de la region totonaca, en donde los cultivos tradicionales no perdieron su importancia,
implantdndose paralelamente frutales europeos, asi como tecnologia e implementos agricolas
nuevos. Para esta zona los productos que se sembraban y cultivaban eran la vainilla, maiz, frijol,
chiltepin, cafia de azucar y algodon (Lascurain et al., 2010). Chenaut (1995), escribe sobre
aquellas plantas que crecian sin necesidad de cultivo, como guanabana (Annona sp.), aguacate
(Persea americana), camote (Ipomoea batatas), chirimoya (Annona cherimola.), calabaza
(Cucurbita pepo), coyol real (Attalea butyracea), capulin silvestre (probablemente de los géneros

Eugenia o Ardisia), entre otros.

Las especies comestibles identificadas en Veracruz tienen una larga y compleja historia de
manejo y consumo, ademas de sus frutos, se utilizan hojas, raices, cortezas y flores, sobre todo
en la medicina tradicional; su madera se emplea también como lefia y para la elaboracion de
diversos utensilios, en la construccion de casas y cercas vivas; ademas muchas de ellas son un

atractivo elemento de ornato en jardines, parques y calles (Lascurain et al., 2010).
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Dependiendo de la region, el manejo, uso y formas de consumo de las frutas silvestres es muy
variable, de algunas se tiene un amplio conocimiento, en cambio de otras no se han realizado

estudios, se ha perdido el habito de consumirlas y por tanto su valor tradicional.

Las mujeres productoras de la localidad Moral y Mosquitero, ubicadas en el municipio de
Alvarado, son ejemplos importantes de una tendencia que deberia ser apoyada y difundida.
Muestran interés y esfuerzo en la preparacion del copite (Cordia dodecandra) y la papayita
(Vasconcellea cauliflora) en forma de almibar, llegando directamente a venderlas en los

mercados de Veracruz y Alvarado.

Los frutales nativos deben valorarse como futuro productivo del pais, dado que constituyen una
alternativa para las comunidades rurales de México, quienes comunmente complementan su
alimentacion con decenas de plantas recolectadas en los bosques y la vegetacidn que circunda su
territorio. Siguen siendo alimentos fundamentales para el autoconsumo, que simbolizan una rica

variedad nutrimental tal como histéricamente lo hicieron en la época prehispanica.
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2.3. Frutas como alimento funcional y fuente de antioxidantes

Desde hace afios, existe una clara evidencia de que las poblaciones que viven en los paises
mediterraneos (Grecia, Espafia, Italia, Francia) tienen un modelo distinto de mortalidad y
morbilidad especialmente en relacidn con la enfermedad cardiovascular (ECV), algunos tipos de
cancer y otras enfermedades degenerativas, disfrutando también de una mayor expectativa de
vida. Esto, que no pueden explicarse Gnicamente por factores genéticos, parece depender de
factores ambientales entre los que la dieta puede jugar un papel muy importante (Mulero, et al.,
2010).

La dieta mediterrdnea es una forma de alimentacion basada en un elevado consumo de cereales,
frutas, verduras, hortalizas y legumbres, incluyendo pescado y aceite de oliva como Unica fuente
de grasas y bajo consumo de carnes y grasas saturadas, todo ello en un entorno de habitos
saludables: actividad fisica y ocio al aire libre. Es un buen ejemplo de dieta variada, nutritiva,
apetecible y saludable, que ademas ayuda a prevenir enfermedades crénicas relacionadas con la

alimentacion.

Recientes investigaciones muestran que frutas y verduras, ademas de su importante aporte
nutrimental y mineral, son las principales fuentes dietéticas de antioxidantes, contienen sustancias
bioactivas que alteran el microambiente del colon, regulan el metabolismo hormonal, bloguean la
formacion de nitrosaminas, modifican la tasa de proliferacion/diferenciacion celular, los
mecanismos de metilacion/reparacion del ADN y estimulan la muerte programada de células
cancerosas (apoptosis) (Slavin & Lloyd, 2012),(Zald, 2003).

Los compuestos funcionales de las frutas y hortalizas se pueden clasificar en varias categorias:
Fibra dietaria, antioxidantes, compuestos 6rgano sulfurados y acidos grasos poli-insaturados
(Tabla 1.)(Zald, 2003).

Los antioxidantes son un grupo muy amplio de compuestos de variada estructura cuya funcion
generalmente esta relacionada con su capacidad de interactuar con radicales libres y especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno, agotar el oxigeno singulete y posiblemente actuar como

guelantes de metales, evitando asi la oxidacién de otras moléculas (Shahidi, 2000).
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Tabla 1. Algunos componentes y propiedades funcionales de las frutas y hortalizas.(Zald, 2003)

COMPONENTE FUNCIONAL FUENTE PROPIEDADES
FUNCIONALES
Reducen riesgo de padecer
Fibra dietaria Todas las frutas y hortalizas cancer de colon y problemas de

regulacion intestinal.
Antioxidantes

Vitamina C Todas las frutas y hortalizas
Vitamina E Aceites de origen vegetal
Carotenoides Reducen el riesgo de cancer
B-caroteno(provitamina A) Frutas y hortalizas amarillas y causado por agregacion de
Licopeno anaranjadas plaquetas. Previene perdida de la
Fitosteroles Jitomate, sandia vista
Aceites de origen vegetal
Compuestos Organosulfurados Hortalizas del género Allium: ajo,
Dialil disulfuros cebolla Ayudan a disminuir los niveles
Hortalizas del género Criciferae: colesterol en el organismo,
Glucosinolatos brdcoli, col, coliflor, coles de destruyen carcinogénicos.
Bruselas y nabos.
Acidos grasos poli-insaturados Aceites de origen vegetal, nueces, Protegen afecciones
Acido oleico aguacate y aceitunas. cardiovasculares.

Un radical libre es cualquier especie que contiene electrones no apareados en su Orbital atdmico
por lo que es altamente reactivo (Shahidi, 2000). Existen muchos tipos de radicales y especies
reactivas no radicales en un sistema vivo, sin embargo, las especies reactivas de oxigeno (ERO)
y especies reactivas de nitrogeno (ERN) son las especies reactivas primarias en el cuerpo humano
(Balsano & Alisi, 2009).

El estrés oxidativo ha sido implicado en la etiologia de muchas enfermedades cronico-
degenerativas (Balsano & Alisi, 2009), un exceso de ERO Y ERN puede dafiar los lipidos
celulares, proteinas o ADN alterando su funcion normal. Ademas del interés para los
profesionales de la salud, la industria alimentaria ha utilizado antioxidantes, principalmente de
naturaleza fendlica, para evitar el deterioro de la calidad de los productos, reducir el desperdicio y
evitar pérdidas nutricionales, asi mismo muchos de estos compuestos pueden actuar como
saborizantes, colorantes, conservantes y reforzadores de los sistemas antioxidantes enddgenos
(Conde, et al, 2013).

Ademas, los antioxidantes, también pueden utilizarse para contribuir a la seguridad, la calidad y
las caracteristicas organolépticas de los alimentos, y no menos importante, para garantizar la

satisfaccion de los consumidores (Alia Martins et al., 2016).

Pagina7



Durante las ultimas décadas, el uso de los recursos antioxidantes naturales y extractos de plantas
han recibido un mayor interés debido a las preocupaciones sobre los posible efectos nocivos para

la salud generados por el uso de antioxidantes sintéticos (Nahm, Juliani, & Simon, 2012).

Tabla 2. Antioxidantes mds importantes encontrados en las plantas (Dasgupta & Klein, 2014).

ANTIOXIDANTE COMPUESTO
VITAMINAS Vitamina C, B-caroteno, Vitamina E
COMPUESTOS FENOLICOS
Flavonoles Quercetina, kaempferol, myrcetina,
Flavan-3-oles Catequina, epicatequina,epigalocatequina
Flavones Luteolina, epigenina
Antocianinas Cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina
Estibenos Resveratrol
Acidos fendlicos/ésteres Derivados del acido hidroxibenzoico e

hidroxicinamico.
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2.4. Compuestos bioactivos

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres vivos
para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas simples, o para degradar las complejas y
obtener las simples.

Las plantas, organismos autotrofos, ademés del metabolismo primario presente en todos los seres
vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y acumular compuestos de
naturaleza quimica diversa (Avalos & Elena, 2009) con la finalidad de aumentar su capacidad

general para sobrevivir y superar desafios locales (Fig. 3).

ALTA LUZ/ UV:
Antocianinas, flavonoides

-

M-r ’(/ __. HERIDAS: Cumarinas, Acido

clorogénico, Acidos fendlicos

BAJA TEMPERATURA.:
Antocianinas

DEFICIT N: Flavonoides, Isoflavonoides s=cl (& \ = DericiTFe: Acidos fendlicos
A SNRISOY ﬂ
o

2

DEFICIT DE P: Antocianinas

Fig. 3 Compuestos bioactivos y su relacion con desafios locales. Recuperado de:

http://www.infoagro.com/documentos/los_compuestos._fenolicos_como_antioxidantes_naturales_superar._situaciones_estres_
abiotico.asp Ultima revisién: 23/02/17

Algunos de los metabolitos secundarios tienen efecto sobre los sistemas bioldgicos por lo que se
consideran bioactivos (Quideau, et al. , 2011), sin embargo, pueden ser bioactivos, pero no jugar
un papel esencial en los procesos fisioldgicos del organismo (Martinez, et al., 2008), pueden no
ser importante para la célula, pero si para el organismo como un todo, por ello, a menudo se

producen en una fase posterior al crecimiento (Azmir et al., 2013).
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Segun Kurmukov (2013), estos compuestos se clasifican en cuatro categorias; alcaloides (18%),
terpenoides (27%) compuestos fendlicos (45%) y otros compuestos tales como taninos, lignanos,
fitoesteroles, curcuminas y glucésidos (10%). Se sintetizan en pequefias cantidades, estando a
menudo su produccion restringida a un determinado genero de plantas, a una familia, o incluso a

algunas especies (Avalos & Elena, 2009).

2.4.1 Alcaloides

Los alcaloides son sustancias basicas que contienen nitrégeno en un anillo heterociclico, son
derivados de aminoacidos y presentan distribucion taxondémica limitada encentrandose en plantas
superiores como sales de un acido organico, casi todos tienen un sabor amargo (Martinez et al.,
2008). Por razones histéricas y también por sus complejidades estructurales, la nomenclatura de
alcaloides no ha sido sistematizada. Los nombres de los miembros individuales son, en general,
derivados del nombre de la planta en la que se producen o de su actividad fisioldgica

caracteristica (Kurmukov, 2013).

CARAeS

piperina

MeO e

e

H N
NH, = N
MeO [ H <
OMe \N H COC6H5
mescalina nicotina cocaina

Fig. 4. Estructura de algunos alcaloides.
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2.4.2 Compuestos fenolicos

La via del acido shikimico vincula el metabolismo de hidratos de carbono a la biosintesis de
productos naturales aromaticos a traves de los aminoacidos aromaticos. Esta via, que se encuentra
solo en plantas y microorganismos, proporciona una ruta importante para productos naturales

fenolicos en plantas (Natanya Civjan, 2012).

La mayoria de los compuestos fendlicos vegetales se derivan directamente del acido shikimico
(&cidos benzoico simples), via shikimico (fenilpropanoides), o una combinacion de vias
(fenilpropanoides-acetato) shikimico y acetato.

Los productos de cada una de estas vias se someten a elaboraciones estructurales adicionales que
dan lugar a una amplia gama de polifenoles vegetales, tales como derivados simples de acido
benzoico y &cido cindmico (Fig. 5), lignanos y lignina, fenilpropenos, cumarinas, estilbenos,

flavonoides, antocianidinas, e isoflavonoides.

COOH
®/\/COOH __________ - ©/\/

acido cinamico acidos hidroxicinamicos
I
]
¥ O

X

I
y
o "0 l
cumarinas ®/COOH

acido benzdico

> e L
O

flavonoides

Fig. 5. Derivados de dcido cindmico.
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2.4.2.1. Acidos fenélicos:

Consisten en dos subgrupos, los acidos hidroxibenzoicos (Fig. 6) y los acidos hidroxicinamicos
(Fig. 7). Los acidos hidroxibenzoicos incluyen al acido galico, para-hidroxibenzoico, vainillinico
y siringico, los cuales, comiunmente, tiene la estructura (C6-C1). Por otro lado, los acidos
hidroxicinamicos son compuestos aromaticos con una cadena (C6-C3) de tres atomos de carbono,

siendo los mas comunes, el acido cafeico, ferulico, para-cumarico, sinapico y clorogénico.

HO COOH H3CO
;Z:iY/COOH

OH COOCH acido vainillinico
acido galico

acido benzodico

COOH
HsCO COOH 4 ~ /[::j/
HO

H
© acido p-hidroxibenzoico

OCH,

acido siringico

Fig. 6. Estructura de dcidos hidroxibenzoicos.
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acido caféico
HO

X COOH
/O/\/COOH /@N
acido p-cumarico
HO HO p

A v

H3CO Xx_COOH
@ coon Ho:©/\/ 4cido ferdlico

acido cinamico

-a HCO X COOH
\ HO acido sinapico
HO//‘ COOH OCHj,4
@)
HO Y ~o7
OH OH
OH

acido clorogénico

Fig. 7. Estructura de dcidos hidroxicindmicos.

2.4.2.2. Flavonoides

La sintesis de flavonoides tiene lugar en plantas a partir de unidades de acetato y aminoacidos

aromaticos como la fenilalanina y la tirosina.

Estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano (C), lo cual

deja un esqueleto de difenilpiranos: C6-C3-C6 (Fig. 8), comun en la mayoria de los flavonoides.
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Fig. 8. Estructura de flavonoide

En la naturaleza se suele presentar con al menos tres hidroxilos fendlicos y se encuentran
generalmente combinados con azUcares en forma de glicosidos, aunque también se presentan con
relativa frecuencia como agliconas libres (Cartaya & Reynaldo, 2001). Debido a las variaciones
del pirano, se pueden clasificar en antocianidinas, flavanos, flavonas y flavonoles (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién de los flavonoides. (Escamilla Jiménez, et al., 2009).

NOMBRE DESCRIPCION EJEMPLO
Tienen un grupo —OH unido en posicién 3, ademas de
Antocianidinas poseer un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del Antocianidina
anillo C.
Con un grupo —OH en posicidn 3 del anillo C. Catequina
Flavanos
Poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo Cy
Flavonas carecen del grupo hidroxilo en posicién C3. Diosmetina
Grupo carbonilo en posicidn 4 y un grupo —OH en Quercetina
Flavonoles posicién 3 del anillo C.
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/OH OH

antocianidina catequina
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C y
O
O
diosmetina quercetina

Fig. 9. Estructura de flavonoides

2.4.2.2.1 Flavonas y flavonoles

Las flavonas no se encuentran frecuentemente en frutas, pero si en cereales y en muchas plantas
herbaceas. Participan en cierta medida en las caracteristicas sensoriales de los vegetales, pueden
contribuir a la coloracion de plantas y algunas flavonas no glicosiladas y altamente metoxiladas

son responsables del sabor amargo de algunos citricos.

Los flavonoles se encuentran repartidos abundantemente en todos los alimentos de origen
vegetal, las pieles de las frutas son particularmente ricas en estos compuestos. Los méas conocidos
son quercetina, kaempferol, y miricetina (Fig. 10). Al igual que las flavonas, proporcionan un

ligero color amarillo a los tejidos vegetales.
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kaempferol

miricetina

Fig. 10. Estructura de flavonoles.

2.4.2.2.2 Flavanonas y flavanos

Estos compuestos existen en muy pequefias cantidades comparados con los otros flavonoides.
Dentro de los més estudiados se encuentra la catequina (Fig. 11). Son incoloros o ligeramente
amarillos. Por su baja concentracion y su caracteristica incolora, han tenido escaso interés. En

cambio sus glicosidos son bien conocidos, como son la hesperidina y naringina de la corteza de

los frutos citricos.

