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Resumen

Se analiz6 el potencial nutracettico de Blighia sapida (ackee) de diferentes partes del arbol:
arilo maduro, arilo verde, hojas, tallo, y exocarpio. Se determind el contenido de polifenoles
totales (PFT), antocianinas totales (ANT), y la actividad antioxidante mediante los métodos
Folin-Ciocalteu, pH diferencial y ORAC respectivamente. Por otro lado, se analiz6 el potencial
antibiotico contra las bacterias ESKAPE (Kirby- Bauer). La parte con mayor PFT fue el
exocarpio (6.107 = 0.262 mg EAG/gMS), mientras que la de menor contenido fue el arilo
maduro (1.4404+0.007 mg EAG/gMS). Las ANT estan en mayor proporcion en el arilo verde
(13.130£0.980 mgE C3G/gMS) siendo significativamente superior a las otras partes (ANOVA,
Tukey, p <0.05). El tallo es la parte con menor ANT (2.201 mgE C3G/gMS). Las hojas
presentan las mejores propiedades antioxidantes (115.281+3.334 umol ET/gMS) mientras que
el de menor actividad es el arilo maduro (6.903+0.278 pmol ET/gMS), lo cual es parcialmente
consistente con el contenido de PFT mostrando la relacion entre las variables PFT y ORAC. La
capacidad antioxidante es mas alta en las hojas, y el exocarpio en segundo lugar (110.382+1.176
umol ET/gMS). Pese a que las ANT son un subgrupo de los PFT, las ANT no estan relacionadas
significativamente con ORAC. El arilo maduro y el arilo verde, de menor a mayor, son las
partes con menos efecto antimicrobiano sobre las bacterias, a diferencia del tallo y el exocarpio,
los cuales presentan el mayor efecto antibidtico, sin diferencias significativas entre ellas
(p<0.05). Segun los resultados, la parte de la planta de B. sapida con un mejor potencial
nutracéutico es el exocarpio, lo cual permite generar un mayor valor agregado dado que
constituye la parte del fruto que normalmente es descartado.
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1. Introduccion

En el campo de la produccion de alimentos, la demanda de los consumidores en las
ultimas décadas ha cambiado considerablemente. Las personas han reconocido que es necesario una
mejor dieta y que los alimentos que consumen estdn directamente relacionados con su salud. Los
alimentos, en la actualidad no tienen la Unica meta de proveer nutrientes, sino para prevenir
enfermedades(Medina et al., 2020). El mejoramiento sustantivo de la calidad de vida de las personas
que consumen alimentos funcionales ha contribuido a revalorizar su comercializacion (Meléndez et
al., 2020). El conocimiento etnobotdnico de los pueblos se ha ido sistematizando con el desarrollo
cientifico; de esta manera, los recursos naturales se han constituido en una fuente de muchos de los
medicamentos conocidos y comercializados. Uno de los primeros casos en llamar ampliamente la
atencion de la comunidad cientifica fue el descubrimiento del taxol, un potente anticancerigeno
obtenido de la corteza de arbol de tejo (Gallego et al., 2020).

Los metabolitos secundarios presentes en diversas frutas y verduras tienen actividades
antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas, reguladoras de la presion arterial, antitumorales, etc.,
lo que ha provocado una gran investigacion sobre ellos (Quintana & Paucar, 2020). Estos
compuestos incluyen polifenoles, como los flavonoides, especialmente antocianinas y taninos. Los
estudios in vitro y los datos in vivo demuestran cada vez mas la importancia de estos metabolitos
para reducir el riesgo de enfermedades relacionadas con la edad (Castillo et al., 2022). Los estudios
epidemioldgicos han demostrado que existe una correlacion inversa entre el contenido de
antioxidantes en frutas y verduras y la mortalidad y morbilidad que causan en las personas
enfermedad coronaria y el cancer (Forbes et al., 2020).

Tal como se ha resaltado, los antioxidantes polifenolicos tienen una gran capacidad
para reducir los radicales libres, lo cual ha incrementado el interés en ellos en la Gltima década
(Alvarez et al., 2019). En este sentido, este trabajo constituye el primer aporte de un estudio
costarricense de ackee desde un enfoque bioprospectivo con el fin de determinar su potencial
nutracéutico, a través del contenido de antioxidantes y su posible actividad antibidtica. Los estudios
publicados hasta el momento en la literatura cientifica permiten identificar algunos trabajos en otras
latitudes con enfoques distintos y, especificamente en Costa Rica solo fue posible identificar un
trabajo para identificar las zonas de cultivo y comercializacioén, sin incluir el componente

fitoquimico.



1.1 Antecedentes

El abordaje actual en la salud ha conllevado a un cambio de paradigma en cuanto al
potencial de las plantas para producir sustancias bioactivas. En general, existe mayor conciencia
sobre el uso y aprovechamiento de una gran cantidad de metabolitos secundarios naturales. En
particular, el valor nutracéutico de los alimentos puede ser determinado por la presencia de estos
componentes (Cano et al., 2020).

La composicion de metabolitos secundarios en las plantas presenta una alta diversidad,
lo cual origina muchas propiedades farmacologicas potenciales. Muchas de estas propiedades se
han asociado a los polifenoles, los cuales han demostrado actividad contra ciertas formas de cancer
(Serra et al., 2020). En el campo de los antioxidantes la mayoria de los estudios se orientan hacia
alimentos tipicamente identificados como bayas, tales como ardndanos y moras, dado que son
alimentos de pigmentaciones intensas. En cuanto al ackee, los estudios disponibles en la literatura
son bastante mas limitados por lo que se dispone de menor informacion.

El ackee es un arbol que prevalece en climas subtropicales y tropicales, introducido a
Jamaica en el afio 1776 por Tomas Clark (Sinmisola et al., 2019). Su toxicidad esta asociada al
consumo del fruto inmaduro desde finales del siglo XIX, reportandose una variedad de casos
caracterizados por vomitos, debilidad generalizada, pérdida de conciencia e inclusive la
muerte(Sanchez, 2022). El arilo maduro del ackee es un alimento basico encontrado en Africa
Occidental y en Jamaica por ser el fruto nacional de este pais en donde para prevenir la toxicidad,
las semillas y las membranas del fruto deben ser removidas cuidadosamente y lavando el arilo antes
de ser consumido (Quesada & Barrantes, 2019).

Una de las caracteristicas mas llamativas de este fruto es que se debe ser muy cuidadoso
con el periodo de consumo dado que aun estando maduro, si el exocarpio no se ha abierto existen
niveles altos de hipoglicina A que pueden resultar perjudiciales para la salud. En tal sentido existen
estudios que relacionan el tiempo de maduracion, cosecha y consumo con el contenido de este tipo
de alcaloides perjudiciales (Grande et al., 2019).

Los primeros reportes sobre su actividad biologica se dieron a conocer por las
propiedades toxicas en el fruto inmaduro. El componente causante de este efecto adverso
(hipoglicina-A) disminuye hasta valores seguros una vez que el fruto se abre (Kouassi et al., 2020).

La sintomatologia incluye vomitos, debilidad, pérdida de conciencia e incluso la muerte. A pesar de



ello, el arilo que constituye la parte comestible del fruto ha sido importante en la dieta tradicional
de paises como Jamaica, siendo incluso el arbol nacional (Sander et al., 2020). En otros paises
caribefios como Costa Rica su consumo es mas tipico de la gastronomia de poblaciones
afrodescendientes (Sanchez, 2022).

Por otro lado (Adekola et al., 2022) estudiaron las propiedades antiinflamatorias de los
frutos con ensayos in vitro usando ensayos por desnaturalizacion de albumina y estabilizacion de
membranas de los globulos rojos a diferentes concentraciones. Los principales hallazgos
encontraron que el efecto protector se debia a la fraccion de metabolitos extraidos con acetato de
etilo.

Tal como se ha mencionado previamente, la maduracion del fruto afecta la composicion
de metabolitos en general y de B. sapida en particular debido a los alcaloides conocidos como
hipoglicinas que se encuentran en cantidades peligrosas cuando el fruto esta verde. Al respecto
Sybron et al (2019) analizaron el perfil de polifenoles durante el proceso de maduracion mediante
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia con detector de masa (UHPLC-MS) logrando
identificar diecisiete fenoles distintos, siendo el nivel mas alto el acido vainillinico en las semillas
del fruto verde (15 mg/ gMS); en cuanto a los exocarpios el fenol mas abundante fue el kaempferol-
3-O-rutendsido.