" 94
HO o) @i HO O OH

OH

OH OH
OH OH

catequina epicatequina

Fig. 11. Estructura quimica de catequina y epicatequina.
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La actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una combinacién de sus propiedades
quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la inhibicién de las oxidasas:
lipooxidasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la xantina oxidasa; evitan la formacion de ERO y

de hidroperdxidos organicos (Barron-Yanez, et al., 2011).

Los flavonoides, como constituyentes de los alimentos, también son importantes al contribuir a
determinadas propiedades, como son el color (pigmentos antocianos), sabor (amargo de
determinadas flavanonas y dulce de determinadas dihidrochalconas) y la astringencia (de los
taninos catequinicos), contribuyen a la estabilidad de los alimentos por sus propiedades
inhibidoras de enzimas responsables del ablandamiento de algunos tejidos, y poseen especial

atencion por su actividad antioxidante (Cartaya & Reynaldo, 2001).

2.4.2.2.3 Antocianinas

Quimicamente las antocianinas son glucosidos de las antocianidinas, es decir, estan constituidas
por una molécula de antocianidina, que es la aglicona, a la que se le une un azucar por medio de
un enlace B-glucosidico (Ortiz et al., 2011). Dentro de los sacaridos glicosilantes se encuentran

la glucosa, galactosa, xilosa, ramnosa, arabinosa, rutinosa, soforosa, sambubiosa y gentobiosa.

La estructura quimica basica de estas agliconas es el ion flavilio, también llamado 2-fenil-
benzopirilio que consta de dos grupos aromaticos: un benzopirilio (A) y un anillo fendlico (B); el
flavilio normalmente funciona como un cation (Fig. 12) (Garz, 2008).

De todas las antocianidinas que actualmente se conocen (aproximadamente 20), las mas
importantes son la pelargonidina, delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina; la
combinacion de éstas con los diferentes azucares genera aproximadamente 150 antocianinas
(Ortiz et al., 2011).
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R4
OH
HO 0% E:In
N R2
Z0H

OH

Fig. 12. Estructura de antocianidina.

Otra posible variacion en la estructura, es la acilacion de los residuos de azlcares de la molécula
con &cidos organicos. Los acidos organicos pueden ser alifaticos, tales como: maldnico, acético,

malico, succinico u oxalico; o aromaticos: p-cumarico, cafeico, ferulico, sinépico, galico, o p-

hidroxibenzdico.

Se ha observado que la presencia de estos grupos acilo le confiere a la molécula estabilidad ante

Aglicona

Pelargonidina
Cianidina
Delfinidina
Peonidina
Petunidina
Malvidina

condiciones extremas de pH y temperatura (Ortiz et al., 2011).

Las antocianinas son mas estables en un medio acido que en medio neutro o alcalino. En medio
acido la forma predominante es la de i6n oxonio o cation flavilio (AH+) de color rojo intenso. A
valores de pH mas altos ocurre un ataque nucleofilico por parte del agua en la posicion 2, dando

lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbinol o hemicetal (B) y la forma chalcona (C), o de

cadena abierta (Garz, 2008) (Fig. 13).

Sustitucion

R4

H
OH
OH
OCHj
OCHj
OCHj

Ro

H
H
OH
H
OH
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base quinoidal ionizada(A-)

®
H,O /H
pK=2.6

Fig. 13. Estructura de antocianina a diferente pH

pseudo-base carbinol (B)

OH
chalcona (C)

Tanto el hemicetal como la chalcona, son formas incoloras y bastante inestables. A valores de pH

superiores a siete se presentan las formas quinoidales (A, A-) de color purpura que se degradan
rapidamente por oxidacion con el aire (Garz, 2008).
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Los efectos terapéuticos de las antocianinas estan relacionados con su actividad antioxidante.
Estudios de antocianinas provenientes del vino han demostrado que estas son efectivas en inhibir

la formacidn de especies reactivas de oxigeno y la oxidacion de lipoproteinas (Ortiz et al., 2011).

2.4.2.2.4. Cumarinas

Son lactonas derivadas de la y-benzopirona, formadas a partir de acido cinamico, se encuentran
en plantas medicinales y tienen una estructura quimica de 2H-1-benzopiran-2-ona (Fig.14). Sobre
esta estructura se disponen sustituyentes de distinta naturaleza quimica lo que da lugar a distintos

tipos de cumarinas (Cariete, 2005).

cumarina

Fig. 14. Estructura quimica de la
cumarina.

Como grupo, su interés farmacoldgico no es muy grande sin embargo tienen efectos importantes
sobre el sistema vascular tanto arterial como venoso (Cafiete, 2005) ademas actlian como agentes

antimicrobianos y como inhibidores de germinacion (Avalos & Elena, 2009).

Se concentran en altos niveles en algunos aceites esenciales, como el de corteza de canela, cassia
y aceite de lavanda. También se encuentran en frutas como arandano, mora silvestre y té verde.
Aungue se distribuyen por todas las partes de la planta, estos compuestos se producen en niveles

mas altos en las frutas, seguidas de las raices, tallos y hojas (Jain & Joshi, 2012).
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2.4.2.2.5. Taninos

Son compuestos que tienen tres 0 mas subunidades fendlicas, hidrosolubles no nitrogenados, de
origen vegetal, de peso molecular entre 500 y 3000, que ademas de dar las reacciones clasicas de

los fenoles, precipitan sales de alcaloides y metales pesados (Cafiete, 2005).

Los taninos o polifenoles poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que los fenoles
monoméricos simples (Paladino, 2008). Segun sus caracteristicas estructurales se puede clasificar
a los taninos en cuatro grupos principales: Galotaninos, elagitaninos, taninos complejos y taninos

condensados (Kurmukov, 2013).

Estos compuestos se encuentran principalmente en las raices, la corteza, y de vez en cuando en
las hojas de la planta, tienen propiedades antibacterianas, astringentes y antisépticas. (Cariete,
2005).

OH H
OH
OH ( R)n
OH HO O OH
HO\| X 9 OH OH OH
C-0O O
HO/ Z OR HO OH (0] @:OH
HO_ _ c-0 on
P | (”) OR OH
HO RO HO OH (R)n
OH
tanino complejo tanino condensado

Fig. 15. Estructura de tanino complejo y condensado.
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2.4.2.3. Quinonas

Las quinonas son dicetonas arométicas procedentes de la oxidacion de fenoles, muy abundantes
en la naturaleza, se encuentran tanto en vegetales superiores como en hongos y bacterias.
Dependiendo del grado de complejidad de su estructura quimica pueden clasificarse en

benzoquinonas, naftoquinonas o antraquinonas si son estructuras monociclicas, biciclicas o

triciclicas.
O @) 0o
O @) O
p-benzoquinona antraquinona p-naftoquinona

Fig.16. Estructura quimica de quinonas.

Los derivados de quinonas son constituyentes comunes de moléculas biolégicamente relevantes.
Algunos ejemplos son las vitaminas K y E. En la naturaleza, las quinonas actGan como

sustancias colorantes y, como redox (compuestos de transporte de electrones).

2.4.2.4. Terpenoides

Los terpenoides o isoprenoides, se derivan de la fusion de cinco carbonos llamada isopreno (C5)
(Fig. 17). Para su sintesis existen dos vias, la ruta del mevalonato que se lleva al cabo en el
citoplasma y la ruta MEP, la cual es independiente de la del mevalonato y se realiza en los

plastidos (Sepulveda-Jiménez, 2003).
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Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que los forman, hemiterpenoides
(C5), monoterpenoides (C10), sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20), o politerpenoides
(C5xn). Ademas, la condensacion de C15 - C20 dan lugar a triterpenoides (C30) y (C40)

tetrateprenoides, respectivamente (Natanya Civjan, 2012).

cola

]

cabeza

cabeza

Unidad de isopreno Union cabeza-cola

Fig. 17. Estructura de isopreno.

Los terpenoides son comercialmente interesantes debido a su uso como fragancia en alimentacién
y cosmética, ademdas de su importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas,
antiulcerosas, antimalariales y antimicrobianas, entre otras (Avalos & Elena, 2009).

Aquellos que se encuentran en los aceites esenciales son generalmente monoterpenos como el
limoneno y el mentol, constituyentes de los aceites de limon y menta, respectivamente. Entre los
diterpenos se encuentra el fitol, terpeno de cadena abierta que forma parte de las clorofilas
(Avalos & Elena, 2009).

H3;C
H 3 M/WCHZOH
CHs CHs CHs CHs
H3C CH2 H3C CH3

Limoneno Mentol Fitol

Fig.18. Estructura de terpenos.
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2.4.2.4.1. Triterpenos

Michaudel, (2013) reporta mas de 20.000 triterpenos aislados, la diversidad quimica de los
triterpenoides vegetales es el resultado de la capacidad del precursor C30, el escualeno, para
experimentar varios modos de ciclacion y reacciones posteriores de "decoracion”. Los mas
abundantes son triterpenos tetraciclicos y pentaciclicos y pueden encontrarse en su forma libre

(sapogeninas), o unidos a glucésidos (saponinas).

Entre los triterpenos se encuentran esteroides y esteroles, los que contienen un grupo alcohol se
denominan esteroles. Los mas abundantes en plantas son el estigmasterol y el sitosterol, que s6lo
difiere del estigmasterol en la ausencia del doble enlace entre C 22 y C 23 (Avalos & Elena,
2009).

Como ejemplo, los triterpenos de origen natural a- y p-amirina (Fig. 20) han sido aislados a
partir de diversas fuentes, sobre todo resinas de las plantas. Las fuentes mas importantes de [3-
amirina incluyen el polen de abeja (3 g / kg) , la corteza de "Cuachalalate™ (2,4 g/ kg) y hojas-

corteza de Byrsonima crassa (1,3 g / kg) (Vazquez et al., 2011).

CH,4

escualeno

sitosterol

HO

Fig. 19. Molécula de escualeno y sus derivados triterpenos ciclicos.
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HsC H H,C CHs

alfa-amirina

HO” -
HsC CHjy

HO

Y beta-amirina
H;C CHj;

Fig. 20. Estructura quimica de la a y B-amirina

Se ha demostrado que la a y B-amirina, muestran diversas actividades farmacologicas in vitro e
in vivo contra diversas condiciones relacionadas con la salud, algunas tales como la inflamacién,

microbiano, hongos, infecciones virales y células cancerosas (Vazquez et al., 2011).

2.4.2.4.2. Carotenoides

Los carotenoides son tetraterpenos constituidos por multiples unidades de isopreno con un
ciclohexano sustituido e insaturado en cada uno de los extremos. Son moléculas lipofilicas, con
nula solubilidad en agua.

La propiedad de absorber luz se deriva de la presencia de 7 0 mas enlaces dobles conjugados con
posibilidad de absorber luz visible, con colores que van del amarillo al rojo (Tobergte & Curtis
2013).

Después de las clorofilas, los carotenoides son los mas ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Se encuentran en todo el reino vegetal, tanto en tejidos fotosintéticos como no fotosintéticos;
siendo responsables del color amarillo, naranja y rojo de la mayoria de frutos (Minguez
Mosquera, et al., 2005).
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En la Figura 21 se presenta la estructura de algunos carotenoides habituales y de importancia

biologica.

licopeno
CHj3

beta-caroteno

luteina

alfa-caroteno

Fig.21. Estructura guimica de carotenoides.

La mejor fuente de a-caroteno es la zanahoria y la calabaza, mientras que B-caroteno estd mas
diversificado en frutas y vegetales como la zanahoria, el pimiento rojo, la naranja, la patata, el

brécoli y vegetales verdes (Tobergte & Curtis 2013).

La implicacion de los carotenoides en la inhibicidn o reduccion del estrés oxidativo, participando
como antioxidantes seria el principal mecanismo de accion de estos compuestos y la
caracterizacion de ellos como anticancerigenos e inmunoactivadores (Minguez Mosquera et al.,
2005).
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2.4.2.4.3. Saponosidos

Los sapondsidos, también conocidos como saponinas, son heterdsidos que constan de una parte
glucidica (con uno o mas azlcares) y de una genina (parte no glucidica) denominada sapogenina,
que puede ser de naturaleza esteroide, alcaloide o triterpénica, por tanto de caracter poco polar
(Transito, 2001).

Deriva su nombre a la capacidad de formar espumas estables, como el jabon en soluciones
acuosas. La espuma se forma debido a que los sapondsidos disminuyen la tension superficial del
agua, es decir, son tensoactivos naturales (Francis, et al., 2002).

Los sapondsidos esteroidicos estan menos distribuidas en la naturaleza que las saponinas
triterpénicas, y se dan preferentemente en las familias de monocotiledoneas, como por ejemplo en

Liliaceae y Dioscoreaceae (Transito, 2001).

H3C

sapogenina triterpenoide sapogenina esteroide

Fig.22. Estructura bdsica de sapogeninas triterpenoide y esteroide.

Las saponinas pueden ser consideradas parte de los sistemas de defensa de las plantas, se sabe
que muchas saponinas son antimicrobianas, inhiben el moho y protegen a las plantas de los

ataques de insectos (Francis et al., 2002).
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También se ha observado que estos compuestos estructuralmente diversos matan protozoos y
moluscos, son antioxidantes, perjudican la digestion de proteinas y la absorcion de vitaminas y
minerales en el intestino, causan hipoglucemia y actGan como anti fangicos y antivirales
(Kurmukov, 2013).

2.4.2.4.4. Acidos grasos

Los acidos grasos son derivados hidrocarbonados de cadenas que pueden variar entre 4 y 36
atomos de carbono. Por su naturaleza lipidica, son insolubles en agua y miscibles en compuestos
apolares. Se clasifican en saturados e insaturados segun el nimero de dobles enlaces presentes en

la molécula.

En la figura 23 se muestra la estructura de algunos acidos grasos, los saturados varian de 4 a 26
atomos de carbono y su punto de fusién aumenta con el peso molecular o largo de la cadena, son
mas estables a la oxidacién; en comparacion con los insaturados que tienen una gran reactividad
quimica debido a los dobles enlaces que dan lugar a transformaciones oxidativas y de

isomerizacion.

Dentro de este ultimo grupo, se encuentran los acidos grasos linoleico y linolénico o también
Ilamados &cidos grasos indispensables (Fig. 24) ya que no pueden ser sintetizados por el cuerpo

humano y deben obtenerse de la dieta.

Los seres humanos y otros mamiferos pueden sintetizar acidos grasos saturados y algunos
monoinsaturados pero carecen de enzimas encargadas de insertar un doble enlace cis en la

posicién n-6 o n-3 de un &cido graso (Vincent & Robert, 1988).

Se ha documentado que estos acidos grasos juegan un rol importante en las capas dermicas y
epidérmicas de la piel (Vincent & Robert, 1988).
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Acidos grasos saturados Acidos grasos insaturados

COOH
AN S COOH
HsC ~
acido laurico (12:0) HaC

acido palmitoleico (16:1)

e COOH coon
acido miristico (14:0)
[ Ts
H, CNCOOH acido palmitico (16:0) HsC - =
7 acido oleico (18:1)
COOH

COOH &cido estearico (18:0)
Hs;C
8

acido linoleico (18:2)
H3C 4

Fig. 23. Estructura de dcidos grasos saturados e insaturados.

Existen dos clases de PUFAs; &cidos grasos omega-6 (n-6) y omega-3 (n-3) (Fig. 24). El &cido
linoleico (LA) es el compuesto de origen de los n-6 mientras que el a-linolénico (ALA) es el

compuesto original de los n-3.

(Stuchlik & Zak, 2002) menciona que acido linoleico, linolénico y sus derivados de cadena larga

son componentes importantes de las membranas de animales y células vegetales.
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Acidos grasos indispensables

O
167 107 OH

acido linolénico - ALA (18:3)
omega-3

acido eicosapentanoico - EPA (20:5)
acido eicosatetranoico - ETA (20:4)
acido docosahexanoico - DHA (22:6)

acido eicosapentanoico - DPA (22:5)

Fig. 24. Clasificacién de dcidos grasos indispensables.
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2.5 Frutas de estudio.

CUNDE AMOR (Momordica charantia)

Familia Cucurbitaceae
Género Momordica
Especie Momordica charantia L.

Es una planta perenne trepadora que crece generalmente hasta 6 m
(Kubola & Siriamornpun, 2008).

Fruto: Anaranjado brillante, alrededor de 4 cm de largo, carnoso,

abriendo explosivamente en la madurez en 3 valvas que sostienen

las semillas en una pulpa rojo brillante; semillas negras, algo Momordica charantia, Fig. 25

aplanadas, de 8 a 10 mm de largo, 4 a 6 mm de ancho. (Lascurain et al. 2010)

Se consume la pulpa de las semillas como fruta fresca, las hojas, en infusién, se emplean en
medicina tradicional contra el paludismo y en oriente, esta especie es cultivada por sus frutos
comestibles en estado inmaduro que son mas grandes que los de forma silvestre (Kubola &

Siriamornpun, 2008).

Tabla 4. Fitoquimicos reportados en el género Momordica.

Compuesto Especie Seccion Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Momordica charantia Epicarpio 224 + 0.86 mg GAE/g MS (Kubola & Siriamornpun,
Momordica charantia Epicarpio 53 + 0.0 mg GAE/g MS 2008)
Momordica cochinchinensis Epicarpio 10.7 £ 0.0 mg GAE/g MS (Conde, et al., 2013)
Momordica cochinchinensis
Mesocarpio 23.5+ 0.0 mg GAE/g MS
Flavonoides totales Momordica charantia Epicarpio 0.666 + 0.0 mg quercetina/ g MS (Nobre, Raffin, & Moura,
2005)
Carotenos totales Momordica charantia Epicarpio 22.3+2.3 pg/g MS (Rodriguez et al., 1976)
Acido galico, cafeico, p- Momordica charantia Epicarpio (Kubola & Siriamornpun,
cumérico, feralico y 2008)
benzoico.
Licopeno Momordica charantia Mesocarpio 261 pg/g MS (Nagarani, et al., 2014)
Momordica charantia Epicarpio 96.3 ug/g MS (Rodriguez, et al., 1975)
Triterpenos Esteroles Momordica sp. Epicarpio (Nagarani et al., 2014)
Cumarinas
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ZAPOTE AMARILLO (Pouteria campechiana)

Familia Sapotaceae
Género Pouteria
Especie Pouteria campechiana

Arbol perennifolio de hasta 30 m de altura (Lascurain et al.,
2010).

0 DaleysFruit com ay

Pouteria campechiana Fig. 26

. i Recuperado de:
Fruto: Baya de 7 cm de largo por 3 a 5 cm de ancho, piriforme http://www.daleysfruit.comaa/buy/ca
o algo globoso, amarillo en el exterior e interior, inmaduro nistel-aurea-tree.htm

produce un exudado blanco pegajoso; de 2 a 3 semillas, de 4 cm
de largo por 2 cm de ancho, ovoides, oscuras, brillantes.

El fruto maduro se consume fresco. Con la madera se hacen
tablas y vigas para construccién y con el jugo lechoso del arbol

se elabora algo parecido al chicle.

Pouteria sp.  Fig. 27

Tabla 5. Fitoquimicos reportados en el género Pouteria.

Compuesto Especie Seccion Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Pouteria sp. Mesocarpio 0.646 + 0.0 mg AT / g MS (Ettiene & Sandoval, 2012)
Pouteria 23.04 + 0.0 mg GAE/g MS (Kong, et al., 2013)
Pouteria campechiana 1.87 £0.0 mg GAE/g MS
Pouteria sapota 2.56 +0.10 mg GAE/g MS (Torres-Rodriguez, et al.,
2011)
3.211 £ 0.05 mg GAE/ g (Malta, et al., 2013)
Pouteria guardneriana
Flavonoides totales Pouteria campechiana Mesocarpio 64.14 + 0.0 mg rutina/ g MS (Kong et al., 2013)
Pouteria campechiana 0.906 + 0.0 mg rutina/ g MS (Barreto, et al.,, 2009)
Pouteria guardneriana 3.15 £+ 0.03 mg catequina/ g MS (Malta et al., 2013)
Carotenos totales Pouteria campechiana Mesocarpio 19.0- 23.5 pg/g MS (Lanerolle, et al. , 2008)
Pouteria sapota 28.9 — 69.6 ng/g MF (Moore-Steam., 2002)
Pouteria campechiana 21 pg/g MS
Triterpenos Pouteria gardnerii (Vazquez et al., 2011)
Acido galico Pouteria sp. (Ma, et al. , 2004)
Catequina
Epicatequina
Miricetina
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NANCHE (Byrsonima crassifolia)

Familia Malphigiaceae
Género Byrsonima
Especie Byrsonima crassifolia

Arbol hasta de 10 m de altura y diametro de 30 a 40 cm; copa

irregular y frecuentemente ramificado desde el suelo (Lascurain
etal., 2010).

Fruto: Drupa globosa, amarilla a ligeramente anaranjada, de

Byrsonima crassifolia (amarillo). Fig. 28
Recuperado de:
http://huixtlaweb.com/fotos/details.php.

1.2 a 2 cm de diametro, con abundante pulpa agridulce que
rodea al endocarpio y contiene de 1 a 3 semillas blancas

rodeadas por una testa delgada.

Cultivado en solares. El fruto maduro se consume fresco, en
almibar, en helados, en licores y aguas frescas. En medicina

tradicional se utiliza la infusion de la corteza por via oral para

curar la diarrea, disenteria, dolor de estdmago y empacho.

Byrsonima crassifolia (rojo). Fig. 29
Recuperado de:
http://huixtlaweb.com/fotos/details.php

Tabla 6. Fitoquimicos reportados en el género Byrsonima.

Compuesto Especie Seccién Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Byrsonima crassifolia Mesocarpio 3.84+ 0.07 mg GAE/g MS (Barreto et al., 2009)
Amarillo 2.40 + 0.16 mg GAE/g MF (Moo-Huchin et al., 2014)

Rojo 2.60+ 0.13 mg GAE/g MF

Byrsonima sp. Hojas 752 +10.60 mg GAE/g MS (Pereira et al. 2015)

Byrsonima ligustrifolia Mesocarpio 123.32 + 2.49 mg GAE/g MS (Martins et al. 2015)

Flavonoides totales Byrsonima crassifolia Mesocarpio 3.19+ 0.03 mg quercetina /g MS (Barreto et al., 2009)
Byrsonima crassifolia Mesocarpio 0.012 mg quercetina /g MS (Herrera-Ruiz et al., 2011)
Amarillo Mesocarpio 1.27+ 0.12 mg quercetina /g MF (Moo-Huchin et al., 2014)

Rojo 1.31 £ 0.07 mg quercetina /g MF

Antocianinas totales Byrsonima ligustrifolia Mesocarpio 0.2 +0.05 mg AT/100 g MS (Martins et al., 2015)
Byrsonima crassifolia Mesocarpio 0.37 £0.02 mg AT/100 g MS (Moo-Huchin et al., 2014)
amarillo
Byrsonima crassifolia Mesocarpio 0.91 +£0.01 mg AT/100 g MS
Rojo
Carotenos totales Byrsonima crassifolia Mesocarpio 17.3 +1.2 ug/g MS (Pereira, et al., 2015)
12 £ 0.0 pug/g MS (Barreto et al., 2009)
(Moo-Huchin et al., 2014)
Amarillo 145.4 + 4.20 pg/g MF
Rojo 142.2 +2.90 pg/g MF
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Triterpenos Byrsonima crassifolia Corteza (Vazquez et al., 2011)

Hojas (Bejar, et al., 1995)
Taninos Byrsonima sp. Mesocarpio (Pereira, et al., 2015)
Quercetina Byrsonima crassifolia Hojas (Bejar, et al., 1995)
Catequina
Guayjaverina Triterpenos
Esteroles

ZAPOTE SANTO DOMINGO (Mammea americana)

Familia Calophyllaceae
Género Mammea
Especie Mammea americana Arbol

perennifolio que alcanza de 18 a 25 m de altura con ramas

ascendentes que forman un follaje denso (Francis, 1989).

Fruto: Drupa de forma ovoide o elipsoidal con un tallo gordo y

corto, mide de 10 a 20 cm de didmetro y pesa entre 600 y 700 Mammea americana fruto ~ Fig. 30

Recuperado de:
gramos. Es un fruto pesado y duro hasta que llega a la completa ./ /www.vendio.com/stores/polynesian_

produce_stand/item/yard-garden-outdoor-
living-fru/-mammey-apple-mammea-
café claro o café-grisdceo, amarga, de superficie aspera, con americana, 2016.

madurez donde se vuelve ligeramente blando. La piel es de color

pequefas areas verrugosas o costrosas esparcidas.

Debajo tiene una membrana seca, amarga, astringente, de color blancuzco adherida a la pulpa. La
pulpa es carnosa, de sabor y olor agradables, tiene un color amarillo claro o anaranjado, contiene
de 1 a 4 semillas de color café o marron, asperas, de forma ovoide o elipsoidal, que miden

aproximadamente 6 cm de longitud.

Se consume el fruto maduro entero y en la elaboracion de licor.
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Tabla 7. Fitoquimicos reportados en Mammea americana.

Compuesto Especie Seccién Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Mammea americana Mesocarpio 3.5+ 0.0 mg GAE/g MS (J. K. Francis, 1989)
1.77x 0.0 mg GAE/g MS (Ordéiiez-Santos, et al. 2014)
0.25 £ 0.02 mg GAE/g MS (Braga, et al., 2010)
Flavonoides totales Mammea americana Mesocarpio 0.553 mg catecol/g MS (Villacorta & Vésquez, 2013)
0.02 + 0.0 mg quercetina/g MS (Braga et al., 2010)
Carotenos totales Mammea americana Mesocarpio 14 pg/g MS (Orddfiez-Santos et al., 2014)
Cumarinas Mammea americana (Yang, et al., 2006)
Tocoferoles Mammea americana (Ordéfiez-Santos et al., 2014)
Benzofenonas

GUAYA (Melicoccus oliviformis)

Familia Sapindaceae
Género Melicoccus
Especie Melicoccus oliviformis

Arbol perennifolio de hasta 20 m de altura y 50 cm de diametro
(Lascurain et al., 2010).

Frutos: Bayas globosas de 1.5 a 2.5 cm de largo, de color verde
amarillento a parduzco; semilla ovoide de 1 cm de largo rodeada por

una pulpa carnosa color anaranjado brillante de sabor dulce.

El fruto maduro se consume fresco, en bebidas refrescantes y

mermeladas. Se cultiva como ornamental y para sombra.

Tabla 7. Fitoquimicos reportados para en género Melicoccus.

Melicoccus oliviformis fruto Fig. 31
Recuperado de: (Lascurain et al.,, 2010)

Compuesto Especie Seccién Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Melicoccus oliviformis Mesocarpio 2.95+0.17 mg GAE/g MF (Moo-Huchin et al., 2014)
Flavonoides totales Melicoccus oliviformis Mesocarpio  2.75 +0.08 mg quercetina/g MF (Moo-Huchin et al., 2014)
Carotenos totales Melicoccus bijugatus 0.02-0.44 pg/g MS (Bystrom, 2012)
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PAPAYA DE MONTE (Vasconcellea cauliflora)

Familia Caricaceae
Género Vasconcellea
Especie Vasconcellea cauliflora

Arbol perennifolio y subperennifolio, generalmente hasta de 4 m de

altura (Lascurain et al., 2010).

Fruto: Baya amarilla, mas o menos elipsoide, lisa 0 con cinco
surcos que convergen en el apice, 4 a 6 cm de largo por aprox. de 3

a 4.5 cm de ancho.

El fruto se prepara en conserva, principalmente en el sur de

Veracruz.

Tabla 8. Fitoquimicos reportados en especies de la familia Caricaceae.

Vasconcellea cauliflora Fig. 32
Recuperado de: (Lascurain et al,
2010)

Compuesto Especie Seccién Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Vasconcellea pubescens Mesocarpio 0.26 = 0.0 mg GAE/g MS (Uribe et al., 2015)
Carica papaya Mesocarpio 0.795+ 0.00 mg GAE/gMS  (Pavan, Sancho, & Pastore, 2014)

0.159 + 0.00 mg GAE/g MS
2.3-5.0 ug/g MS

Licopeno Carica papaya Mesocarpio
B-caroteno
Luteina Carica papaya 237 pgl/lg MS
Rutina Vasconcellea pubescens
Acido p-cumérico
Acido caféico, Carica papaya Epicarpio

acido cumarico,
acido ferulico.

(Villacorta & Vasquez, 2013)
(Gayosso, et al., 2011)

(Gayosso-Garcia Sancho et al.,
2011)
(Saini, Nile, & Park, 2015)
(Uribe et al., 2015)

(Gayosso-Garcia Sancho et al.,
2011)
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ZAPOTE CABELLO (Licania platypus)

Familia Chrysobalanaceae
Género Licania
Especie Licania platypus

Arbol perennifolio de hasta 30 m de altura y 1 m de

diametro, tronco derecho, corteza escamosa pardo-

amarillenta (Lascurain et al., 2010).
Carla Chizmar, Licania platypus Fig. 33
Recuperado de:
http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vascular

sabor dulce, con la pulpa color naranja de sabor dulce y es/view/species/1251

Fruto: Drupa irregular de 12 a 14 cm de largo, de olor y
fibrosa y una semilla globosa de 10 cm de largo por 6
cm de ancho.

El fruto se consume fresco y la madera es empleada en

construccion.

Licania platypus  Fig. 34
Recuperado de:
httn://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/va

Tabla 9. Fitoquimicos reportados en el género Licania. sculares/view/species/1251
Compuesto Especie Referencia
Diterpenos Licania intrapetiolaris (Oberlies et al., 2001)

Triterpenos
Cucurbitacina
Quercetina Licania sp. ( Alessandra et al., 2003)
Rutina
Kaempferol
Triterpenos
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CHAGALAPOLI (Ardisia compressa).

Familia Myrsinaceae
Género Ardisia
Especie Ardisia compressa

Arbustos o arboles perennifolios hasta de 7 m o mas de alto.

Inflorescencia rojiza o purpura en la base, generalmente con

muchas flores blancas (Lascurain et al., 2010).

Frutos: maduros algo globosos, de 6 a 8 mm de didmetro, de

Ardisia compressa Fig. 35
Imagen generada por el autor

color parpura. Se puede encontrar en solares y fincas de café.

El fruto se consume fresco en agua, atoles y licores.

Tabla 10. Fitoquimicos reportados en el género Ardisia.

Ardisia compressa Fig. 36
Recuperado de: (Lascurain et al., 2010)

Compuesto Especie Seccidn Cuantificacion Referencia
Fenoles totales Ardisia Mesocarpio 79.83 £ 0.00 mg GAE/g MS (Gonzélez, et al., 2002)
Ardisia compressa 16.79 + 1.22 mg GAE/g MS (Newell, et al., 2010)
Ardisia compressa 10.51 + 1.50 mg GAE/g MS (Joaquin-Cruz et al., 2015)
Ardisia sp. 180.17 + 12.55 mg GAE/g MS (Indili-Cruz, 2011)
Flavonoides totales
Ardisia sp. Mesocarpio 102.02 + 5.71 mg catequina/ g (Indili-Cruz, 2011)
Antocianinas totales Ardisia compressa Mesocarpio 796 + 23 mg /100 g MS (Joaquin-Cruz et al., 2015)
Flavonoles totales Ardisia compressa Mesocarpio 8.23 + 23 mg quercetina /g (Joaquin-Cruz et al., 2015)
Carotenos totales Ardisia sp. Mesocarpio 13.3 pg/g MS (Newell et al., 2010)
Quinona - Ardisin Ardisia compressa Hojas (Kobayashi & De Mejia,
Isocumarina- Bergenina Ardisia sp. Raiz 2005)
Triterpenos Ardisia kivuensis Hojas (Ndontsa et al., 2012)
Ardisia elliptica Hojas (Raga, et al., 2013)
Acido galico Ardisia compressa Hojas (Newell et al., 2010)
Acido clorogénico
Flavonas

Glicosidos de quercetina
Derivados de kaempferol

Pagina38




3. HIPOTESIS

Es reconocida en la literatura la importancia de las frutas por su contenido de compuestos
biologicamente activos, en este contexto los frutos silvestres de estudio mostraran, ademas por

su ambiente de crecimiento, valores destacados.