Ademas del estado de maduracion los factores edaficos, altura, ambientales e incluso las
técnicas de cultivo tienen el potencial de alterar la composicion fitoquimica (Yang et al., 2018). Las
variedades de B. sapida costarricense no han sido analizadas en cuanto a su valor nutracéutico. La
revision de la literatura solo permitié identificar un estudio de enfoque agrondmico y comercial
basado en la caracterizacion de sitios de cultivo, distribucion y posibles canales de comercializacion,
asi como su potencial econdmico(Quesada & Barrantes, 2019).

Algunos estudios han mostrado que el fruto del ackee ha sido subutilizado y por ello
las investigaciones se han enfocado en encontrar todos los beneficios posibles que este arbol posea.
Asi, se han encontrado resultados que evidencian la capacidad absorbente que tienen las semillas
para absorber y eliminar colorantes a partir de soluciones acuosas (Adebayo et al., 2020).

La composicion de metabolitos secundarios en B. sapida al igual que en cualquier otro
producto de origen natural es muy variada. Sin embargo, las investigaciones sobre las propiedades
nutracéuticas se centran fundamentalmente en polifenoles y su actividad antioxidante. En especies

africanas, por ejemplo, se determiné que los arilos del fruto en etapa comestible tenian un contenido



de polifenoles totales de 244.29 ngEAG/g MS (miligramos equivalentes de acido géalico por gramo
de muestra seca), 450.97 ugEAG/g MS en las semillas y 652.72 ngEAG/g MS en el exocarpio
(Sybron et al., 2019).

Tal como se ha sefialado, los hallazgos encontrados de manera preliminar en la
literatura cientifica son primordialmente procedentes de paises africanos. Debido a las condiciones
geograficas tan radicalmente distintas a las costarricenses estos estudios nos son extrapolables. Por
tal motivo, el potencial de las variedades costarricenses constituye un campo prometedor en cuanto

a la busqueda de moléculas bioactivas.

1.2. Justificacion

La salud del ser humano se ha visto afectada por un estilo de vida acelerado y una
dieta poco saludable, siendo esta ultima causante de multiples enfermedades (Vila, 2020). Por
ejemplo, la ingesta de carbohidratos complejos, el consumo de alimentos altamente caldricos, ricos
en azucares y grasas saturadas, ha dado lugar a un aumento de enfermedades de indole cardiaco
junto con otras como la diabetes, la hipertension y la obesidad, que afectan a la poblacion en general

(Aguirre et al., 2021).

La Asociacion Americana del Cancer ha desarrollado estudios que muestran que las
principales causas de muerte en el mundo son las enfermedades cardiovasculares, el cancer y la
diabetes, las cuales se encuentran estrechamente relacionadas con problemas de nutricion. De esta
manera, se estima que un 70% de los enfermos con céncer presentan a su vez inconvenientes debido
a la carencia de nutrientes (Gomez et al., 2022).

Ante la situacion mencionada anteriormente, numerosos estudios epidemioldgicos
sugieren que las dietas ricas en fitoquimicos y antioxidantes provenientes de plantas desempefian
un papel protector en la salud. Por ende, un consumo frecuente de frutas y verduras se asocia con
un menor riesgo de padecer cancer, enfermedades cardiacas o problemas cerebrovasculares
(Hernando & Garcia, 2021). De este modo, se ha prestado mucha atencion a la posible bioactividad
y al efecto nutritivo de varias clases de fitoquimicos tales como carotenoides, fitoestrogenos,
glucosinolatos y compuestos polifenolicos llamados flavonoides (Zamora & Barbosa, 2020).

Actualmente, en varias especies de plantas, se han podido identificar méas de 8 000

compuestos polifenolicos a los cuales se les atribuye capacidad anticancerigena, antidiabética, anti



envejecimiento y neuroprotectora (Arias et al., 2018). Muchos de los compuestos fendlicos con
mayores efectos antioxidantes se han encontrado en alimentos con colores intensos, amarillos, rojos
y azules. Esto como consecuencia de algunas moléculas fenolicas como las antocianinas (Ferndndez
& Lizana, 2020). Bajo esta perspectiva, se espera que en la especie B. sapida introducida en Costa
Rica sea una fuente importante de polifenoles debido a sus coloraciones. Los tonos entre rojos y
amarillos de las frutas influyen en el factor de la variedad de la planta, por lo cual es esperable
encontrar diferencias en este factor debido a que el color de las frutas estd asociado a la presencia
de polifenoles y flavonoides (Acosta & Mazo, 2020).

De esta manera, el analisis de la composicion de metabolitos secundarios en plantas
como B. sapida contribuye a incorporar nuevas fuentes que aporten propiedades nutracéuticas a
favor de la salud humana. Por su origen africano (Ajayi et al., 2019), esta planta debi6 sufrir una
serie adaptaciones para sobrevivir y extenderse a paises como Costa Rica. Los reportes de usos
etnobotanicos son numerosos, por ejemplo, se han utilizado como gotas para los ojos en lesiones
oftdlmicas, conjuntivitis y fiebre amarilla. Estos reportes etnobotdnicos, que constituyen
conocimiento popular de los pueblos, son un reflejo del potencial antibidtico de la planta dado que
se refieren a afecciones causadas por microorganismos (Vandebroek & Voeks, 2018).

Cabe mencionar que en Costa Rica el ackee no es un alimento de consumo extendido,
sino que se usa solamente en cocina tradicional en la zona caribefia. Por este motivo es poco
conocido, y su caracterizacion fitoquimica y propiedades en nuestro pais alin no se conocen bien.
El consumo de este fruto ha sido por consiguiente consecuencia del gusto mas que de sus
propiedades farmacoldgicas.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, la biisqueda de metabolitos secundarios y
sus concentraciones relativas serda importante, lo mismo que la determinacion de la actividad
antioxidante para combatir afecciones derivadas del estrés oxidativo. Este estudio permitira
revalorizar el uso del ackee como alimento y como fuente de moléculas bioactivas con potencial
antibidtico para posibles aplicaciones biotecnoldgicas y uso comercial como nutracéutico en el pais,
sin dejar por fuera una oportunidad de aplicar una economia circular que genere fuentes de trabajo

y activacion econoémica, fundamentalmente en la zona atlantica.



1.3. Planteamiento del problema
Tomando en cuenta que el ackee costarricense no ha sido caracterizado
fitoquimicamente, ha surgido la siguiente interrogante. ;Cudl es el potencial nutracéutico y

antibidtico del ackee producido en la region caribefia de Costa Rica?

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Comprobar el contenido de polifenoles totales, antocianinas, actividad antioxidante y
antimicrobiana de los extractos crudos del ackee (Blighia sapida), empleando los métodos de Folin-
Ciocalteu, pH diferencial, capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno y ensayos de difusion

con microorganismos seleccionados para la valorizacion de su potencial nutracéutico.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Examinar el contenido de polifenoles y antocianinas totales presentes en los extractos crudos
del ackee, empleando el método de Folin-Ciocalteu y el de pH diferencial respectivamente, para
su posible caracterizacion como alimento funcional.

2. Determinar la relacion entre la concentracion de los polifenoles totales del ackee y su actividad
antioxidante mediante el método de Capacidad de Absorbancia de Radicales de Oxigeno
(ORAC) como parametro relevante en la potencial disminucion del estrés oxidativo.

3. Evaluar el efecto antimicrobiano de extractos de B. sapida sobre las bacterias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomona
aeruginosa y Enterococcus faecium (ESKAPE) mediante el método de difusion en agar por

pozos, como estrategia para la biisqueda de antibidticos de origen natural.



2. Marco Teorico

Alimentos funcionales y sus componentes

Los alimentos funcionales se definen como aquellos alimentos que contienen
componentes que promueven la salud mas alld de los nutrientes tradicionales (carbohidratos,
proteinas, lipidos, micronutrientes). Este tipo de alimentos también son conocidos con otros
nombres como alimentos de disefio, alimentos medicinales, nutracéuticos, alimentos terapéuticos y
super alimentos (Afazco et al., 2021). Cuando se identifican como alimentos nutracéuticos el
enfoque es centralizado en compuestos que ejercen efectos farmacoldgicos los cuales modulan
funciones terapéuticas en el cuerpo resultando en beneficios para la salud (Magsood et al., 2020).
Ademas, estos alimentos se caracterizan por poseer sustancias bioactivas favorables para la salud y
tienden a ser ingeridos en forma concentrada como pildoras, pastillas, capsulas o tonicos (Durazzo
& Lucarini, 2019).