4. JUSTIFICACION

En los Gltimos afios el interés por las sustancias de origen natural se ha visto fortalecido debido a
variados estudios que avalan su potencial como antioxidantes, las frutas y vegetales ofrecen una
abundante y diversa gama de compuestos bioactivos que enrriquecen una dieta saludable y

previenen enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

Los frutos silvestres cumplen un vital rol en los ambientes en que se desarrollan, no solo al
proteger el suelo de adversidades climaticas sino de ofrecer suplementos dietéticos o como una
alternativa para hacer frente a la escasez de alimentos; dado que estas especies forman parte de la
alimentacion de ciertos sectores de la poblacion (principalmente en las zonas rurales); es
importante el estudio de su composicion quimica para la difusién al consumo y total

aprovechamiento de las mismas.

La guia de frutos silvestres comestibles en Veracruz del Instituto de Ecologia A.C presentada por
Lascurain et al., (2010) simboliz6 un importante antecedente para la realizacion de esta tesis;
brinda un valioso aporte al conocimiento de las especies silvestres de México y una amplia
informacion botanica que permitié clasificar con seguridad a las especies estudiadas en la

presente investigacion.
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Identificar compuestos de alto valor biologico en frutos silvestres comestibles (Momordica
charantia, Pouteria campechiana, Pouteria sp., Byrsonima crassifolia, Mammea americana,
Melicoccus oliviformis, Vasconcellea cauliflora, Licania platypus y Ardisia compressa) para

reconocerlas como posible fuente de antioxidantes.

5.2 Particulares

Cuantificar fenoles, antocianinas, flavonoides, flavonoles y carotenos totales en mesocarpio y
epicarpio de Momordica charantia, mesocarpio y endocarpio de Ardisia compressa y mesocarpio
de Pouteria campechiana, Pouteria sp., Byrsonima crassifolia roja y amarilla, Mammea
americana, Melicoccus oliviformis, Vasconcellea cauliflora y Licania platypus.

Estudio de Ardisia compressa:

I.  Antocianinas

-Elegir el mejor disolvente de extraccion
- Aplicar tres enzimas comerciales al 1% previo a la extraccién con disolventes y comparar
resultados.

- Identificar parcialmente por HPLC.

Il.  Identificar y cuantificar acidos fenolicos y flavonoides.
I1l.  Identificar de manera cualitativa por CCF la presencia de a-amirina y ardisina.
IV.  Cuantificar acidos grasos en semilla

V.  Evaluar la actividad antioxidante en el extracto metanélico, mermelada y licor artesanal.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1 Reactivos

Placas de silice Alugram G/w254, 20 x 20. Disolventes: Etanol, metanol, acetona, acetato de
etilo, cloroformo, hexano y agua destilada. Estdndar CCF: a-amirina, rutina, quercetina,
kaempferol, catequina y acidos: caféico, sindpico, clorogénico, cumarico, ferdlico, vainillinico y
galico. Revelador CCF: DPPH, cloruro férrico 1%. Reactivos: Folin-Ciocalteau, HCI,
CH3COOH C,H3NaO,, AICI; 10%, NaNO, 5%, NaOH, BF;, DPPH. Reaccién enzimdtica:
enzimas comerciales (Celuclast®, Macerex® y Zymapect®), buffer acetatos pH 4.5 y pH 5.0.

Equipos

Congelador -80°C Revco Harris, liofilizadora Labconco 7522900, molino para café Grinder-
Krups G*4100, Sonicador Cole-Parmer 8892, Espectrofotometro GBC-Cintral, Balanza analitica
OHAUS AP 1105, Agitadora Thermo scientific Max Q 4000, Cromato6frafo de gases Agilent
technologies 6890N, inyector Agilent technologies 7683, Rotavapor Buchi R-215, Cromatografo
de liquidos de alta resolucion HPLC: Autoinyector Water 2707, bomba Waters 1525, detercor
UV Waters 2478, desgasificador, Columna Hypersil GOLD 250 x 4.5 mm, 5 um. Thermo

Scientific.

6.2 Plan de estudio

El proceso experimental se dividio en las etapas siguientes:

Etapa

Se recolectaron en Julio del 2015 nueve diferentes especies de frutos silvestres en el estado de
Veracruz, y una especie mas proporcionada por el Laboratorio 321, Facultad de Quimica, UNAM
con procedencia en el estado de Yucatan. Los frutos fueron lavados y separados segun la seccién

de estudio, se congelaron a -80°C para su posterior liofilizacion y molienda.
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Etapa 11

Se realiz0 la cuenta total de compuestos bioactivos en las correspondientes secciones de las frutas
silvestres y se selecciond a Ardisia compressa para su posterior caracterizacion debido al

destacado contenido de compuestos fendlicos mostrados dentro del grupo de estudio.
Etapa 111

Debido a que la mayor parte de flavonoides en Ardisia compressa corresponden a las
antocianinas, se estudié la extraccién de las mismas con MeOH, EtOH y ActOna al 100, 80, 60,
40, 20 y 0% en agua destilada y 1% de CH3COOH,; con la finalidad de encontrar el disolvente y

concentracion mas adecuado para su extraccion.

En esta etapa también se observo la influencia de la aplicacion de tres enzimas comerciales al 1%

(Celuclast®, Macerex® y Zymapect®) previo a la extraccion por par de disolventes.

Por ultimo en esta etapa, se estudio el perfil cualitativo de antocininas en Ardisia compressa

mediante HPLC de acuerdo con Joaquin-Cruz et al. 2015.
Etapa IV

Se identifico cualitativamente por CCF la presencia de acidos fendlicos , flavonoides, terpenos y
ardisina en Ardisia compressa. Esta etapa también comprende la cuantificaciéon mediante HPLC

de &cidos fendlicos y flavonoides.
Etapa V

Etapa que contempla la cuantificacién de acidos grasos por CG segln el método 2-66 de la

AOCS en la semilla de Ardisia compressa.
Etapa VI

Finalmente se elaboré una mermelada y un licor artesanal de chagalapoli, a los cuales se les
cuantific6 compuestos totales y al igual que en el mesocarpio del fruto, se evalud la actividad

antioxidante utilizando el método del DPPH.
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6.3 Diagrama general de trabajo:

Etapa |
Zona costera- regién Totonaca, Ver.
25-900 m.s.n.m MUESTRA
Clima: Himedo tropical
LAVADO

Mesocarpio, epicarpio, endocarpio.

-80°C, 2h CONGELACION
Liofilizadora Labconco 7522900, 48 h LIOFILIZACION
MOLIENDA

Molino para café Grinder-Krups G*4100

EXTRACCION
(Metanol / Agua/ Ac. Acético 80:20: 1%)

Sonicar 30 min/ Filtrar

Determinacidn de
Flavonoides

Método AICI3

Determinacion de H-diferencial
antocianinas P
Determinacion de
Fenoles

Folin-Ciocalteu

Método segun
(YYermakov, et al. 1987)

Determinacion de
flavonoles

Fig. 37. Diagrama general de trabajo. Etapa I-11
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SEPARAR EN PARTES DE ESTUDIO

Momordica charantia
Pouteria campechiana
Pouteria.sp.

Ardisia compressa
Byrsonima crassifolia:
rojo y amarillo
Mammea americana
Melicoccus oliviformis
Vasconcellea cauliflora
Licania platypus

Etapa I

DETERMINACION
DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

EXTRACCION
(Hexano/ acetona /etanol 50:25:25)

Sonicar 30 min/ Filtrar

Método segun
(Rodriguez-Amaya &
Kimura, 2004)

Determinacion de
Carotenoides




Etapa

HPLC, (Fernandez
Aulis, 2014)

Extraccion MeOH 80%
1% CH3COOH

MeOH, EtOH, ActOna

Caracterizacion cualitativa de
antocianinas

Extraccion asistida por 1% (Celuclast®, Eta pa IV
enzimas © | Macerex®, Zymapect®)

Extraccion de

(100,80,60,40,20,0%) 1% CH3COOH antocianinas d Cualitativa CCF
PENTFCAION ., it
Ardisia . HPLC
Flavonoides
compressa Terpenos
MESOCARPIO Ardisina
ELABORACION
Mermelada y licor artesanal
. Método
DETERMINACION DPPH L Cuantificacion de acidos
Actividad antioxidante CG grasos en semilla
Método 2-66
de la AOCS
CUANTIFICACISN
Metabolitos Etapa V
secundarios
Etapa VI

Fig. 38. Diagrama general de trabajo. Etapa III-VI
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6.4 ETAPA I. Seleccion y preparacion de las muestras

Se recolectaron en Julio del 2015 nueve diferentes
especies de frutos tropicales (en madurez
fisioldgica) en la costa de la region totonaca en el
estado de Veracruz, Méx. y una especie mas
proporcionada por el Laboratorio 321, Conjunto E
de la Facultad de Quimica, UNAM con
procedencia en el estado de Yucatan (Tabla 11).
Los frutos fueron lavados y separados segun la
seccion de estudio.

Para el secado, las muestras fueron refrigeradas a
-80°C por 2 h y se liofilizaron por 48 h;
transcurrido el tiempo, se pulverizaron empleando
un molino para café Grinder-Krups G*4100 y
almacenaron en bolsas herméticas de aluminio en

refrigeracion.

GOLFO DE
MEXICO

VERACRUZ
DE IGNACIO
DE LA LLAVE

QAACA

Zona de procedencia de las frutas de estudio. Fig. 39

Recuperado de: http://www.paratodo mexico.com

Tabla 11. Lugar de origen de las muestras y partes de estudio.

ESPECIE FRUTAL LUGAR DE ORIGEN SECCION DE ESTUDIO
JULIO 2015
Momordica charantia Vega de Alatorre, Ver. Epicarpio y mesocarpio
Pouteria campechiana Yucatdn Mesocarpio
Pouteria sp. Vega de Alatorre, Ver. Mesocarpio
Byrsonima crassifolia rojoy Vega de Alatorre, Ver. Mesocarpio
amarillo

Mammea americana Vega de Alatorre, Ver. Mesocarpio
Melicoccus oliviformis El diamante, Ver. Mesocarpio
Vasconcellea cauliflora Nautla, Ver. Mesocarpio
Licania platypus Emilio Carranza, Ver. Mesocarpio

Ardisia compressa Vega de Alatorre, Ver. Mesocarpio y endocarpio
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6.5 ETAPA II. Métodos de analisis: Cuantificacion de totales

Para la cuantificacion de fenoles, flavonoides, antocianinas y flavonoles, se peso6 por triplicado
1.0 + 0.05 g de muestra seca y se adicionaron 20 mL (Metanol / Agua/ Ac. Acético 80:20: 1%),

se sonicd a T 30°C durante 30 min y filtro.

6.5.1 Cuantificacion de Fenoles totales

La cantidad de fenoles totales se determiné con el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(Folin & Ciocalteau, 1927). Se colocé en frasco dmbar 100 uL del filtrado metandlico de la
muestra, 2 mL de Na,CO3; 2% vy 100 pL del reactivo de Folin /H,O destilada 1:1. Se dejé

reaccionar durante 30 min y posteriormente se realizé la lectura a 750 nm.

Para conocer la concentracion de Fenoles en las muestras, se realiz6 un curva patron empleando
como estandar &cido tanico (0.1mg/ mL) en un rango de concentracién de 0.1 a 0.8 mg/mL,

interpolando los datos.

1.8
1.6

14

=
N

-

Absobancia (nm)
o o
o

y =2.1240x + 0.0834

r=0.9919
0.4
0.2
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

mg

Gréafico 1. Curva patrén de dcido tdnico.
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6.5.2 Cuantificacion de Flavonoides totales

La cuantificacion de flavonoides se realiz6 con algunas modificaciones al ensayo colorimétrico

del cloruro de aluminio descrito por (Villacorta & Vasquez, 2013). Se tomo en un tubo de ensaye

100 pL de extracto metanolico de la muestra, 2300 pL H,O destilada y 300 pL de NaNO, 5%, se
dejo reaccionar 5 min y se afiadieron 300 uL de AICI3 10% en EtOH, 2 mL de NaOH 1M y 5 mL

H,O destilada posteriormente se leyd a 415 nm.

Las absorbancias se interpolaron con base a una curva patrén de catequina (1 mg/mL), con rango

de concentracion de 0.020 a 0.1 mg/mL.; para asi determinar la concentracion correspondiente.

0.25

0.2

0.15

y = 1.6854x - 0.004

Absorbancia (nm)
o
[y

0.05 r=0.9898
0
T( 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
-0.05

mg

Grafico 2. Curva patrén de Catequina

6.5.3 Cuantificacion de Flavonoles totales

El contenido de flavonoides se determind mediante el ensayo de (Yermakov, et al. 1987). Se
coloco en un tubo de ensaye 1.5 mL de extracto metanodlico de la muestra, 4 mL de AICl; 20% y
6 mL de acetato de sodio 50 g/L, se dejo reaccionar durante 2.5 h a 20°C y se realiz0 la lectura a
440 nm.
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Para conocer la concentracion de las muestras, se realizd un curva patron empleando como
estandar rutina (0.5 mg/ mL) en un rango de concentracion de 0.0166-0.5 mg/mL, interpolando

los datos.

y =1.9593x + 0.0144
r=0.9923

Absobancia (nm)
© o o Ll
A O 00O B N b O

o
[N}

o

mg

Grafico 3. Curva patrén de rutina

6.5.4 Cuantificacion de Antocianinas totales

La determinacién de antocianinas totales se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia de pH
diferencial descrita por (Emilio Garcia, 2010). La medicion se realizo por triplicado tomando en
un tubo de ensaye, 200 pL de extracto metanolico de la muestra mas 1800 uL de buffer de
acetatos 0.4M a pH 4.5 y en otro tubo se tomaron 200 pL de extracto metanolico con 1800 pL.
de buffer de cloruros 0.025 M a pH 1.

Para cada disolucion, se midi6 la absorbancia a 510 nm y a 700 nm en un espectrofotometro GBC

Cintral, utilizando como disolucion blanco agua destilada.
El contenido de antocianinas totales se expresa como mg/g ms de cianidina 3-glucosido.

La absorbancia final se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:
A= (A, .~ Ay PHELO- (A, — Am) pH=4.5

Amax Amax

Ecuacién I. Formula para antocianinas totales
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La concentracion de antocianinas totales se obtuvo de la siguiente ecuacion:
Antocianinas totales (mg/L)= A'(PM)(FD)(1000)/e(1)
En donde: Para cianidina 3-glucdsido (PM=449.2 y &= 26900).

Ecuacién II. Formula para antocianinas totales

6.5.5 Cuantificacion de Carotenoides totales

La determinacion de carotenoides totales se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia descrita por
Rodriguez-Amaya (Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004). La medicion se realizé pesando por
triplicado 0.8 £ 0.05 g de muestra seca agregando 10 mL de disolucion (hexano/ acetona /etanol
50:25:25), se mantuvo en agitaciéon durante 30 min, posteriormente se concentrd el extracto en
rotavapor a 28°C, se lavo el matraz bola con hexano transfiriendo la fracciéon superior a un
matraz volumétrico de 10.0 mL y aforando con hexano. Por ultimo se leyo la alicuota de aforo a
450 nm en un espectrofotometro GBC Cintral en celdas de cuarzo, utilizando como disolucion

blanco hexano.

El contenido de carotenoides totales se expresa como pg beta-caroteno /g de muestra seca, con

base a la siguiente expresion:
6
Carotenoides totales (ug/ g ms)= A (Y mL)(PM)(10 )/e(1)(100)(g m)
En donde: Y= Vol. de aforo y Para B-caroteno (e= 2592)

Ecuacién III. Férmula para carotenoides totales

6.6 ETAPA Ill. Ardisia compressa

6.6.1 Seleccidon del disolvente segln su capacidad extractiva

Las antocianinas son moléculas polares y por lo tanto son mas solubles en solventes polares que
en solventes no polares, ademéds los métodos convencionales de extraccion de antocianos
implican el uso de acidos en los disolventes para mantener la estabilidad de la molécula (Emilio

Garcia, 2010).
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De acuerdo con Rodriguez Pérez, et al., (2010) y Ortiz et al., (2011) el metanol es el mejor
disolvente para la extraccion de antocianinas; sin embargo por su grado de toxicidad no estd
permitido en alimentos; por esta razon ademas de MeOH se probd la extraccion de las

antocianinas en Ardisia compressa con EtOH y Acetona.

Las disoluciones y concentraciones de estudio fueron MeOH/ agua; EtOH/ agua y ActOna / agua

al 100, 80, 60, 40, 20 y 0%.

Se pes6 por triplicado 1.0 + 0.05 g de mesocarpio seco de Ardisia y se adicionaron 20 mL de la
respectiva disolucién, afiadiendo 1% de CH3COOH glacial, se sonicd un tiempo total de 60 min a
T 30°C y filtr6. Se realizé la cuantificacion de antocianinas segun el método de pH diferencial
(punto 6.3.2.4).

Los datos obtenidos fueron analizados por medio del analisis de varianza de una via (ANOVA
por sus siglas en inglés) y las diferencias entre medias se determinaron con la prueba de Duncan,

un valor de P<0.05 se considerd como significativo (SigmaStat 3,5).

6.6.2 Extraccion de antocianinas asistida por enzimas

Diferentes enzimas (solas o en combinacion) han sido empleadas para mejorar y acelerar la
extraccion de pigmentos de diversos materiales vegetales. Algunos investigadores pudieron
separar exitosamente los polifenoles de las agujas de pigmentos vegetales cuando utilizaron
enzimas mixtas de celulasa, hemicelulasa, pectinasa y proteasa para la extraccion (Asthon
Maritza, 2015) (Lotfi, et al., 2015).

Para la extraccion asistida por enzimas se pes6 por triplicado 0.5 £ 0.05 g de muestra seca
(mesocarpio de Ardisia compressa) en matraz Erlenmeyer y se adiciono el 1% v/p de enzima
comercial concentrada y 15 mL de buffer de acetatos a pH correspondiente (Tabla 12). Para el

tratamiento con Macerex® también se estudio el 2% v/p.

La reaccidn enzimatica se llevo a cabo durante 6 h a 200 rpm en una agitadora Thermo Scientific

Max Q 4000, a la temperatura correspondiente para cada enzima.
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Posteriormente se extrajo a las antocianinas con MeOH: agua: (80:20) a un pH de 2 a 3
(CH3COOH), causando asi la inactivacion enzimatica; se filtrd la disolucién y cuantificaron las

antocianinas por el método de pH diferencial (punto 7.5.4). El diagrama de la anterior
metodologia se muestra en la figura 40.

Tabla 12. Condiciones - enzimas comerciales.

Zymapect® pectinasa pH 4.5 —-35°C

Macerex® pectinasa, celulasa pH 5.0 —44°C

Celuclast® 1.5L Celulasa pH 5.0 — 44°C
0.5+0.05 9 MUESTRA SECA

Mesocarpio Ardisia compressa
pH 45/pH 5.0 BUFFER DE ACETATOS

1% v/p ENZIMA COMERCIAL

200 rpm, 35a44°C, 6 h

Agitadora Thermo Scientific Max Q 4000~ AGITACION

MeOH: agua: CHsCOOH (80:20: pH 2-3)  EXTRACCION

30 min SONICAR

FILTRAR

CUANTIFICACION

Meétodo pH-diferencial
DE ANTOCIANINAS

Fig. 40 Diagrama general de extracciéon de antocianinas asistida por enzimas.
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6.6.3 Identificacién parcial de antocianinas por HPLC

Para obtener el extracto metandlico de Ardisia compressa se pesé 1.0 £ 0.05 g de muestra seca y
se adicionaron 20 mL (Metanol / Agua/ Ac. Acético 80:20: 1%), se sonicd durante 30 min,
filtr6 y se almacend a -25°C para posteriores usos. La alicuota de extracto se vertié en filtro

Millipore 0.45 um previo a la lectura por HPLC.

La identificacion de antocianinas se realizd siguiendo el método de elucién por gradiente

reportado por (Fernandez Aulis, 2014).

Tabla 13. Sistema del HPLC para antocininas.

SISTEMA CONDICIONES
COLUMNA Hypersil GOLD (250x4.5 mm; 5um)
FASE MOVIL A: H20/ ACN/ Ac. férmico (87:3:10)
B:ACN
FLUJO 1.0 mL /min
INYECCION 20 pL
GRADIENTE Tiempo (min) %A %B
0a45 97 3
45 a 46 75 25
46 a 47 70 30
47 a 56 97 3

6.7 ETAPA 1V: Ardisia compressa
6.7.1 Identificacién cualitativa por CCF de compuestos bioactivos

Para la identificacion de flavonoides en CCF se utiliz6 el extracto metandlico de Ardisia
compressa, el cual se llevé a sequedad en rotavapor y se resuspendio en 1mL de MeOH para su
aplicacion en placa cromatografica. Como estandar de flavonoides se empled catequina,

kaempferol, quercetina, rutina y epicatequina.
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Para la extraccion de acidos fendlicos se pesd 1.0 + 0.05 g de muestra seca, se adicionaron 20 mL
de NaOH 2M se sonico durante 30 minutos y filtrd. Se llevo el filtrado a pH=3.5 + 0.2 con HCI
conc. Y se realizaron dos extracciones con acetato de etilo, concentrando la fase organica a
sequedad en rotavapor. Para la aplicacion se resuspendio en 0.5 mL de MeOH. Los estandares
correspondientes a acidos fenolicos fueron &cido vainillinico, clorogénico, cumarico, ferdlico,

caféico, sindpico y galico.

La extraccion de terpenos se llevé a cabo pesando 1.0 £ 0.05 g de muestra seca y adicionando 10
mL de diclorometano, se sonicd por 30 minutos y filtr6. Se llevo a sequedad en rotavapor y

resuspendio en 1.0 mL n-hexano para su aplicacion. El estdndar empleado fue a-amirina.

Para la extraccion de ardisina se pes6 1.0 + 0.05 g de muestra seca y adiciono 10 mL de
cloroformo, se llevé a sequedad en rotavapor y re suspendio en 1.0 mL de metanol para su

aplicacion en cromatofolio.
Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas cromatograficas de gel de silice 60F254 (Merck), donde se aplicaron
alicuotas de las muestras con 0.5 cm de distancia entre cada muestra.

Una vez seca la aplicacion, se coloco la placa en la cdmara cromatogréafica saturada con la fase
movil (Tabla.14), se corrieron las muestras y cuando estas alcanzaron el frente de la placa, se

retird y se dejo secar, posteriormente las placas fueron reveladas.

Tabla 14. Sistema de elucion y revelador para CCF

COMPUESTO BIOACTIVO SISTEMA DE ELUCION REVELADOR
ACIDOS FENOLICOS n-Hexano / acetato de etilo/ Cloruro férrico al 1% en butanol

CH3COOH (1:1:1%)

FLAVONOIDES Cloroformo/ acetato de etilo/ Cloruro férrico al 1% en butanol
CH3;COOH (7:3:0.5%)
TERPENOS n-Hexano/ acetato de etilo Cloruro férrico al 1% en butanol
(9:1)
ARDISINA n-hexano/ acetato de etilo DPPH
(8:2)
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6.7.2 Cuantificacion de compuestos bioactivos en Ardisia compressa por HPLC.
6.7.2.1 CUANTIFICACION DE ACIDOS FENOLICOS

La cuantificacion de &cidos fenolicos se llevo a cabo imitando el método de elucidn por gradiente
reportado por (Morales Toledo, 2016) y realizando curva patron de los estandares comerciales

(&cido vainillinico, clorogénico, cumarico, ferdlico, caféico, sindpico y gélico).

Para obtener la muestra se realizo el mismo procedimiento del punto 7.6.3 y se resuspendiendo en
MeOH grado HPLC.

Tabla 15. Condiciones de HPLC para elucion de dcidos fendlicos

SISTEMA CONDICIONES
COLUMNA Hypersil GOLD (250x4.6 mm; 5um)
FASE MOVIL A: Acido acético 1%
B: Metanol

FLUJO (mL/min) 1.2
INYECCION (uL) 20
LONGITUD DE ONDA (nm) 325
TIEMPO DE CORRIDA (min) 20

GRADIENTE Tiempo Flujo %A %B

(min)

0.90 75 25

7 0.90 60 40

8 0.90 70 30

9 0.90 85 15

11 1.00 90 10

12 1.00 85 15

12.50 1.00 70 30

13 1.00 75 25

13.50 1.00 75 25

14 1.00 70 30

15 1.00 75 25
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6.7.2.2 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

La cuantificacion de flavonoides por HPLC se obtuvo con un método de elucién por gradiente
(Tabla 16) y a partir de la curva patrén de estandares comerciales (catequina, quercetina, rutina'y

epicatequina).

Tabla 16. Condiciones de HPLC para elucién de flavonoides

SISTEMA CONDICIONES
COLUMNA ODS Hypersil (250x4.6 mm; 5pm)
FASE MOVIL A: Acido fosforico 1%
B: Acetonitrilo
FLUJO (ml/min) 1.0
INYECCION (uL) 20
LONGITUD DE ONDA (nm) 254y 280
TIEMPO DE CORRIDA (min) 30
GRADIENTE Tiempo (min) %A %B
95 5
2 85 15
5 80 20
9 80 20
11 80 20
14 75 25
17 70 30
20 70 30
22 50 50
24 50 50
26 95 5
30 95 5
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7.8 ETAPA V: Cuantificacién de acidos grasos en semilla de Ardisia compressa por

Cromatografia de Gases (CG).

Los &cidos grasos del extracto etéreo de semillas se estudiaron segun el método 2-66 de la
AOCS. Se peso por triplicado en matraz bola 0.3 + 0.03 g de extracto etéreo de la muestra y se

afiadieron 6 mL de NaOH 0.5M en MeOH, calentando a reflujo durante 30 min; después de lo

cual se agregaron 7 mL de BF314% en MeOH, calentando por 3 min mas.

Cuando la temperatura de la disolucién anterior disminuyo, se colocd en embudo de separacién
junto con 15 mL de solucién saturada de NaCl, se agito con fuerza y recuperd la fase organica en
viales, posteriormente se agregd un volumen de 4 mL de n-hexano grado HPLC y se leyo en

cromatdgrafo de gases.

Para la obtencidn del extracto etéreo se peso 5.0 + 0.05 g de semilla seca molida y se adiciond n-
hexano en relacion 1:1 (p/v), se sonicd por 30 min y filtrd; después se concentrd a sequedad en
rotavapor y almacend en viales ambar a -25°C.

SISTEMA CONDICIONES
COLUMNA HP-INNOWAX (30 m x0.25 mm, 0.25um)
INYECCION (uL) 1

Temperatura: 220 °C
INYECTOR Presion: 10.70 psi
Flujo total 23.3 mL/min
Temperatura: 275 °C
Flujo H2: 40 mL/min
Flujo N2: 20 mL/min

Flujo aire: 450 mL/min

DETECTOR FID

Rampa 1: 150 °C por 1 minuto
Rampa 2: 15 °C/min hasta 225 °C por 5 minutos

PROGRAMA DE TEMPERATURA _ .
Rampa 3: 5 °C/min hasta 230 °C por 20 minutos

Tabla 17. Sistema del cromatégrafo de gases para dcidos grasos

Pagina56



7.9 ETAPA VI

Determinacién de la actividad antioxidante en mesocarpio, mermelada y
licor artesanal de chagalapoli.

Se elabordé una mermelada y un vino artesanal de chagalapoli tal como se muestra en la Fig. 38.
a los cuales, junto con el mesocarpio, se les determind la actividad antioxidante con algunas

modificaciones al método del DPPH reportado por Mufioz Judrez & Gutiérrez, (2004).

Se tomaron 200 uL. de cada uno de los extracto de las muestras a 5 concentraciones diferentes
(Tabla 18.) y se adicion6 a cada uno 2000 puL de la solucién metanoélica de DPPH 150 pumol/L.
Todas las reacciones fueron llevadas a cabo por triplicado exactamente por 30 minutos a
temperatura ambiente en celdas protegidas de la luz, después de lo cual, se midié la absorbancia

a 517 nm en un espectrometro GBC Cintral, ajustado con agua destilada.

Para preparar los extractos, se pesaron 5.0 + 0.05g de muestra y se extrajo a sonicacion con 4
volimenes de 15 mL de MeOH 80%. Los extractos metanolicos se juntaron y evaporaron a
sequedad en el rotavapor, finalmente se pesaron y guardaron en viales ambar debidamente

etiquetados a -25°C.

Tabla 18. Concentracion de los extractos para actividad antioxidante de chagalapoli

BLANCO 200puL MeOH + 2000uL DPPH 150 umol/L.
MERMELADA MESOCARPIO LICOR ARTESANAL
ARTESANAL mg/mL mg/mL mg/mL
Concentracion 1 0.63 0.63 0.5
Concentracion 2 1.2 1.12 0.63
Concentracion 3 2.4 1.76 1.2
Concentracion 4 3.12 2.4 1.76
Concentracion 5 4.12 3.12 2.4

Se calculo el valor de ICsq para cada muestra, que corresponde a la concentracion necesaria del

extracto causante del 50% de la inhibicion de la absorbancia. Un valor bajo del ICsq significa una

mayor actividad antioxidante(Lim, Lim, & Tee, 2007).
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El porcentaje de inhibicion corresponde a la cantidad de radical DPPH neutralizado por el
extracto a una determinada concentracion, de acuerdo a la siguiente ecuacién. (Mufioz Juarez &
Gutiérrez, 2004).

%lInhibicion =%I =(A — Ap) /A
En donde: Ag=Absorbancia del blanco A= Absorbancia de la muestra

Ecuacién IV. Féormula para calcular el %Inhibicion.

ELABORACION DE MERMELADA ELABORACION DE LICOR
1kg PULPA CHAGALAPOLI 850¢ CHAGALAPOLI
Limpio i
_ RECIPIENTE DE FERMENTACION
LAVADO Trampa de aire |
Estufa convencional
20 min COCCION 1 cm espacio de AGUA POTABLE
cabeza. |
AZUCAR
6lyg 12 pzs. pequerias PILONCILLO
Consistencia de mermelada COCCION |
T amb./ Oscuridad ~_MACERACION/
Conservador ~ BENZOATO DE SODIO 2 meses FERMENTACION
Caliente ENVASAR FILTRAR
Invertir |
ENVASAR
T amb /Oscuridad MADURACION
1 mes |
FILTRAR
Frasco &mbar ENVASAR

Fig. 41 Proceso de elaboracién de la mermelada y licor artesanal de chagalapoli
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Seleccion de las muestras

La region costera donde fueron recolectadas las frutas de estudio en el presente trabajo,
corresponde a un ecosistema de bosque tropical perennifolio que se localiza desde el nivel del
mar hasta los 1200 m de altitud, con una temperatura media anual de al menos 22°C sin época de
sequia (Ibarra-manriquez, 2016). El clima calido y humedad de la zona brinda una concentracion

importante de especies frutales de hoja perenne (Prado, 2000).

7.2 Cuantificacién de compuestos bioactivos totales.

7.2.1 FENOLES TOTALES

El método espectrofotométrico para la determinacién de fenoles totales desarrollado por Folin y
Ciocalteau (Folin & Ciocalteau, 1927), se fundamenta en su caracter reductor y es el mas
empleado. Se utiliza como reactivo una mezcla de &cidos fosfowolfrdmico y fosfomolibdico en
medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fendlicos, originando 6xidos azules de
wolframio (WgO23) y molibdeno (MogO23)(Zhou & Yu, 2006) .

Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar con n=3 y en mg/ g de

muestra seca (MS).