Los metabolitos secundarios presentes en los alimentos tienen efectos positivos en la
prevencion y el tratamiento contra enfermedades. Existen evidencias especificas de cémo los
padecimientos de origen coronario son disminuidos a causa del consumo de biomoléculas como los
carotenoides (Lisset et al., 2018). Los productos naturales se han vuelto una de las areas de mayor
investigacion para la busqueda de nuevos antioxidantes y antibioticos (Alim et al., 2019). Los
antioxidantes pueden contribuir a mantener los niveles de radicales libres en concentraciones
apropiadas (Mora Agiiero et al., 2019). Por otro lado, la busqueda de antibidticos menos invasivos
es una necesidad imperiosa que se ha vuelto constante. Adicionalmente, los microorganismos al
mutar generan resistencia. De tal manera que, tanto la capacidad antioxidante como la actividad
antibidtica son parametros que proveen informacion sobre el potencial nutracéutico de los alimentos
(Reyes et al., 2019).

Recientes estudios sobre la soja negra han demostrado que la cobertura de su semilla
puede disminuir la obesidad y la resistencia a la insulina. Este alimento tiene mas fibras, lo cual le
confiere un papel vital para reducir el azicar en la sangre. Esta probado que una taza de soja negra
contribuye con alrededor de 15 g de fibra. Ademas, el extracto de la cubierta de semillas de este
producto contiene alto material alimenticio rico en polifenoles conformados por un 9,2% de

cianidina 3-glucésido(C3G), un 6,2% de catequinas, un 39,8% de proantocianidinas, entre otros.



Compuestos como los antes mencionados previenen la obesidad y la diabetes al aumentar el gasto
de energia y suprimir la inflamacion (Kumar & Baojun, 2017).

Investigaciones realizadas en Costa Rica con el arbol de Guayaba rosada (Psidium
guajava L. cv. 'Criolla"), identificaron en su fruto el contenido de carotenoides importantes. Estos
fueron del tipo trans-f-caroteno, 15-cis-licopeno y trans-licopeno, los cuales estuvieron presentes
en todas las etapas de maduracion de la fruta. Sumado esto, se descubrié con ayuda de ensayos
espectrofotométricos que el trans-licopeno era el carotenoide predominante (63% a 92% del total)

y responsable de la alta capacidad antioxidante de este alimento (Rojas et al., 2017).

Origen v concepto de alimento funcional

El concepto de alimento funcional fue incorporado por primera vez en Japon y luego
se extendio a nivel mundial con ciertas diferencias relacionadas a la cultura, situaciones de mercado
o la diferente manera de comprender y aplicar la nutricién. Por ejemplo, en Norteamérica, para
definir un alimento como funcional, éste debe de haber pasado por alguna modificacion estructural
o de forma, a diferencia del pais japonés en donde unas cépsulas o pildoras pueden considerarse
alimentos funcionales. No obstante, independientemente de estas definiciones las poblaciones
empezaron a darse cuenta de la importancia de mantener y mejorar la salud debido al aumento de
enfermedades relacionadas con el estilo de vida (John, 2021).

El proyecto europeo de Ciencias de Alimentos Funcionales y el Instituto de Ciencias
de la Vida (FUFOSE e ILSI por sus siglas en inglés respectivamente) definieron que un alimento
funcional es aquel que logra llevar a cabo un efecto beneficioso especifico a nivel fisioldgico en el
organismo, mejorando la salud y a la vez minimizando la posibilidad de sufrir enfermedades (Adadi
etal., 2019).

La industria de alimentos ha ido creciendo paulatinamente y con ello la incorporacion
de nuevos productos relacionados a alimentos funcionales (Iwatani & Yamamoto, 2019). Tal es el
caso de los nutracéuticos, los cuales poseen metabolitos secundarios que generan una combinacion
nutricional junto con propiedades farmacoldgicas positivas para la salud humana. Estos alimentos
tienen la distincion de ejercer un rol mucho mayor al de un suplemento dietético pues con ellos se

tratan una serie de enfermedades como osteoporosis, enfermedades cardiovasculares, la obesidad,



el cancer, la artritis, la diabetes y el colesterol, entre otras enfermedades cronico degenerativas para

ayudar a mantener de manera normal las funciones fisiologicas (Srivastava et al., 2018).

Alimentos funcionales con propiedades antioxidantes

La incorporacion de metabolitos secundarios a través de alimentos funcionales ha ido
en aumento gracias a las propiedades y efectos beneficiosos que estos aportan al organismo humano.
La investigacion cientifica arroja resultados y ejemplos de interés para analizar las propiedades
antioxidantes de este tipo de alimentos (Parcheta et al., 2021).

El ingreso de compuestos fenolicos al organismo desencadena actividades bioldgicas
en contra de fendomenos como el estrés oxidativo causante de dafio celular. Alimentos como el
Rambutan (Nephelium lappaceum L.) o mamoén chino han sido estudiados, no sélo por la ingesta de
su pulpa la cual tiene reportes satisfactorios en cuanto a la cantidad de polifenoles totales que aporta
9.034 mg EAG/100 g (miligramos equivalentes de acido géalico por gramo de muestra seca), sino
también por los antioxidantes localizados en su exocarpio, el cual ha sido tratado como un simple
desecho (Kim et al., 2018).

De igual manera, la presencia de compuestos fendlicos como los flavonoides en
alimentos funcionales como la miel, el propdleo y la jalea real transfieren propiedades bioldgicas
que favorecen la salud. Estas propiedades van desde acciones antivirales, antiinflamatorias,
antialérgicas y vasodilatadoras (Fraire et al., 2022). Ademas, los flavonoides actiian inhibiendo la
permeabilidad y fragilidad capilar, la agregacion plaquetaria, la peroxidacion lipidica y la actividad
de los sistemas enzimaticos que incluyen ciclooxigenasa y lipoxigenasa generando un equilibrio
fisiologico importante para el bienestar del ser humano (Gutiérrez, 2018).

Otro ejemplo de mucho valor que forma parte de los alimentos funcionales es la
Granada (Punica granatum). El fruto de la granada ha sido sometido a pruebas clinicas dando
resultados provechosos en la prevencién y combate de enfermedades cardiovasculares, cancer de
prostata y enfermedades cronicas que cobran miles de vidas al rededor del mundo. Los efectos
antioxidantes que posee este alimento, sus jugos y extractos son fundamentados por el contenido de
polifenoles como la punicalagina, el 4cido galico, y el é4cido elagico. Estos polifenoles son
metabolizados en el sistema digestivo para dar paso a la formacion de otras biomoléculas llamadas

urolitinas que estan relacionadas con la inhibicion de células cancerigenas (Schettert et al., 2021).



Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias con la capacidad de prevenir la oxidacion de otras
moléculas dentro del organismo inclusive estando en bajas concentraciones. El producto de las
reacciones de oxidacion son los radicales libres que desencadenan reacciones que dafian las células,
por lo cual, el papel fundamental de los antioxidantes es inhibir estas reacciones y al mismo tiempo
eliminar intermediarios del radical libre, oxidandose ellos mismos. De ahi que, los antioxidantes
son reconocidos como agentes reductores, siendo los polifenoles los mas estudiados en la literatura
cientifica (Zenia et al., 2022).

Sumado a lo anterior, los antioxidantes sintéticos (BHA, BHT y galato de propilo)
como los productos botanicos naturales contienen compuestos fendlicos que funcionan en contra
del estrés oxidativo (Serra Bisbal et al., 2020). Los compuestos fenodlicos actiian sobre las cadenas
de radicales libres donando atomos de hidrogeno para producir una neutralizacion. El propdsito mas
importante de los antioxidantes es evitar la oxidacion de lipidos, proteinas, ARN y ADN (Valladares

etal., 2018).

Modo de accion de los antioxidantes

Los antioxidantes pueden trabajar en tres maneras diferentes ante los radicales libres
(RL): 1) Prevencion: manteniendo la formacion de especies reactivas a un nivel minimo, con ayuda
de agentes quelantes como la deferroxamina. 2) Intercepcion: eliminando especies reactivas
mediante el uso catalitico o no catalitico de moléculas como, por ejemplo, el acido ascérbico, a-
tocoferol, etc. 3) Reparacion: reparar moléculas danadas, con ayuda de especies como el glutation
considerado uno de los antioxidantes endégenos mas poderosos (Engwa, 2018).