En los resultados (tabla 19) se observa al mesocarpio de Ardisia compressa como la muestra con
mayor contenido de fenoles totales, Indili-Cruz (2011) reporta un contenido de fenoles en
extractos metandlicos de Ardisia sp. lgual a 180.17 £ 12.55 mg/ g MS, muy semejante al
determinado en el presente trabajo. Es atribuido a que pertenece al grupo de frutas pequefias
conocidas también como berries, en particular éstas contienen una amplia gama de flavonoides y

acidos fendlicos que muestran actividad antioxidante (Paladino, 2008).
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Tabla 19. Contenido de Fenoles totales en frutos Byrsonima crassifolia variedad amarilla es el

silvestres

segundo fruto en importancia de contenido

Fenoles totales

Nombre mg écido ténim) fendlico, Pereira, et al., (2015) y Martins, et al.
MS .

Ardisia compressa & (2015) reportan valores superiores a los
Mesocarpio 171.37 +5.02 cuantificados en el presente; cabe sefialar que
Endocarpio 29.84 +0.11 ] ]
Byrsonima crassifolia amarillo 51.01 + 1.86 son diferentes especies.
Byrsonima crassifolia rojo 24.10+1.20
Licania platypus 49.60 £ 2.97 La variedad roja obtuvo un 52% menos en
Pouteria sp. 13.61 £ 0.68

contenido fendlico que la variedad amarilla lo

Melicoccus oliviformis 12.23 +1.38 o .
f que puede atribuirse a que el contenido de

e an S compuestos fendlicos puede disminuir 0 no

Mesocarpio 7.61+1.13 cambiar significativamente durante el proceso
Epicarpio 7.00 092 de maduracion (Martins et al., 2015).
Vasconcellea caulifiora 7.9910.97 Licania platypus es la tercer fruta de
OLEE COTEE e Sl importancia fendlica, no se encontraron
Mammea americana 5.73 +0.55

*MS: muestra seca estudios preliminares sobre la cuantificacion de

compuestos bioactivos en esta especie, sin
embargo el contenido fendlico de algunos frutos tropicales como la jaca, el platano, la pifia o la
fruta estrella (34.1, 18.95, 51.1 y 51.9 mg/g respectivamente)(Barreto et al., 2009) pueden dar

una pauta para considerarla con una riqueza importante en polifenoles.

El resultado obtenido para Pouteria sp. es muy proximo al valor reportado por Barreto et al.,
(2009) y representa un 58% mas de contenido fendlico que P. campechiana, lo que puede

atribuirse al lugar y fecha de procedencia de las muestras.

Para Melicoccus oliviformis, la siguiente con mayor contenido fendlico, Moo-Huchin et al.,
(2014) reporta un valor menor, sin embargo no es comparable al reportado en el presente por

estar expresados en base fresca.
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Momordica charantia muestra una concentracion semejante a la reportada por Conde et al.,
(2013) pero mucho mas baja a la obtenida por Kubola & Siriamornpun (2008), esto debido a que
el ultimo autor estudio la especie cultivada en oriente que es de mayor tamafio y la composicién -
concentracion de metabolitos secundarios en frutas se ve influenciada por factores como el estado
de maduracién y condiciones climéticas- nutrimentales del lugar de crecimiento (Mahapatra &
Panda, 2012).

Al igual que Ardisia compressa, Momordica charantia también mostr6 méas contenido fendlico
en el mesocarpio que en endocarpio y epicarpio respectivamente; igual al resultado reportado por
Sotero Solis,et al., (2009) donde los extractos de frutas con mayor contenido fendlico provienen

del mesocarpio seguidos del epicarpio.

Con un valor proximo a Momordica c. se encuentra Vasconcellea cauliflora o papaya de monte,
no hay reportes sobre la cuantificacion de fenoles en esta especie, sin embargo muestra un
resultado superior a Carica papaya (Pavan et al., 2014) que es la especie papaya de cosecha.

Ademaés de ser diferentes especies y cosechadas en diferentes lugares, se podria explicar la idea
de (Verheij, 2006) donde menciona que en temporadas cuando no hay cultivos anuales, las raices
de las especies silvestres exploran las capas profundas del subsuelo aprovechando al maximo el

agua y nutrientes limitados por las raices de los cultivos de campo.

Por dltimo y con el segundo valor mas bajo, Mammea americana obtuvo un resultado muy

préximo al reportado por (Ordéfiez-Santos et al., 2014).

7.2.2 FLAVONOIDES TOTALES

El fundamento de esta metodologia esta basado en la reaccion de los iones aluminio con los
flavonoides en medio alcalino y en presencia de nitrito de sodio, formandose un complejo de
color rosa salmon (Cruz Gallegos, 2012). El valor correspondiente a cada fruto de estudio se

muestra en la tabla siguiente.
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Tabla 20. Contenido de Flavonoides totales en Observando los resultados, el mesocarpio de

frutos silvetsres. Ardisia compressa, es la muestra que posee
Flavonoides mayor cantidad de flavonoides dentro del grupo
Nombre (mg catequina) o
g Ms con 107.85 = 8.84 mg/ g, muy proximo al
Ardisia compressa . . , . .
Mesocarpio 107.85 + 8.84 registrado en la literatura para el género Ardisia
Endocarpio 16.67 £3.12 (Indili-Cruz, 2011). Cabe recalcar que para esta
Byrsonima crassifolia amarillo | 18.19 £0.76 fruta, tanto en mesocarpio como en endocarpio el
Byrsonima crassifolia rojo 14.53 £ 0.64 . . ,
p— contenido de flavonoides representa mas del
Licania platypus 7.90+1.20
Pouteria sp. 6.63 + 0.52 50%.
Momordica charantia L
Mesocarpio 5.03 +1.51 Respecto a su contenido fendlico Mammea
Epicarpio 3.49+0.87 Americana es la fruta con mas flavonoides y
AISHEDEEG O el 3.57 +0.90 Licania platypus la de méas bajo contenido,
Mammea americana 4.37 +0.70 ]
Vasconcellea cauliflora 3.03+0.69 representando Unicamente el 15% de FT.
Pouteria campechiana 2.78+0.23
*MS: muestra seca La especie Byrsonima crassifolia es la de

segunda de importancia en contenido de
flavonoides dentro del grupo, mostrando valores mayores en la variedad amarilla que la roja, esto
debido al proceso de maduracion. Ambos resultados superan el obtenido por Barreto et
al.,(2009); sin embargo cabria preguntarse qué variedad analizé el autor, y época del afio en que

se colecto la muestra, asi como considerar técnicas de analisis.

Con el siguiente valor de importancia esta Licania platypus, de la cual no se tienen reportes
previos sobre su contenido, sin embargo al compararlo con frutas tropicales como papaya,
platano, palma nuez estrella y fruta estrella con 1.264, 0.628, 4.33 'y 0.526 mglg

respectivamente, se considera como una buena fuente de flavonoides.

Por otra parte, el resultado obtenido para Pouteria campechiana, coincide con el reportado por
Barreto et al., (2009) y la especia desconocida obtuvo 57% mas contenido de flavonoides totales,

diferencias que pueden atribuirse a la diferencia de especies y lugar de cosecha.
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Momordica charantia mostré valores bajos dentro del grupo de estudio en contenido total de
flavonoides, concentrados mayoritariamente en el mesocarpio, el valor experimental resulta mas
alto al reportado en la literatura debido a que estudio por Nobre, et al., (2005) se centré en las
hojas de la planta y como se sabe, el 6rgano vegetal influye de manera significativa en el

contenido de polifenoles.

Melicoccus oliviformis y Mammea americana se encuentra dentro de las frutas con menos
flavonoides dentro del grupo, ambas frutas muestran resultados muy proximos a los reportados
por (Moo-Huchin et al., 2014) y (Villacorta & Vasquez, 2013), respectivamente. Y al comparar
su contenido con el de frutas tropicales como papaya o palma de nuez estrella, consideradas

ricas en flavonoides, supera los valores de ambas.

La segunda fruta con la mas baja concentracion en el estudio fue Vasconcellea cauliflora o
papaya de monte, a pesar de ello, al comparar el valor con el teérico obtenido para Carica
papaya, especie de la misma familia, el valor es mayor pero no lejano. La produccion de
fitoquimicos es restringida a un determinado género de plantas o incluso a algunas especies
(Avalos & Elena, 2009).

Como complemento importante a recalcar es que en 8 de las 10 frutas estudiadas, los flavonoides
representan mas del 50% del contenido total de fenoles, apoyando que de todos los compuestos
fendlicos (fenilpropanoides, estilbenoides, derivados del acido benzoico y flavonoides), estos

ultimos son los méas abundantes (Martinez-Navarrete, et al., 2008).

7.2.3 ANTOCIANINAS TOTALES

El pH diferencial es un método basado en la reaccién de transformacion reversible que
experimenta la antocianina con los cambios de pH manifestado por un llamativo cambio en la
absorbancia. La forma oxonium predomina a pH 1 y el hemicetal a pH 4.5. Es un método que
permite una rapida y exacta medida de las antocianinas totales, incluso en presencia de pigmentos

degradados polimerizados y otros compuestos interferentes (Brito, et al, (2014).
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Tabla 21. Contenido de Antocianinas totales en La tabla 21 muestra los resultado expresados como

frutos silvestres . la media + desviacion estandar con n=3 en mg/
Nombre Antocianinas totales 100 g de muestra seca para antocianinas totales;
mg cianidina—3—glucosido
( 100g MS solo en aquellas frutas en que su valor fue
— ) apreciable, nuevamente Ardisia compresa muestra
Ardisia compressa
Mesocarpio 5722.00 + 175.33 en mesocarpio una concentracion significativa
Endocarpio 1022.69 +67.41 que supera el reportado por (Joaquin-Cruz et al.,
Byrsonima crassifolia 2.10 +0.18 2015); cabe destacar que el origen del fruto y los
rojo ; ., - ., .
Pouteria sp. G (03 métodos de extraccion / cuantificacion varian
entre los estudios.
Mammea americana 2.69 +0.60

*MS: muestra seca Para el mesocarpio y endocarpio de Ardisia
compressa las antocianinas constituyen més del
50% de los flavonoides, siento mayor su porcentaje en mesocarpio, corroborando que las

antocianinas son un grupo dominante de flavonoides en berries (Nile & Park, 2014).

Byrsonima crassifolia variedad roja supera el valor reportando por (Martins et al., 2015) para una
fruta de su mismo género. En este sentido no solo se puede hacer mencion a la diferencia entre
especies sino al estado de maduracion, ya que en el nanche amarillo no se detectd la presencia de
antocianinas, debido a que estas aumentan durante la maduracién sucesiva mientras otros

compuestos fenolicos pueden disminuir o no cambiar significativamente (Martins et al., 2015).

Debido a que los ultimos tres frutos silvestres presentados de la tabla, poseen valores mucho mas
bajos en comparacion con aquellos considerados ricos en antocianinas (Horbowicz, et al., 2008) ,
el unico de relevancia respecto a su contenido de antocianinas en el presente estudio es Ardisia
compressa, fruta que mostré un resultado comparable con el arandano (2298 a 7465 mg AT/ 100
g ms) , la granada(6100 a 8600 mg AT/ 100 g ms), el girasol purpura (5700 mg AT/ 100 g ms) y
el Tamarillo (7818 mg AT/ 100 g ms) (Wallace-Giusti, 2014).
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7.2.4 FLAVONOLES TOTALES

El método se basa en la formacién del complejo aluminio-flavonol empleando una solucién de

AICl3 y la adicién de un acido o acetato ; es selectivo solo para flavonoles y flavonas luteolina

(Pekal & Pyrzynska, 2014). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 22 expresados como

la media + desviacion estandar con n=3 en mg/g de muestra seca (MS).

Tabla 22. Contenido de Flavonoles totales en

[frutos silvestres

Flavonoles totales

Nombre (mggrl:t;na)
Momordica charantia L

Mesocarpio 2.74 +0.50
Epicarpio 1.85 +0.47
Pouteria campechiana 1.67 +0.22
Pouteria sp. 2.17 +0.05
Ardisia compressa

Mesocarpio 28.45 +1.09
Endocarpio 7.99 +0.67
Byrsonima crassifolia 3.22 £0.08
amarillo

Byrsonima crassifolia 1.33 +0.05
rojo

Melicoccus oliviformis 1.64 +0.93
Vasconcellea cauliflora 1.26 £ 0.52
Licania platypus 5.8 +1.09

*MS: muestra seca

Los flavonoles tales como rutina y quercetina son los

flavonoides mas comunes presentes en muchos
vegetales y ampliamente distribuidos en todos los
pigmentos amarillos de las plantas; a pesar de que
este es normalmente debido a los carotenoides,
(Cartaya & Reynaldo, 2001).

comparan los resultados con la concentracion de las

Para este perfil se

hojas de cebolla, considerada como la mejor fuente
de quercetina (1.49 mg/g) (Héakkinen, et al. , 1999),
se observa que los frutos silvestres de la presente
investigacion poseen valores importantes en su
contenido de flavonoles.

La presencia de flavonoles en las frutas silvestres de
estudio fue méas comun que las antocianinas pero se

encontré en menores cantidades, al igual que en los

anteriores analisis, el mesocarpio de Ardisia compressa posee la mayor cantidad con 28.45 +

1.09 mg/g lo que representa el 26% de los flavonoides. El anterior valor es méas alto que el

reportado por (Joaquin-Cruz et al., 2015), lo que se atribuye a la diferencia en origen de las

muestras y métodos de analisis.

Byrsonima crassifolia variedad roja mostré el menor contenido dentro del grupo pero sélo un

poco por debajo del valor de la cebolla y es muy proximo al reportado por (Moo-Huchin et al.,

2014) para dicha variedad.
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Respecto a su contenido de flavonoides Momordica charantia (epicarpio y mesocarpio), Licania

platypus y el género Pouteria muestran el mejor contenido de flavonoles, con el 78%, 73% y

60% respectivamente.

7.2.5 CAROTENOS TOTALES

La metodologia se basa en la lectura de la absorbancia a 450 nm, valor maximo para el pB-

caroteno que es generalmente, en la mayoria de las frutas y verduras, dominante en comparacion

con su isébmero geométrico a-caroteno (Saini, et al., 2015). Al ser compuestos con una alta

proporcion de dobles enlaces conjugados, hace factible su determinacion utilizando un detector
UV/Vis (Yeverino, 1997).

Los resultados se expresan en la tabla 23 como la media + desviacion estandar con nigual a 3 'y

en pg/g de muestra.

Tabla 23. Contenido de Carotenos totales en

frutos silvestres

Nombre

Carotenos totales
(ug beta—caroteno)
gMs

Momordica charantia

Mesocarpio 33.74 +1.66
Epicarpio 131.24 +2.13
Pouteria campechiana 71.86 +2.70
Pouteria sp. 30.88 +0.28
Ardisia compressa

Mesocarpio 2.26 +0.43
Endocarpio 2.65 +0.33
Byrsonima crassifolia roja 4.54 +0.24
Byrsonima crassifolia 8.03 +0.13
amarilla

Mammea americana 12.07 +0.11
Melicoccus oliviformis 18.67 +0.77
Vasconcellea cauliflora 7.13 +0.47
Licania platypus 10.78 +0.85

*MS: muestra seca

La tabla 23 muestra el mayor contenido de

carotenos en el epicarpio de Momordica charantia,

valor que resulta proximo y comparable al
reportado por (Rodriguez et al., 1975) atribuido a su
contenido en licopeno. Para mesocarpio, también el
valor es semejante al reportado (Rodriguez et al.,

1976).

Ambas frutas del género Pouteria resultan como las
segundas de importancia en su contenido de
carotenos totales dentro del grupo de analisis,
Pouteria campechiana posee 57% mas carotenos
que Pouteria sp. Y los dos resultados coinciden con
lo reportado por (Moore-Steam., 2002).