Los sistemas antioxidantes se clasifican en dos grupos principales, antioxidantes
enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos. Los de tipo enzimatico que se encuentran presentes en
el cuerpo incluyen al superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa que actian como la
primera linea de defensa del cuerpo contra los RL catalizando su conversion de tal forma que haya
especies menos reactivas o inertes. Ademas, existen dentro de la célula, moléculas de bajo peso
molecular que proporcionan una defensa secundaria contra radicales libres. Algunos ejemplos de

tales moléculas incluyen glutation, a-tocoferol, ascorbato y bilirrubina. Estas moléculas pueden
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movilizarse para ir a neutralizar a los RL o prevenir la produccion mediante el secuestro (quelacion)

de metales activos con capacidad redox como lo son el hierro y el cobre (Zarate et al., 2021).

Antibioticos naturales

La capacidad que posee un farmaco o compuesto natural de inhibir el crecimiento de
microorganismos es lo que se conoce con el nombre de actividad antibiotica (Mesén-Mora et al.,
2019). Existen compuestos que presentan esta capacidad y por ende el interés por estudiar su efecto
sobre microorganismos es cada vez mayor e importante. La finalidad de las investigaciones en este
campo radica en poder obtener resultados como el control y la eliminacion de especies patdgenas
las cuales provocan infecciones que ponen en riesgo la salud y vida del ser humano (Furusawa et
al., 2018).

La investigacion de la actividad antibidtica o antibacteriana en plantas y vegetales, asi
como la propiedad antiviral se ha vuelto fundamental en los ultimos afios. Entre los polifenoles que
han dado resultados interesantes se pueden citar a los flavan-3-oles, flavonoles y taninos debido a
su amplio espectro y mayor actividad antimicrobiana en comparacion con otros polifenoles.
Ademas, en relacion con esos tres grupos de moléculas bioactivas, los resultados han mostrado que
la mayoria de ellas son capaces de suprimir una serie de factores de virulencia microbiana como la
inhibicion de la formacion de biopeliculas, la reduccion de la adhesion de los ligandos del huésped
y la neutralizacién de toxinas bacterianas, sin dejar fuera la sinergia que logran tener con otros
antibioticos (Zevallos, 2018). Por ejemplo, se ha demostrado que los extractos de té verde inhiben
el crecimiento de Streptococcus mutans in vitro y previenen su union al esmalte dental. Estas
actividades probablemente se asociaron con las catequinas las cuales son otro tipo de polifenoles
presentes en plantas. De la misma manera, extractos de té de Oolong redujeron la formacion de

placa dental en humanos, siendo parte de los hallazgos importantes para el sector de la salud (Tsuru

et al., 2021).

Modo de accion de los antibioticos

La actividad antibidtica de los polifenoles esta relacionada con la posicion o cantidad

de grupos hidroxilo en el anillo aromatico (Martin, 2018). Esta caracteristica incidira en la toxicidad
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que tendré el antioxidante ante el microorganismo debido que al haber una mayor hidroxilacion asi
también serd la toxicidad. El modo de accion del efecto antibidtico se da a raiz de un proceso que
activan los polifenoles produciendo una inhibicion de la sintesis de la pared celular, asi como de las
funciones de la membrana celular, la traduccion de material genético y la sintesis de acidos nucleicos,
provocando la muerte del microorganismo (Latorre et al., 2019).

En distintos estudios de antibiogramas se han extraido polifenoles como los taninos
hidrolizables (galotaninos) de muestras obtenidas del arbol de mango (Mangifera indica L.) para
determinar su efecto antibacterial sobre microorganismos como B. subtilis y E. coli (Reyes et al.,
2017). El modo de accién detectado fue la inhibicion enzimatica de telomerasas, cicloxigenasas o
lipoxigenasas sumado a las propiedades quelantes de metales como el hierro, el cual al ser
secuestrado o inmovilizado da como resultado la reduccion el crecimiento del microorganismo

(Olivas et al., 2021).

Método Kirby-Bauer para evaluacion de la actividad antibiotica

Este método es conocido cominmente como método de difusion en el gel. Se basa
fundamentalmente en incorporar al medio de cultivo el antibidtico o el microorganismo para que
luego de solidificado al medio se adicione la contraparte y observar inhibicidon de crecimiento o
halos de inhibicion segun la técnica utilizada. Esta técnica también abarca la de discos de papel, en
los cuales hay un control positivo (el antibiotico) que se encuentra incorporado a estos. El antibidtico
estd en una concentracion conocida. Los discos se colocan sobre la superficie de agar contenido en
una placa Petri donde ya estd sembrado el microorganismo en estudio. Luego se procede a incubar
a la temperatura y tiempo adecuados para finalmente observar y medir los halos de inhibicion de
crecimiento (Sabee et al., 2020). La ventaja de este método respecto a los demas, es que utiliza una
pequenia cantidad de la muestra y ofrece la posibilidad de ensayar varias sustancias contra un mismo

microorganismo.

Bacterias ESKAPE v su resistencia a la actividad antibidtica

La investigacion a nivel de la medicina actual, en 4reas como la biotecnologia,
microbiologia, bioquimica y farmacia, invierten valiosos recursos para afrontar y reducir las

consecuencias producidas por microorganismos patdgenos en la salud humana. Las enfermedades
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infecciosas han sido investigadas durante muchos afos, especialmente por el fenémeno de la
resistencia antibacteriana que ha producido una demanda en el uso de antibidticos para resguardar
la vida humana, animal y vegetal (Jiménez et al., 2019).

La produccion de antibidticos, moléculas capaces de eliminar y suprimir a los
microorganismos patdgenos se vuelve un objeto de estudio diario en laboratorios a nivel mundial.
Todo esto, con el propdsito de mejorar las capacidades bacteriostaticas y bactericidas de dichos
compuestos (Gomes et al., 2020).

La lucha contra la resistencia antimicrobiana ha desencadenado un esfuerzo por parte
de la comunidad cientifica, la cual ha recurrido al estudio de un grupo especifico de patdégenos, que
a nivel mundial se encuentran dentro de los principales causantes de pérdidas de vidas humanas en
cuanto a infecciones hospitalarias. A este grupo de microrganismos en particular se le conoce con
el nombre de bacterias con el acronimo ESKAPE (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumanni,
P. aeruginosa y E. faecium.) (De Angelis et al., 2018).

Estados Unidos ha sido uno de los mayores inversores economicos en cuanto al control
y prevencion de enfermedades provocadas por patdgenos resistentes a varios tipos de antibioticos.
Lo anterior es una problematica que precisa de soluciones, analisis y estrategias de la mano de la
investigacion exhaustiva ante uno de los mayores retos del siglo XXI (Chavez-Jacobo, 2020).

Las bacterias ESKAPE han mostrado una vasta gama de infecciones que ameritan
multiples estudios por la singular capacidad de escapar o resistir a diferentes antimicrobianos. Por
tanto, estas seis bacterias tienen sus caracteristicas y detalles a considerar. En cuanto a su morfologia
estas bacterias son distintas entre si, siendo algunos cocos y otros bacilos, incluso con flagelos

(figura 1).
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Figura 1

Micrografias y representaciones de las bacterias ESKAPE.
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E. coli es un microrganismo aerdbico principalmente encontrado en la flora intestinal de
animales y seres humanos. Sin embargo, puede convertirse en patdogeno en lugares como el tracto
urinario y la sangre. Es una bacteria gram-negativa no formadora de esporas, que se moviliza por
flagelos peritricos. Esta bacteria es la causante de las infecciones del tracto urinario (Denamur et
al., 2021). Dentro de otras afectaciones que produce estos microorganismos, esta la enteritis aguda,
la sepsis, abscesos y la meningitis neonatal, sin olvidar la enfermedad conocida como la diarrea del
viajero (Rios-Muiiiz et al., 2019). E. coli ha sido ampliamente estudiada presentando cepas que
pueden causar enfermedades de mucha importancia. Es un microorganismo que adquiere una rapida
resistencia ante la presencia de farmacos antimicrobianos (Bonten et al., 2021).

S. aureus por su parte es una bacteria presente en la piel y la cavidad nasal, es un coco
gram positivo, catalasa positivo y coagulasa positivo. Algunas cepas de S. aureus presentan
resistencia a distintos antibioticos como la meticilina (Alvarez et al., 2019). El ingreso de este
microorganismo al torrente sanguineo suele darse por afecciones en la piel o la mucosa provocando
infecciones de mucha importancia a nivel de la medicina hospitalaria. Patologias como la neumonia,
la artritis y la osteomielitis son producto de la presencia de este patogeno (Aravena et al., 2021).

K. pneumoniae, es una bacteria que esta asociada a la enfermedad de la neumonia y
fue analizada por primera vez en el ano 1882, al ser aislada en los pulmones de los pacientes
fallecidos por dicha enfermedad. Como bacteria se describe como gram negativa, facultativa que se
desarrolla en rangos de temperatura que van desde los 30 a 37 °C, provocando una variedad de
patologias muy comunes en los hospitales (Wyres et al., 2020). La infeccion del tracto urinario se
convierte en una de las mas recurrentes y comunes por parte de esta bacteria y al estar presente en
recursos como el agua, la tierra y la superficie de la mucosa animal, se torna en un alto factor de
riesgo en los hospitales, esto debido a que varios estudios evidencian que muchas de sus cepas se
mantienen a lo interno de las mismas instalaciones (Wang et al., 2020).

A. baumanni, es una bacteria multirresistente, gram negativa, cocobacilo, inmovil, no
formador de esporas, cuyo crecimiento se genera en temperaturas entre los 20 a 30 °C que le
permiten estar en ambientes hospitalarios y con mucha facilidad en la naturaleza convirtiéndola en
un microorganismo oportunista que infecta a pacientes con sistema inmunoldgico comprometido o
debilitado (Whiteway et al., 2022). Durante los afios setenta, se consider6 a A. baumanni vulnerable

ante la mayoria de antibacterianos. No obstante, en la actualidad ha llegado a mostrar una gran

15



resistencia contra varios antibidticos como las cefalosporinas, penicilinas, fluoroquinolonas y
aminoglucoésidos (Kyriakidis et al., 2021).

P. aeruginosa, es un bacilo gram negativo, oportunista en seres humanos y también
en plantas, aerobio, pero con la particularidad de poder crecer en condiciones anaerobias lo cual le
permite colonizar distintos tipos de ambientes con versatilidad, incluyendo su presencia en
estructuras como ventiladores y espacios hospitalarios (Pang et al., 2019). Debido a la alta
patogenicidad y resistencia que presenta P. aeruginosa, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha priorizado la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos. Esto, por la
capacidad que tiene el patogeno de desarrollar biopeliculas que le permite escapar ante la presencia
de antibidticos y asi dafiar el sistema inmune de los pacientes (Thi et al., 2020).

El grupo ESKAPE es completado con E. faecium, un microorganismo gram positivo,
anaerobio facultativo, resistente a antibidticos como la vancomicina y las fluoroquinolonas
(Mancuso et al., 2021). Los enterococos son parte de la microflora normal del tracto gastrointestinal
de humanos y animales, siendo causantes de enfermedades como lo son, prostatitis, endocarditis,
bacteriemias, entre otras. Las personas afectadas por E. faecium suelen ser pacientes con un sistema
inmunologico comprometido, que se encuentran en unidades de cuidado intensivo lo cual los vuelve

susceptibles a infecciones (FeBler et al., 2022).

Meétodos de analisis de metabolitos secundarios con valor nutracéutico

Cuantificacion de polifenoles totales empleando el ensayo de Folin-Ciocalteu

El método Folin-Ciocalteu consiste en que los compuestos fendlicos se oxidan por el
reactivo de Folin—Ciocalteu el cual estd formado por la mezcla de acido fosfotungstico (H3PW12040)
y acido fosfomolibdico (H;PMo12040) que se reduce por la accion de los polifenoles, en una mezcla
de 6xidos azules de tungsteno (Ws023) y de molibdeno (MogO23) (Blainski et al., 2013). La
oxidacion de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparicion de una coloracion azul que
presenta un maximo de absorbancia a 755 nm y se cuantifica por espectrofotometria empleando una
curva de calibracion. La naturaleza quimica del reactivo de Folin-Ciocalteu no estd totalmente
conocida, sin embargo, se cree que la reaccion entre los reactivos anteriormente mencionados forma

un complejo molibdotungstofosférico (3H,0-P20s-13W03-5Wo003-10H20) de color amarillo y la
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reaccion con los grupos fendlicos forma un complejo azul (fenol-MoW11040). Este cambio de
coloracion de amarillo a azul se da por la transferencia de un electrén entre el ion fenolato del
polifenol y el molibdeno del complejo molibdotungstofosforico. Esta reaccion se lleva a cabo so6lo
en condiciones basicas (pH ~ 10), y para esto se emplea una disolucién de carbonato de sodio

(Martins et al., 2021).

Métodos para cuantificar antocianinas

Muchas frutas son ricas en antocianinas y en la mayoria de los estudios publicados se
ha realizado la identificacion y cuantificacion de estos pigmentos. Para ello se utilizan técnicas de
quimica analitica como cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas
(HPLC-MS y cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-
DAD) usando el método de estandar externo con base en la respuesta de compuestos patrén (Paun
et al., 2022). También se ha utilizado el método de pH diferencial, para la obtencion de la
concentracion de las antocianinas totales. Este método se basa en las transformaciones reversibles
que sufren las antocianinas con los cambios de pH, manifestado por un cambio en la absorbancia.
La forma oxonio predomina a pH 1 y el hemiacetal a pH 4.5. El pH diferencial es un método basado
en esta reaccion, y permite una rapida y eficiente medida de las antocianinas totales (Anzolin et al.,

2022).

Métodos para cuantificar la actividad antioxidante

Uno de los métodos mas utilizados en el campo de ciencias de los alimentos para
determinar la actividad antioxidante es conocido como Capacidad de Absorbancia de Radicales de
Oxigeno (ORAC por sus siglas en inglés). Este método basicamente se basa en la trasferencia de un
atomo de hidrégeno del antioxidante hacia el radical libre. Como generador de radicales libres se
utiliza el &cido 2,2 -azobis (2-amidinopropano) dihidrocloridrico (AAPH), el cual en un medio
acuoso genera radicales peroxil del tipo ROO¢ (Rojano et al., 2012). En el proceso un mol de AAPH,
pierde un mol de nitrégeno, para generar de esta manera dos moles del radical AAPH a una tasa
constante (Zapata, 2014). La pérdida de fluorescencia de la fluoresceina de sodio es el indicador del

grado de oxidacion con el radical peroxil. Si esta reaccion ocurre en presencia de sustancias
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antioxidantes, del tipo ROO¢ captara un 4tomo de hidrégeno del antioxidante estable, del tipo ArOs
generando un retardo en la degradacion de la fluoresceina lo cual es posible cuantificar (Lopez &

Denicola, 2013).

Polifenoles

Estructuralmente los compuestos fenolicos parten de una molécula basica llamada fenol.
Este compuesto se compone de un anillo aromatico conocido por el nombre de fenilo que a su vez
se encuentra unido a un grupo hidroxilo (OH). El anillo aromatico desempefia un papel importante
en las propiedades antioxidantes puesto que los pares de electrones conjugados permiten que haya
deslocalizacion de electrones que tiene el potencial de estabilizar especies radicalarias haciéndolas
menos reactivas. Adicionalmente, dichos anillo también confieren propiedades como la actividad
antibidtica, antiparasitaria y citotoxica (Rodriguez et al., 2020). Cuando los compuestos fendlicos
naturales tienen varios grupos hidroxilados se les llama polifenoles, siendo uno de los grupos de
metabolitos méas importantes. Los polifenoles forman parte de los metabolitos secundarios mas
abundantes y distribuidos en el reino vegetal, siendo especialmente notable su diversidad. Se
conocen y se han contabilizado mas de 8000 estructuras fenolicas de las cuales se han identificado
entre ellas mas de 4000 flavonoides (De la Rosa et al., 2019).

Las funciones bioldgicas de este tipo de componentes suelen ser muy variada, y cada afo
se suman nuevos hallazgos en cuanto a sus usos potenciales. Asi, por ejemplo, se ha logrado
identificar que protegen a las plantas de los insectos, la radiacion ultravioleta, el estrés y las
infecciones microbianas ademds de atraer a los polinizadores. Los compuestos fendlicos también
ejercen una serie de funciones metabdlicas relacionadas con el crecimiento y reproduccion. En
adicion, estas biomoléculas son responsables del color y caracteristicas sensoriales en las plantas y
sus componentes (frutos, semillas, flores, etc.). Por ejemplo, la astringencia que presentan frutas y
hortalizas tiene relacion con la presencia de estos metabolitos secundarios (Mrduljas et al., 2017).