Actualmente las fuentes vegetales mas

importantes de carotenos son la zanahoria con un

contenido total y de B-caroteno igual a 1419.11 + 278.31 y 1008.74+ 200.28 ug/g MS,
respectivamente (Angi & Kimani, 2009) y las diversas variedades del pimiento morron cuyo
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contenido oscila entre 4200 a 13600 pug CT/g de MS y entre 300 a 1600 ug B-caroteno/g MS
(Arimboor, et al., 2015).

Si se comparan los resultados obtenidos en el presente trabajo con lo anteriormente expuesto, las
frutas estudiadas no representan una buena fuente de carotenos; sin embargo estos compuestos
sirven como precursores de la vitamina A, importante componente de la retina en el 0jo humano
y de la que se sugiere (FAO & OMS), por dia ingerir 750 pg en adultos, asi que el consumo de
menos de 100g de las frutas de mayor contenido en CT del presente estudio, cubren la ingesta

diaria recomendada.

Mientras que para Mammea americana, Melicoccus oliviformis y Licania platypus bastarian

menos de 300 g para cubrir el aporte requerido.

El contenido de B-caroteno en los frutos de estudio es comparable con otros frutos tropicales
como el platano, la nectarina, la fruta estrella y la palma de nuez estrella con valores de 2.0, 6.23,

43.00y 8.12 g/ g en MS respectivamente (Barreto et al., 2009).

Resulta importante destacar que la variedad roja de Byrsonima crassifolia muestra menor
contenido que la amarilla, debido a que el proceso de maduracion desenmascara otros pigmentos
existentes, como los carotenoides (3-caroteno, licopeno) y posteriormente implica la sintesis de
nuevos pigmentos, como las antocianinas, esto provoca un cambio en el color del fruto, que deja

de ser verde o amarillo (Minguez Mosquera et al., 2005).
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8. Ardisia compressa.

8.1 Seleccion del disolvente por su capacidad extractiva

Elegir el disolvente adecuando es uno de los factores méas importantes en la obtencion de
extractos con alto contenido de compuestos bioactivos.

El metanol acidificado al 80% obtuvo el mayor rendimiento a los 60 minutos para la extraccion
de antocianinas en mesocarpio de Ardisia compressa, no obstante, la prueba de rangos de
Wilcoxon no arroja diferencia significativa para la extraccion con 30 minutos (Tabla Al.
Anexo), por lo que por rendimiento experimental, se eligi6 como tiempo de extraccion este
ultimo en las determinaciones de la presente investigacion. Diversos autores reportan al metanol
cémo el mejor disolvente para la extraccion de antocianinas (Gonzalez-Montelongo,et al., 2010)
(Martins et al., 2015).

La concentracion con mejor rendimiento en la extraccion con acetona acidificada fue 60% en
sonicacion por 30 minutos; sin embargo la grafica (A3. Anexo) muestra una tendencia a
disminuir la concentracidbn a mayores tiempos de sonicacion, esto puede deberse a la alta
volatilidad del disolvente.

La extraccion con etanol acido se observd mas efectiva al 80% por 30 minutos y no tuvo
diferencia significativa, segun el andlisis de varianza (Anexo).

El disolvente agua al 100%, fue el tratamiento de mas bajo rendimiento de extraccién y respecto
al andlisis de varianza con un 95% de confianza, presenta diferencia significativa con los
tratamientos de metanol; la prueba de Duncan arroja diferencia significativamente Gnicamente a
los 15 minutos (Anexo).

Abozed, et al., (2014) y Gonzalez-Montelongo et al., (2010) consideran al sistema 100% agua
como el mas ineficiente para la extraccion de compuestos fendlicos y antocianinas,

respectivamente.
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60 min
H H20 100%

H AcOna 60%

30 min

il EtOH 80%

15 min H MeOH 80%

0 20 40 60 80
mg AT/ g muestra

Grdfico VI. Antocianinas totales (mg/g MS) con las mejores concentraciones de los diferentes disolventes
de estudio e intervalos de tiempo en sonicacidn.

Gonzalez-Montelongo, et al., (2010) expone que las formas agliconas altamente hidroxiladas de
los compuestos fendlicos son solubles en solventes tales como etanol, metanol y agua. Los
solventes como acetato de etilo, acetona y cloroformo se utilizan para las menos polares y
altamente metoxiladas (muy comdn en la piel de las frutas).

En este sentido, al presentar mas afinidad de extraccion con metanol y respecto a la
caracterizacion tentativa de las antocianinas en Ardisia compressa reportado Joaquin-Cruz et al.,
(2015), este fruto posee un porcentaje importante de antocianinas de caracter polar alto o
altamente hidroxiladas.

8.2 Extraccion de antocianinas asistida por enzimas

Se han empleado diferentes enzimas (solas 0 en combinacion) para potenciar y acelerar la
extraccion de pigmentos en diversos materiales vegetales; esto a que algunos investigadores
hipotetizan que el material de la pared celular todavia no estd completamente roto o que las
antocianinas se enredan en el mismo, quedando atrapadas e impidiendo su aislamiento (Asthon
Maritza, 2015).
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El grafico VII, muestra el contenido de antocianinas en Ardisia compressa en los sistemas
enzimaéticos de estudio frente a un control llevado a cabo a las mismas condiciones sin adicion de
enzima con un valor igual a 56.37 £ 1.48 mg/g de muestra. Sin duda, la adicion del 1% de
Macerex® previo a la extraccion, mostré el mejor rendimiento con 84.04 £ 1.72 mg/ g que
representa un 47% maés. Escalante-minakata et al., (2013) reconoce a Macerex® frente a otras
enzimas comerciales por el efecto positivo en la extraccion de jugo de banano mostrando

rendimientos hasta del 60%, sin embargo esto depende de la matriz y los compuestos a extraer.

Por otro lado Zymapect® y Celuclast® al 1%, permitieron un rendimiento del 24% y 19% con
70.48 £ 1.92 y 67.66 + 0.98 mg/ g respectivamente, la razon por la que los resultados son
menores en estos tratamientos se debe a que Macerex® es un complejo enzimatico de pectinasa,
celulasa y hemicelulasa; estudios realizados muestran que la pectinasa y la celulasa tienen
actividades sinérgicas sobre la degradacion de la pared celular y pueden hacer y descomponer los
materiales intracelulares de la planta y hacer que los pigmentos interiores sean mas accesibles

para la extraccion mostrando mejores rendimientos que las enzimas separadas (Lotfi et al., 2015).

Control 1 | | B

Celuclast 1% {[ d B
Macerex 2%

Macerex 1%

i Rendimiento

H mg Cy-3-glu/ g MS
Zymapect 1%

0 20 40 60 80 100

Grdfico VII. Antocianinas totales (mg/g MS) y rendimiento en los sistemas enzimdticos estudiados.

Al mostrar Macerex® el mejor rendimiento al 1% se evalud la adicidén de enzima al 2% para
observar el comportamiento de la actividad de la misma; esta segunda concentracion mostré un
rendimiento Unicamente del 8% (61.73 + 2.43) frente al control, debido a que altas
concentraciones de enzima pueden destruir las células de pigmento debido a la liberacién de

proteinas en los materiales vegetales (Lotfi et al., 2015).
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8.3 Identificacion parcial de antocianinas en Ardisia compressa por HPLC

El Cromatograma obtenido por HPLC registré principalmente 7 sefiales, al comparar dicho perfil
con el registrado por Joaquin-Cruz et al., (2015); se encontré gran similitud y se identificaron las
antocianinas presentadas en la tabla 24, cabe recalcar que la proporcién de antocianinas en los
perfiles comatrograficos tedrico y experimental son de igual manera muy préximos, por lo que
en dicha tabla se muestra el porcentaje tedrico correspondiente a cada antocianina, siendo las mas
abundantes Malvidina 3-0-galactosido, Delfinidina 3-O-galactosido y Petunidina 3-O-

galactosido.

Tabla 24. 1dentidad y concentracion tentativa de antocianinas en mesocarpio de Ardisia

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

PICO IDENTIDAD TENTATIVA CONCENTRACION (mg/g MS)

1 Delfinidina 3-O-galactosido 48.38 £2.43
2 Malvidina di-O-hexosido ~ —memeeee

3 Cianidina 3-O-galactosido 11.40 +0.33
4 Desconocido  ememeee-

5 Petunidina 3-O- galactosido 33.05+1.37
6 Peonidina 3-O-galactosido 7.18+£0.18
7 Malvidina 3-0-galactosido 61.69 + 1.20
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Cromatograma I. Perfil de antocianinas en extracto de mesocarpio de Ardisia compressa.
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Cromatograma Il. Perfil de la fruta de Ardisia compressa obtenida por HPLC. (Joaquin-Cruz et al., 2015)
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8.4 Identificacion cualitativa por CCF de compuestos bioactivos en Ardisia compressa

8.4.1 ACIDOS FENOLICOS

IDENTIDAD
Ac. vainillinico
Ac. cumarico
Ac. fertlico
Ac. sinapico
Ac. caféico
Ac. gdlico
Mesocarpio
Hojas

O 0O N OO UV A WN =

Endocarpio
10 Ramas

11  Ac. clorogénico

Figura 42. CCF de dcidos fendlicos en extractos de diferentes partes de Ardisia compressa.

IDENTIDAD

Ac. vainillinico
Ac. cumarico
Ac. ferulico
Ac. sindpico
Ac. caféico
Ac. gdlico
Mesocarpio
Endocarpio

0O NGOV A WN R

Figura 43. CCF de dcidos fendlicos bajo luz UV

La figura 42 muestra el cromatofolio correspondiente a la identificacion cualitativa de acidos
fendlicos en diferentes partes de Ardisia compressa, ademas de corroborar su presencia, también
da pauta a saber su relacion en concentracién debido a la intensidad de las bandas.
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En el mesocarpio de Ardisia compressa se aprecian bandas que por color y distancia, pueden
corresponder a los acido sindpico y cumarico, sin embargo, los &cidos cafeico y sinapico
presentan un Rg muy similar, por lo que podrian ser bandas sobrepuestas. Por otra parte, en la
figura 43, se observan con mejor claridad las bandas correspondientes a los acidos cumarico y

feralico presentes también en el endocarpio pero a concentraciones mas bajas.

En las hojas de Ardisia compressa se aprecia una ligera banda que podria corresponder al acido
gélico, sin embargo, no presenta el mismo color que el estandar, probablemente se deba a la baja
concentracion en que se encuentra. A diferencia de las hojas, el endocarpio de Ardisia supone
concentrar mas acido galico pero también se aprecian bandas que pueden corresponder a la
presencia de &cido cumarico, feralico, sindpico y/o cafeico. Por otra parte las ramas suponen el

predominio de &cido cumarico, ferdlico y caféico.

En el cromatofolio de la derecha (Fig. 42), la primer banda del estandar 11 corresponde a &cido
clorogénico y la segunda al &cido caféico, por lo que en mesocarpio y endocarpio se corrobora la
presencia de acido caféico pero no se registran bandas para acido clorogénico, probablemente
esté ausente 0 a muy bajas concentraciones; como ocurre con el acido vainillinico que muestra

una banda de baja intensidad en mesocarpio a la par del estandar (Fig. 43).

Newell, et al., (2010) reporta la presencia de acido galico y &cido clorogénico en extractos de

Ardisia compressa.
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8.4.2 FLAVONOIDES

IDENTIDAD
Catequina
Rutina
Quercetina
Mesocarpio
Endocarpio
Epicatequina
Kaempferol
semilla
Hojas

OO NGOV A WNPR

Figura 44. CCF de flavonoides en extracto de diversas partes de Ardisia compressa.

Las bandas correspondientes a los estandares de quercetina y kaempferol se aprecian mejor con
un sistema de elucion acetato de etilo/ metanol /agua (20:2.7:2.0) en la cromatoplaca de la
derecha, revelada con luz UV (figura 44). Podria suponerse que se encuentran a mayor
concentracion en las hojas ya que se son bandas mas intensas y parecen encontrarse en cantidades

similares dentro de la misma matriz.

En el cromatofolio de la izquierda, la pigmentacion del fruto no permite la clara identificacion
de la banda correspondiente a rutina, sin embargo, en mesocarpio se presenta una banda de
mayor intensidad que supone su presencia. Por otra parte las bandas que pueden corresponder a

catequina y epicatequina son mas evidentes.

Newell, et al., (2010) reporta la presencia de rutina y derivados de kaempferol en extractos de
Ardisia compressa y considera que los derivados de ardisina y quercetina parecen ser los
compuestos mas importantes en los tés de seis especies del género Ardisia que pueden ser
responsables del efecto anticancerigeno.
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8.4.3 TERPENOS

Véazquez et al., (2011) reconoce a la a- y B-amirina como compuestos bioactivos cominmente
encontrados en las plantas que han mostrado actividades antimicrobianas y anti —inflamatorias.
Por otro lado, Raga,et al., (2013) identifico la presencia de a- y B-amirina en Ardisia elliptica,
por ello se realiz6 una cromatografia en capa fina para identificar la presencia de a- y B-amirina

en Ardisia compressa. Los resultados los muestra la Fig. 45.
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Figura 45. CCF de terpenos en extracto de mesocarpio y endocarpio Ardisia compressa.

Esta revelacion se basa en la reaccion de Liebermann Burchard, en donde la aparicion de bandas
de color rosado o purpura indica que la prueba es positiva para saponinas triterpenoides y bandas
con color azul o verde para compuestos esteroles (Francis et al., 2002).

En este sentido y observando la banda del estandar de a-amirina, se aprecia claramente la
presencia de la misma en el mesocarpio de Ardisia c., mientras que en la imagen de la izquierda
también esta presente una banda correspondiente a un esterol que no fue identificado en esta
investigacion; sin embargo Roy, et al., (2017) refiere en sus estudios el contenido de saponinas,
antraquinonas, terpenos, flavonoides, esteroides y fitoesteroles en Ardisia blatteri, especie del

mismo género que Ardisia compressa.
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Foubert, et al., (2008) realiz6 un estudio de saponinas triterpénicas y encontré que este tipo de
saponina se han encontrado en miembros de las familias de plantas Myrsinaceae. Los generos

mas importantes fueron Ardisia, Maesa y Myrsine.

G. Francis et al., (2002) encontrd que las saponinas esteroides y triterpenoides con una sola

cadena de aztcar (monodesmosidos) tenian una fuerte actividad hemolitica.

8.4.4 ARDISINA

Ardisina es un polifenol encontrado en el extracto de hojas secas de Ardisia compressa con
fuertes actividades inhibidoras de topoisomerasa | y Il (Gonzalez de Mejia, et al., 2002). Las
quinonas encontradas en Ardisia se caracterizan por la larga cadena lateral saturada o no saturada
y la presencia de grupos hidroxilo o metoxi, que definen importantes actividades bioldgicas
(Kobayashi & De Mejia, 2005).

Entre los numerosos tipos existentes de té de hierbas, la cantidad de ardisina en Ardisia
compressa lo hace unico debido a su potencial como material preventivo y terapéutico, (Gonzéalez
de Mejia et al., 2002).

Se realiz6 una cromatografia en capa fina para identificar la presencia de ardisina en diversas

partes de Ardisia compressa, obteniendo los siguientes resultados.

IDENTIDAD

1 Mesocarpio
2 Endocarpio

3 Ramillas

4 Hojas

Figura 46. Cromatofolio de ardisina en extracto de diversas partes de Ardisia compressa.
Sin revelar (1zq.). Revelado con DPPH. (Centro) Revelado con UV/Vis (Der.)
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El cromatofolio confirma la presencia de este compuesto, aparentemente, solo en las hojas de la
planta. Los estudios sobre la caracterizacion molecular de esta quinona aun son escasos en

Ardisia compressa por lo que no se tuvo un valor de referencia.

Gonzalez de Mejia et al., (2002) elucid6 la molécula de ardisina encontrada en Ardisia japonica,
siendo esta la 2-metoxi-6-tridecil-1,4-benzoquinona, por otra parte Kotakemori & Okada,
(1966) reportan un valor de Rg para las 1,4 benzoquinonas igual a 0.83. Analizando la ultima
cromatoplaca de la figura 46, la banda enmarcada corresponderia a la ardisina y las bandas
inferiores, corroborando el cromatofolio de la figura 45, a fitoesteroles como PB-sitoesterol,
campesterol o stigmasterol presentes en las membranas vegetales (Uddin et al., 2015); estos
presentan valores de Rg tedricos entre 0.31 y 0.65 (Jurcek et al., 2011); mientras que los valores

experimentales son RF 0.36 y 0.63.