Para efectos de aprovechamiento para usos humanos, existe informacién muy robusta
sobre los beneficios de su incorporacion en la dieta, una de las méas importantes y estudiadas es la
capacidad de ser agentes reductores como también lo son la vitamina C, vitamina E y los
carotenoides. Estos agentes naturales son utilizados por el organismo para proteger al cuerpo contra
el estrés oxidativo, enfermedades cardiacas, derrames cerebrales e inclusive enfermedades

neurodegenerativas como la demencia (Ordofiez et al., 2018).
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Estructura vy clasificacién de los compuestos fenolicos

Factores como el nimero de anillos de fenol y los elementos estructurales en la molécula

que se unen entre si generan varias categorias de clasificacion (Cutrim & Cortez, 2018). En este

sentido no existe una clasificacion Unica, sino que hay varias, algunas por ejemplo priorizan las

propiedades quimicas como solubilidad, mientras que la mayoria agrupa los compuestos de acuerdo

con caracteristicas estructurales como el nimero de anillos aromaticos e hidroxilos. Los compuestos

fenolicos mas simples tienen un solo anillo aromatico que puede ser sencillos como el resorcinol

(C6) o pueden contener un nimero de carbonos adicional C6-Cn donde n es un ntimero que va de 1

a4. Por ejemplo (C6-C1) como los acidos fenodlicos entre los que se puede encontrar al 4cido galico,

también estan los C6-C2 como las acetofenonas, C6-C3 como los acidos hidroxindmicos y C6-C4

como las naftoquinonas (Tabla 1).

Tabla 1

Clasificacion de compuestos fendlicos con un anillo aromatico.

Esqueleto Grupo Ejemplos
Co6 Fenoles simples Timol, resorcinol, orcinol

Benzoquinonas

Co6-Cl Acidos fenélicos Acido galico, 4cido p-hidroxibenzoico
Aldehidos fenoélicos Vainillina

C6-C2 Acetofenonas, 2-hidroxiacetofenona
Acidos fenilacéticos

C6-C3 Acidos hidroxicindmicos Acido cafeico, acido fertlico
cumarinas Escopoletina, umbeliferona
Cromonas y phenilpropenos

Co6-C4 naftoquinonas

Nota. Informacion tomada y adaptada de Biosynthesis Regulation of Folates and Phenols in Plants

(p. 7), por A. Kolton, 2022, Elsevier B.V.
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Los compuestos fen6licos mono aromaticos son muy abundantes, se estima que constituyen
cerca de un tercio de los compuestos polifendlicos en la dieta. Son abundantes en bayas, kiwi,
cereza, manzana, pera, achicoria y café son los alimentos con alto contenido de estos acidos
fenolicos (Rashmi & Negi, 2020). En la figura 2 se muestran las estructuras de algunos de estos

fenoles.

Figura 2

Estructuras de algunos compuestos fenolicos mono aromdticos (C6 y C6-Cn).

OH 0] CH 0O

HO

OH HO OH HO
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Debido a la amplia diversidad de estructuras posibles los compuestos fendlicos van desde
moléculas relativamente sencillas como las mostradas en la figura 2 hasta contener varios anillos
aromaticos e incluso alcanzar estados poliméricos de pesos moleculares tan elevados como 20 000
Da. En cuanto a los di aromaticos tienen en comun la estructura C6-Cn-C6, donde n es un nimero
de uno a tres, aqui se ubican por ejemplo los flavonoides (C6-C3-C6) siendo el subgrupo mas

variado (Tabla 2).
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Tabla 2

Clasificacion de compuestos fendlicos con varios anillos aromatico.

Anillos Esqueleto Grupo* Ejemplos
2 C6-C1-Co6 Xantonas o.-mangostin
C6-C2-Co6 estilbenos Resveratrol
antraquinonas Emodina, catenarina
C6-C3-C6 Flavonoides Cianidina, quercitina, catequina
Isoflavonoides Genisteina, gliciteina
Neoflavonides
(C6-C3)2 Lignanos (+)-pinoresinol, (+)-sesamina
Neolignanos
3 0 mas (C6)n Catecol melaninas
(C6-C3)n Ligninas
(C6-C3-C6),  biflavonoides octoflavona
(C6-C3-C6)n  Taninos condensados

Nota. * A muchos de estos grupos se les atribuye propiedades organolépticas como color,

astringencia, aroma o sabor amargo en los alimentos. Fuente:

Tal como se indicod los compuestos con dos anillos aromaticos (C6-C3-C6) dentro de los
cuales se incluyen a los flavonoides son los mas abundantes en la dieta humana. A la fecha se han
identificado cerca de 4000 tipos de estos compuestos. Los cuales estdn subdivididos por ocho
subclases (flavanonas, flavonas, flavonoles, dihidroflavonoles, flavan-3-oles, flavan-4-oles, flavan-
3.,4-oles (leucoantocianidinas) y antocianidinas (Kotton et al., 2022). Se encuentran contenidas en
la familia de las bayas, el vino tinto, la col lombarda, la cereza, la uva negra y la fresa (Castro, 2019).
Los flavonoles como la quercetina, kampferol y miricetina se pueden encontrar en alimentos como
la cebolla, col rizada, puerros, brocoli y arandanos (Barreca et al., 2021). Las isoflavonas como la
daidzeina, genisteina y gliciteina pueden ser encontrados en la soja y sus subproductos (Ktizova et

al., 2019).
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Los lignanos por su parte son componentes difendilicos con actividad fitoesterogénica. Se

encuentran en altas concentraciones en linaza, otros granos y cereales (Cui et al., 2020). En cuanto

a los estilbenos se han hallado en gran proporcion en uvas y vino tinto. El estilbeno mas conocido

es el resveratrol por sus propiedades en nutracéuticas y por su uso en formulaciones dermato

cosméticas en el cuidado de la piel (El Khawand et al., 2018). En la figura 3 se muestra los patrones

estructurales basicos en el esqueleto de cada uno de los principales grupos de favonoides para su

reconocimiento (Karak, 2019).

Figura 3

Estructura quimica de los diferentes tipos de flavonoides.
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Por otro lado, en el grupo de los taninos algunos autores sugieren dos subcategorias de
acuerdo con su comportamiento fisicoquimico, de tal manera que indican dos tipos:
taninoshidrolizables y taninos condensados. Otros compuestos como las labiataetaninas, cafetaninas
y florotaninas también fueron incorporados a la familia de los taninos. Algunos de estos compuestos
han sido estudiados en cuanto a sus actividades antitumorales, asi como antioxidantes presentes en
extractos de plantas como el té verde (Das et al., 2020).

Por otro lado, es muy comun de los compuestos fendlicos se encuentren enlazados a otros
metabolitos que ayudan aumentar su solubilidad y biodisponibilidad. Asi, por ejemplo, es comun
encontrar flavonoides glucosidados. La cianidina 3-glucésido (C3G) también conocida como
crisantemina es una de las antocianidinas mas abundantes. Estas antocianidinas generan patrones de
coloracion muy caracteristicos de los frutos y hojas. Cuando se encuentran glucosidadas se les llama
antocianinas, es decir el término antocianidina se usa cuando hidroliza y pierde el carbohidrato
formando al aglicona. Por otro lado, cuando las antocianinas se polimerizan se alcanzan compuesto
de alto peso molecular que reciben el nombre proantocinidinas (PAC). Las diferentes formas en que
se presentan estas antocianinas pueden ser ejemplificado con el caso de la C3G mostrada en la figura

4 (Shoib et al., 2020).

Figura 4

Estructura quimica de los diferentes tipos de flavonoides.
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Proantocianidina B1

Nota. Adaptada de Dietary Flavonoids in p53—Mediated Immune Dysfunctions Linking to

Cancer Prevention (p. 10), por Shoib et al., 2020, MDPL

Ackee

B. sapida, es una planta arbdrea, principalmente conocida como ackee, ceso vegetal o
manzana ackee. Geograficamente es una especie autdctona de las cordilleras del oeste tropical de
Africa y su popularidad esta dirigida al valor alimenticio que posee la parte comestible de su fruta
llamada arilo. También ha sido estudiada por sus propiedades venenosas y aunque actualmente su
consumo ha menguado en el continente africano, es considerado un manjar en otras partes del
mundo. Por ejemplo, en Jamaica ademas de ser el arbol nacional, se ha convertido en un alimento

de alto consumo debido a su contenido de grasas y proteinas (Moya et al., 2018).

Descripcion botanica

El arbol de ackee posee un tamafio de mediano a grande (9-23 m) con una forma
redondeada que constituye un dosel en forma oval. Sus hojas son pinnadas (compuestas) alternas
con 6 a 8 foliolos de color verde brillante con peciolos cortos. Los peciolos son rigidos y tiene un
tamano de 15 a 20 centimetros de largo. Las flores de ackee parecen tener los brotes de manera
pseudoterminal, es decir la floracion parece ser terminal pero el crecimiento continuia desde el area
proxima al racimo lateral. Las flores son bisexuales y masculinas y se juntan en simples racimos de

7.5-17.5 centimetros de largo. Las flores blancas tienen 5 sépalos, 5 pétalos y un disco nectario en
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la base, de los cuales 1 a 8 estambres estan unidos, y un ovario superior se presenta con 3 estigmas
(Quesada & Barrantes, 2019). Las principales temporadas de cosecha del ackee son de enero a marzo
y de junio a agosto. La mayoria de los arboles de ackee pueden iniciar su floracién y produccion de
frutas en 2 a 3 afios, si se protegen adecuadamente (Mitchell et al., 2008).

En cuanto a la fruta, es una capsula de 3 16bulos, en forma de pera que tiene un cuero
amarillo a rojo brillante tal como se aprecia en la figura 5. La fruta es de aproximadamente 7-10 cm
de largo. En general, la fruta se vuelve roja al madurar. En la madurez, la cépsula se abre
longitudinalmente para exponer 3 semillas duras, grandes y brillantes de color negro, que estan
colocadas parcialmente e incrustadas en el arilo (parte comestible) de color crema, carnosa y
brillante. La base de cada arilo estd unida al interior del extremo del tallo del fruto por una membrana

que tiene un color rosado a naranja-rojo (Emanuel et al., 2013).

Figura 5

Morfologia del arbol de B. sapida y su fruto.

Exocarpio

Arilo

Semilla

Nota. A) estructura del arbol, B) partes que componen el fruto, C) estados de maduracion de
izquierda a derecha, fruto cerrado, fruto semi abierto, y fruto completamente abierto. Fuente:

Elaboracién propia.
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Importancia comercial y usos etnobotanicos

El arilo de B. sapida, después de pasar por un proceso industrial es enlatado y
comercializado en el Reino Unido y Canadé4 donde es consumido por inmigrantes jamaiquinos. Solo
este componente del ackee genera 13 millones de ddlares por afio para Jamaica (Howélé et al.,
2010). Los destinos de exportacion del ackee alcanzan actualmente un total de 20 paises (Mitchell
et al., 2008).

En cuanto a usos etnobotanicos o medicina popular, se ha registrado que los extractos
de B. sapida se emplean para el tratamiento de una serie de enfermedades. La pulpa que se obtiene
de la corteza del arbol funciona como balsamo contra edemas y dolores intercostales. Los extractos
provenientes de sus hojas y su pulpa sirven como gotero en oftalmologia y casos de conjuntivitis
(Onuekwusi et al., 2014).

Estudios han comprobado la capacidad de B. sapida como insecticida natural ante el
coledptero Dinoderus porcellus Lesne (escarabajo de bambu) el cual se ha convertido en una peste
en la region sub-Sahara del oeste africano al atacar sembradios de fiame reduciendo las cosechas a
polvo. Los extractos botanicos de las hojas del ackee probaron tener efectos antialimentarios,
repelentes e insecticidas ante este insecto (Onuekwusi et al., 2014).

Otros usos relacionados con la capacidad medicinal de B. sapida muestran
aplicaciones en donde los arilos maduros se mezclan con azlcar y canela para ser administrados
como un febrifugo y tratamiento contra la disenteria. Sumado a esto, las cataplasmas de la vaina del
ackee han sido utilizados contra infecciones de la piel y manchas hepaticas. Asi también, extractos
acuosos de la semilla funcionan como desparasitantes. Finalmente, las hojas son utilizadas de
distintas maneras, por ejemplo, las hojas trituradas son aplicadas sobre la frente ante un dolor de

cabeza severo y el té o infusion de estas ayuda a aliviar el resfriado (Mitchell et al., 2008).

Composicion fitoquimica

Las investigaciones acerca de B. sapida en relacion con su composicion fitoquimica
se han enfocado generalmente en la parte comestible de la fruta (arilo) y en sus semillas, de las

cuales hay escases de datos en cuanto a estudios cientificos (Aloko et al., 2017).

26



En una investigacion, se sometieron semillas de B. sapida provenientes de Benin a
diferentes métodos quimicos para generar una caracterizacion del aceite contenido en este
componente. Dentro de los resultados se destacaron la alta presencia de acido eicosenoico con un
48.4% m/m, esteroles como el estigmasterol con un 54.6% m/m superando a otros esteroles
presentes como el B-sitoesterol (Akinpelu et al., 2017). En cuanto a antioxidantes se hallo una
concentracion de 338 ppm distribuidos principalmente entre el a y B-tocoferol de gran importancia
para la salud. Se suman a la composicion, almidones, proteinas y fibras con porcentajes de 44.2,
22.4y 15.6 % m/m respectivamente. A esto se anade la identificacion de 17 aminodacidos lo cual ha
despertado interés en cuanto a usos y aplicaciones del aceite de la semilla del ackee (Djenontin et
al., 2009).

Por otra parte, el fruto de B. sapida presenta un contenido de azucares importantes,
tanto en su estado verde (inmaduro) como en su estado maduro. Estudios demuestran que el ackee
posee fructooligosacaridos de cadena corta como es el caso del 1-kestosa (1F-B-D-fructofuranosil
sucrosa), nistosa (1F(1-B-D-fructofuranosil)2 sucrosa) y la DP5 (1F(1-B-D-fructo-furanosil)3
sucrosa). Esto es de mucha importancia ya que, desde un punto de vista alimenticio, los
fructooligosacaridos, aunque son fibra soluble, pueden funcionar como prebioticos, es decir como
un sustrato metabolico necesario para el crecimiento de la flora intestinal mejorando el proceso de
absorcion de nutrientes (Benkeblia, 2014).

Los usos que actualmente se les dan a los productos de consumo en el comercio en la
mayoria de los casos se centran en la parte aprovechable o digerible, que en el caso del ackee es el
arilo. La caracterizacion quimica previamente indicada, asi como la diversidad de metabolitos
presentes y su distribucion en distintas partes de la planta permite proyectar el aprovechamiento de
otras partes que normalmente son considerados desechos, es asi como mediante estudios de esta
naturaleza se puede cambiar el paradigma desde una economia menos lineal hacia una economia

mas circular.
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Economia Circular

La economia circular (EC) es un paradigma que pretende generar prosperidad
econdmica, proteger el medio ambiente y prevenir la contaminacidén, promoviendo asi desarrollo
sostenible. Esta, se ha vuelto cada vez mas importante alrededor del mundo, especialmente en paises
como Alemania, China y Japon (Ogunmakinde, 2019).

Actualmente, el sector agropecuario costarricense a traviesa un importante reto en la
gestion de sus residuos orgéanicos provenientes del procesamiento de frutas y vegetales,
mayoritariamente bajo una estructura de economia lineal donde el 50% de las fincas de produccioén
no cuentan con tratamientos, dando como resultados el incremento en las emisiones de didoxido de
carbono (COz) uno de los principales factores que originan el aumento a largo plazo de la
temperatura atmosférica o calentamiento global. Por esto y mas, la economia circular no soélo se
muestra como una alternativa para reducir desechos orgénicos, sino a su vez, crear un valor
agregado a los mismos(Suérez, 2022).

Por consiguiente, el considerar a la EC como una solucion ante estas problematicas podria
desencadenar en aspectos como la creaciéon de empleo y el crecimiento socioecondémico. Cabe
mencionar que, a nivel mundial, los conocidos Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) presentan
a la EC como uno de los unicos modelos que pueden ayudar a reducir la desigualdad y erradicar la
pobreza en muchos paises, especialmente desde una vision post COVID-19 (Ridaura, 2020).

Sumado a lo anterior, es importante destacar que a nivel mundial se han realizado muchos
esfuerzos para mejorar el sistema econdmico y reducir la produccion de residuos en el sector
agroalimentario por lo cual la comunidad cientifica ha estado participando en la investigacion del
uso de desperdicios de alimentos de toda la cadena de suministro para producir productos
innovadores(Esposito et al., 2020).