Fukuyama y sus colegas investigaron la sintesis de ardisiaquinona y derivados, de la madera de
Ardisia sieboldii y se encontrd que eran inhibidores de la 5-lipoxigenasa (Uddin et al., 2015),
mientras que Nile & Park, (2014) reporta la presencia de fitoesteroles en Ardisia japonica,

tales como sitosterol y estigmasterol.

8.5 Cuantificacion de compuestos bioactivos en Ardisia compressa por HPLC

En la identificacién por cromatografia en capa fina (CCF) de acidos fendlicos y flavonoides se
observo la presencia de la mayoria de los acidos fendlicos y flavonoides estandar, pero no se
logré corroborar su identidad debido a bandas sobrepuestas o de tonalidad muy tenue. Por ello se
decidié realizar la cuantificacion de los mismos en las diferentes partes de Ardisia compressa por
cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC empleando curva patron de los estandares

correspondientes, obteniendo los siguientes resultados.
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8.5.1 ACIDOS FENOLICOS

Tabla 25. Concentracion de dcidos fendlicos en diversas partes de de Ardisia compressa cuantificado por HPLC

mg/g MS HOJAS | MESOCARPIO | RAMAS | SEMILLA
AcC. P-CUMARICO 2.10 3.05 2.09 0.94
Ac. FERULICO 1.26 2.37 1.28 0.82
AC. CAFEiCO 3.33 5.28 2.90 4.20
AcC. SINAPICO 0.80 0.48 0.46 0.12
AC. GALICO 3.58 11.28 5.88 1.93
AC. VAINILLINICO 0.02 0.01 0.34 0.18
AC. CLOROGENICO 0.14 0.14 0.42 0.15

Los resultados muestran al acido galico como el més abundante en hojas, mesocarpio y ramas,
seguido del acido caféico, cumarico y feralico. En semilla predomina el &cido caféico, seguido

del &cido galico.

Por otra parte, las concentraciones mas bajas de manera descendente en semilla estan el acido
cumarico, ferulico, vainillinico, clorogénico y sinapico. Mientras que para hojas y mesocarpio
los acidos con concentraciones mas bajas ordenados de manera descendente son sinépico,
clorogénico y vainillinico. En las ramas el acido sinapico predomina frente al cido clorogénico y

por Gltimo el acido vainillinico.

El &cido galico es un potente antioxidante que se encuentra en las bayas, el té negro y vino tinto,
inhibe la proliferacion celular y la muerte de células cancerigenas de préstata, tiene una actividad
antioxidante importante que es tres veces la de la vitamina C o E, lo que indica que sus tres
grupos hidroxilo pueden funcionar independientemente como aceptores de electrones (Nile &
Park, 2014).

8.5.2 FLAVONOIDES

Tabla 26. Concentracion de flavonoides en diversas partes de de Ardisia compressa cuantificado por HPLC

mg/g MS HOJAS | MESOCARPIO | RAMAS | ENDOCARPIO | (Joaquin-Cruz et al., 2015)
Mesocarpio
RUTINA 0.43 0.86 0.31 0.41 1.53
CATEQUINA 2.45 1.91 2.26 1.23 0.12
EPICATEQUINA | 1.29 1.06 0.36 0.33 0.49
QUERCETINA 1.37 5.76 0.33 2.25 2.85
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Observando los resultados (Tabla 26), la concentracibn méas elevada corresponde a la
quercetina en mesocarpio, seguida de la catequina en hojas, y con un valor muy aproximado
catequina y quercetina en ramas y semilla respectivamente, estos ultimos flavonoides predominan

sobre rutina y epicatequina, en mesocarpio, hojas y endocarpio.

Los resultados obtenidos por Joaquin-Cruz et al., ( 2015) son referentes al mesocarpio del fruto y
son algo bajos en comparacion a los determinados experimentalmente en el presente trabajo.
Resulta importante mencionar que el lugar de origen de los frutos, el estado de madurez y las

técnicas de cuantificacion influyen en el contenido de los compuestos fendlicos.

De igual manera, se corrobora que la quercetina figura entre los flavonoides mas abundantes en
las frutas y vegetales (Miean & Mohamed, 2001), es un potente antioxidante que tiene
importantes propiedades biologicas, farmacoldgicas y medicinales, inhibe la agregacion

plaquetaria humana in vitro (Nile & Park, 2014);

8.6 CUANTIFICACION DE ACIDOS GRASOS EN SEMILLA DE Ardisia compressa POR CG

Tabla 27. Concentracion de dcidos grasos en semilla de Ardisia compressa cuantificado por CG.

Acido graso g AG/100g MS semilla
C16:0 Palmitico 0.11 +0.01
C16:1 | Palmitoleico 0.80 +0.14
C18:0 Estedrico 1.36 + 0.07
C18:1 Oleico 0.06 +0.01
C:22:1 Erucico 0.03 +0.00

El analisis constd de la identificacion de ocho diferentes acidos grasos, en la tabla se muestran
solo lo que se identificaron en la semilla de Ardisia compressa mientras que los &cidos linoleico

(18:2), linolénico (18:3) y araquiddnico (20:1) no se detectaron.
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El maés abundante es el &cido estearico, seguido del palmitoleico. Aguilar, (2016) reporta valores
de 0.87 % y 0.2% respectivamente, en contenido de estos acidos grasos en diferentes frutas.
Comparando estos resultados Ardisia compressa se destaca por la presencia de estos &cidos; sin

embargo, no hay presencia relevante de los acidos grasos esenciales.

8.7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN MESOCARPIO, MERMELADA Y
LICOR ARTESANAL DE CHAGALAPOLI

Tabla 28. Valor de IC59 para mesocarpio, mermelada y licor de chagalapoli por el metodo del DPPH.

Chagalapoli IC 5o mg/mL DPPH 150 uM

MESOCARPIO 0.45 +0.14
MERMELADA 0.85 +0.09
LICOR 0.88 + 0.07
100% 120%
o
80% E 100%
° —
" T J 80%
= _ 60% &5
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Figura 44. Graficas del comportamiento de
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La tabla 28 muestra que el mayor poder antioxidante se encuentra en el mesocarpio al presentar
un 1Cso mas bajo, esto quiere decir, y como se observa en el gréfico correspondiente de la figura
44, que se necesita un concentracion de 0.45 mg/mL de extracto para inhibir el 50% de la
solucion de DPPH 150 puM.

La metodologia para determinar la actividad antioxidante en frutas es muy variante segun el
autor; sin embargo el valor ICsy permite comparar la actividad antioxidante de la matriz de
estudio; Kuskoski, et al., (2005) reporta valores de ICsq pppH [100 UM] para frutos tropicales que
oscilan entre 0.9 £ 0.2 (Maracuya) a 9.2 £ 0.01 (Fresa); por lo que se concluye que las tres

muestras de Chagalapoli poseen un alto poder antioxidante.

Observando los gréficos, la transformacion del fruto en mermelada y vino reduce su capacidad
antioxidante; mientras que en mermelada y mesocarpio presentan un comportamiento mas lineal;

en vino ésta parece tener incrementos mas pronunciados conforme aumenta la concentracion.

8.7.1 CUANTIFICACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS TOTALES EN MERMELADA Y VINO
ARTESANAL DE CHAGALAPOLI.

Por ultimo se determind la concentracion de compuestos totales en los productos artesanales en
base seca para mermelada y base himeda en vino. La tabla 29 muestra los resultados obtenidos y

la tabla 30, algunos valores encontrados en la literatura como informacién comparativa.

Tabla 29. Concentracién de compuestos bioactivos en mermelada, licor y mesocarpio de chagalapoli.

TOTALES FENOLES FLAVONOIDES ANTOCIANINAS FLAVONOLES B-CAROTENO
(ug/g MS)
Mermelada 42.21 +3.12 35.65 + 2.33 26.47 + 2.03 466 + 1.12 0.56 + 0.19
mg/g MS
Licor mg/L 1764.45 *+ 13.76 690.9 + 12.33 326.9 + 7.09 96.26 + 2.08 N.D
Tabla 30. Valores reportados de la concentracién de fenoles y antocianinas en mermelada y vino tinto.
TOTALES FENOLES REFERENCIA ANTOCIANINAS REFERENCIA
Mermelada 1.47 mgl/g (Marquina, et al. 2008)
guayaba
Mermelada de 14. 2 mg/g 5. 34 mg/g (Rodriguez Pérez et
zarzamora al., 2010)
(Avalos, et al., 2003) 412. 64 mg/L (Mateus, et al.,
Vino tinto 1803. 3 mg/L 117.05 mg/ L 2001)
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La tabla 29 muestra valores mas bajos en mermelada respecto al contenido de compuestos
bioactivos evaluados en el fruto liofilizado, esto puede deberse al contenido de agua y azlcar en
la mermelada y también pudo haber pérdida de los fitoquimicos durante el proceso de

calentamiento.

A pesar de lo anterior mencionado, en la tabla 30 se muestran los resultados obtenidos por
Rodriguez Pérez et al., (2010) correspondientes a una mermada de zarzamora y comparando los
productos, puede notarse una importante concentracion de polifenoles en la mermelada de

chagalapoli.

En cuanto al vino tinto, no podria realizarse una comparacion exacta por la concentracion de
alcohol y agua presente en el producto; sin embargo, respecto a los valores reportados en la
literatura presenta una concentracion de fenoles totales importante. Se ha comprobado que los

vinos tintos tienen mayor concentracion en polifenoles debido a la maceracion (Paladino, 2008).

Cabe recalcar que aunque se ha encontrado una relacién directa entre la cantidad de fenoles y la
actividad antioxidante; no todos los polifenoles poseen la misma capacidad antioxidante;
Paladino, (2008) encontré en su investigacion una correlacion positiva entre el potencial

antioxidante total del vino y el acido galico y catequina.
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9. CONCLUSIONES

El mesocarpio de Ardisia compressa obtuvo los valores mas altos en contenido de fenoles
y flavonoides totales.

En relacién a su contenido de compuestos fenolicos totales, las dos especies del género
Pouteria y Mammea americana muestran el mejor contenido de flavonoides con un 60 y
61%, respectivamente.

Ardisia compressa obtuvo en mesocarpio y endocarpio el contenido de antocianinas
totales mas elevando dentro del grupo de estudio, las cuales representan mas del 50% en
su contenido de flavonoides.

Ardisia compressa obtuvo la mayor cantidad de flavonoles totales.

Con relacion a los flavonoides totales, Licania platypus, Momordica charantia
(epicarpio) y Pouteria campechiana poseen los contenidos mas elevados de flavonoles
totales; representando estos el 73%, 78% y 60%, respectivamente.

Momordica charantia, Pouteria campechiana y Pouteria sp. mostraron el mejor
contenido en carotenoides totales.

Ardisia compressa

El metanol al 80% durante 60 minutos obtuvo el mejor resultado de extraccion.

El agua 100% durante 15 minutos obtuvo el rendimiento més bajo de extraccion.
Macerex® 1%, el mejor tratamiento enziméatico de estudio, mejord el rendimiento de
extraccion un 47%.

Celuclast® 1% mostro el menor rendimiento de extraccion.

Se logroé identificar ,con base a la literatura y tiempos de retencion, a la Malvidina 3-0-
galactosido, Delfinidina 3-O-galactosido y Petunidina 3-O-galactosido como las
antocianinas mayoritarias en el fruto de Ardisia compressa.

Se identificé por CCF la presencia de los acidos feralico, cumarico, sinapico, caféico,
vainillinico y galico por CCF.

El acido galico es el predominante en hojas, mesocarpio y ramillas de Ardisia compresa,
la semilla es buena fuente de &cido caféico.

Se identificd la presencia de todos los flavonoides estandar por CCF.

La quercetina es el flavonoides mas abundante en mesocarpio y endocarpio, mientras que
catequina lo es en hojas y ramillas.

Se encontrd la presencia de a-amirina y esteroles no identificados, en mesocarpio por
CCF.

Se identificd a la Ardisina Unicamente en las hojas de Ardisia compressa por CCF.

Los acidos estearico y palmitoleico son los mas abundantes en la semilla.

El extracto de mesocarpio muestra la mejor actividad antioxidante frente a la mermelada y
con el valor mas bajo de ICsg el licor artesanal.

La transformacion del fruto a mermelada causa la perdida del 74% de FT y el 50% de las
antocianinas, mientras que en licor, por la maceracion, su contenido aumenta.
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ANEXO

70 Grdfico Al. Antocianinas totales
(mg/g MS) a diferentes
concentraciones de metanol e

intervalos de tiempo.

i MeOH 100%
H MeOH 80%
il MeOH 60%
H MeOH 40%
E MeOH 20%

15 min 30 min 60 min

60 Grdfico A2. Antocianinas
totales (mg/g MS) a
diferentes concentraciones de

etanol y e intervalos de

M EtOH 100% .
tiempo.
H EtOH 80%
i EtOH 60%
M EtOH 40%

M EtOH 20%

15 min 30 min 60 min

Grdfico A3. Antocianinas
totales (mg/g MS) a
diferentes concentraciones de

H AcOna 100%

acetona e intervalos de
IACOna 80% tiempol

d AcOna 60%
H AcOna 40%
i AcOna 20%
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ANALISIS DE VARIANZA

One Way Eepeated Measures Analysis of Variance martes, marzo 14, 2017, 03:49:01 p. m.
Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P=0032)

Equal Variance Test: Passed (P=0373)

Treatment Name N Missing Mean Std Drev SEM

MeOH 13 0 47.073 3.408 1.396
EtOH 13 0 45.155 3.152 1.330
AcOna 13 1] 45.144 4619 1.193

H2O 13 0 42725 2.783 0719
Source of Variation DF 55 M5 F P
EBetween Subjects 14 721336 51.525

Between Treatments 3 142773 473501 4281 0.010
F.esidual 42 466870 11.114

Total 30 13309498

The differencesin the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically sigmificant difference (P =0.010). To isolate the group or groups that differ
from the others use a multiple comparison procedure.

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.711

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method) -

Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means p q P P=0.050

MMeOH vs. H20 4349 4 5032 - Yes
MeOH vs. AcOna 1929 i 2241 - MNo
MMeOH vs. EtOH 1913 2 2228 - Do Not Test
EtOH vs. H2O 2431 30 2824 - No
EtOH vs. AcOna 00114 2 0.0133 - Do Mot Test

Andlisis de varianza entre tratamientos con 95% de confianza.
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F]ne Way Repeated Measures Analysis of Variance martes, marzo 14,2017, 03:32:38 p. m.
Data source: Data 1 in Notebook 1

Normality Test: Passed (P=0338)

Egqual Variance Test: Passed (P=1.000)

Treatment Name N Missing  Mean Std Dev SEM

MeOH-13 min 3 0 43.787 2.087 0.933
H20-13 min 3 0 30 307 0.000 0.000
Source of Variation DF 55 MS F P
Eetween Subjects 4 8709 2177

B etween Treatments 1 48180 48180 22129 0000
R esidual 4 8.709 2177

Total g 63398

The differences in the mean values among the treatment groups are greater than would be expected by
chance; there is a statistically significant difference (P =0.009). To isolate the group or groups that differ
from the others use a multiple comparison procedure.

Power of performed test with alpha = 0.030: 0.927

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Duncan's Method)
Comparisons for factor:

Comparison Diff of Means P q P P=0.050
MeOH-13 min vs. H20-13 min 4390 2 64633 - Yes

Note: The P values for Dunnett's and Duncan's tests are currently unavailable except for reporting that the
P's are greater or less than the critical values of .03 and 01.

Test de Duncan: Tratamientos Metanol/ Agua.
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Figura A1. Cromatograma del perfil de metil esteres en semilla de chagalapoli.

Figura A2. Ardisia compressa. Chagalapoli. Mesocarpio, endocarpio y hojas
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