De esta manera, varios enfoques sostenibles tienen como objetivo la reutilizacion de los
desechos del procesamiento de alimentos y los desechos agricolas, algunos de los cuales
transforman los desechos orgénicos en productos bioldgicos de valor diversificado, para dirigirse a
todas las partes interesadas a lo largo de toda la cadena de suministro hasta el consumidor, para
adoptar procesos mas sostenibles con menores impactos en el medio ambiente y la salud

humana(Gonzalez & Pomar, 2021).
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En cuanto a iniciativas publicas de economia circular en América Latina, Costa Rica al

igual que otros paises como Perti, Ecuador, y Argentina, han demostrado un bajo nivel en cuanto a

la optimizacion y rendimiento de sus recursos como es mostrado en el cuadro 3 (Garabiza et al.,

2021). Por ende, es de gran importancia aprovechar de una mejor manera los residuos o desechos,

producto de la gran variedad de frutas y verduras existentes en la zona costarricense para mejorar el

sistema productivo y asi generar beneficios ambientales, sociales y econdmicos.

Tabla 3

Iniciativas publicas de economia circular en América Latina.

Pais Total Pais Total
Chile 17 Colombia 3
Peru 8 Puerto Rico 3
Ecuador 7 Rep. Dominicana 3
Argentina 6 Bolivia 2
Costa Rica 5 Meéxico 2
El Salvador 4 Nicaragua 2
Panama 4 Cuba 1
Paraguay 4 Guatemala 1
Uruguay 4 Honduras 1
Brasil 3 Venezuela 0

Nota. La aplicacion del modelo de economia circular en Ecuador: Estudio de caso (p. 228), por

Garabiza et al., 2021. Espacios.
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3. Marco Metodoldgico

Obtencion y preparacion de las muestras

Para el presente estudio se utilizd una variedad de ackee (B. sapida), la cual fue
colectada en fincas dedicadas al cultivo de esta planta en el canton de Matina, especificamente en

el poblado de Corina, localizado en la provincia de Limén (10°00° 13N, 83°18°40""W) (figura 6).

Figura 6

Ubicacion geogrdfica del sitio de colecta de B. sapida para el estudio.
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Se colectaron frutos en estado maduro y verde, hojas y tallo. Las muestras se trasportaron
en hieleras al Laboratorio de Fitoquimica (LAFIT) de la Escuela de Quimica de la Universidad
Nacional. En el laboratorio las muestras de exocarpios y arilos se limpiaron, congelaron a -30 °C y
se secaron empleando la técnica de liofilizacion mediante un liofilizador marca Labconco 2.5 L
Plus. Una vez liofilizadas, las muestras secas se molieron en un molino de cuchillas Thomas Wiley,

con un tamiz de 1 mm.

Eleccion del disolvente para realizar la extraccion de polifenoles

Para realizar los ensayos posteriores de antibiogramas, cantidad de polifenoles y
actividad antioxidante, primero se determind el mejor disolvente para hacer las extracciones. Los
disolventes que se probaron fueron: acetona:agua en una relacion (7:3), acetona:metanol:agua en
una relacion (4:4:2), acetona:etanol:agua en relacion (5:4:1), metanol:agua en una relacion (7:3) y
acetona:metanol en una relacion (1:1) (v/v). Cada extraccion se hizo por triplicado colocando en un
tubo de ensayo para centrifuga 300 mg de muestra seca y 3 mL del disolvente, se procedi6 a
colocarlo en un bafio sénico por 5 minutos, luego se centrifugd a 3800 rpm por 3 minutos en una
centrifuga marca DragonLab, modelo DM0412, y seguidamente se decant6. Con el liquido
decantado y combinado con las otras dos extracciones de la misma muestra se aforaron en un baléon
de 10 mL. El rendimiento de extraccion se evalué empleando el método de Folin-Ciocalteu para el
contenido de polifenoles totales (Oloyede et al., 2014). El andlisis se realizo con tres réplicas a una

muestra compuesta de cada parte del fruto.

Determinacion del nimero optimo de extracciones sobre la muestra

Después de haber elegido el mejor disolvente, se determind el nimero 6ptimo de
extracciones. Para este ensayo se utiliz6 también una muestra compuesta de las distintas partes del
fruto (arilo y exocarpio) y se analizd por triplicado. Se realizaron de una a cinco extracciones,
usando un tubo de ensayo para centrifuga con 300 mg de muestra seca y 2 mL del disolvente
seleccionado previamente, se coloco en un bafio sdnico por 5 minutos, luego se centrifugd a 3800
rpm por 3 minutos en una centrifuga marca DragonLab, modelo DM0412, y se decantd. Cada

extracto sobre la misma muestra se colocé en un baléon aforado de 10 mL, luego de las extracciones
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se afor6 con el disolvente de extraccion. La eficiencia del nimero de extracciones se evaluo
empleando el método de Folin-Ciocalteu para la determinacion del contenido de polifenoles totales

(Garcia et al., 2010).

Determinacion del contenido de polifenoles totales

La determinacion de polifenoles totales se realizo mediante el uso de un lector de
microplacas Synergy HT Multi-Mode marca Biotek usando una microplaca de 96 pozos empleando
el método Folin-Ciocalteu (Arranz et al., 2009). Este método es ampliamente utilizado en matrices
alimenticias dado que presenta multiples ventajas como ser rapido, preciso, reproducible y requiere

pequenias cantidades de muestra lo que reduce el tiempo de analisis.

Se realizé tomando 300 mg de muestras previamente liofilizadas y molidas a | mm y
extrayéndolas mediante 3 extracciones de 3 mL con acetona:agua (7:3). Los tres extractos se
combinaron hasta alcanzar un volumen aproximado de 9 mL, para luego aforarlos a 10 mL en un
balon aforado empleando el mismo solvente. Para la lectura en el lector de microplacas se procedid
de la siguiente manera con el llenado de los pozos: se adiciond 200 pL de agua, 15 pL de reactivo
de Folin-Ciocalteu, 30 pL de muestra y 50 pL de disoluciéon de carbonato de sodio al 20 % con
agitacion media por 10 segundos de la microplaca después de la adicion de la disolucion de
carbonato de calcio (Cortez et al., 2018). El reactivo de Folin-Ciocalteu produjo una coloracién a la
cual se le realizé una lectura a una longitud de onda de 755 nm para obtener la absorbancia. El
patron que se utilizo fue el 4cido galico como estandar para la curva de calibracion. El agua destilada
se utilizd como blanco. Cada disolucion estdndar y muestras fueron hechas por triplicado y luego
analizadas contra el control negativo(disolvente). En la misma placa con una programacion de
agitacion e incubacion térmica a 40 °C se depositaron las muestras, los blancos de reactivos, las
repeticiones, y los patrones de las curvas de calibracion, seguidamente se adiciond la base y al pasar

20 minutos se realizo la lectura (Cuellar et al., 2013).
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Evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos crudos de ackee

La actividad antioxidante se determin6 por el método de capacidad de absorbancia de
radicales de oxigeno (ORAC, por sus siglas en inglés), se us6 la metodologia descrita por (Sanchez
et al., 2013). Se utilizé un lector de fluorescencia Synergy HT Multi-Mode marca Biotek de
microplacas de 96 pozos. La reaccion se llevo a cabo en buffer fosfato 75 mM (pH 7.,4), con un
volumen final de mezcla de 200 puL por pozo. Se utilizaron disoluciones de 20 pl. de muestra
antioxidante y 120 uL de fluoresceina (FL) 116,7 nM, las cuales se colocaron en los pozos. La
muestra se pre incubd por 15 minutos a 37 °C. Se adicionaron rapidamente 60 pL de una disolucién
de AAPH (2, 2'- azobis- 2- metil- propanimidamida-dihidroclorico) 40 mM utilizando una pipeta
multicanal. Las microplacas se colocaron inmediatamente en un lector de fluorescencia haciendo
lecturas cada minuto por 60 minutos. Se emplearon filtros de excitacion de 485 nm y un filtro de
emision de 528 nm (Brescia, 2012). Las microplacas fueron previamente agitadas automaticamente
antes de cada lectura. Se utilizé un blanco compuesto por fluoresceina (FL) de sodio mas AAPH en
el cual se utilizd buffer fosfato en lugar de disolucion antioxidante. Como patrones para la curva de
calibracion de referencia de antioxidante se usaron seis disoluciones de Trolox (Acido-6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico en buffer fosfato) de Trolox en buffer fosfato (de 100, 75,
50, 25, 12,5, 6,25, uM) (Dudonné et al., 2009). Todas las mezclas de reaccidon se prepararon por
duplicado, y al menos tres ensayos independientes se realizaron para cada muestra incognita. Las
curvas antioxidantes (fluorescencia contra tiempo) se normalizaron primero a la curva del blanco
correspondiente al mismo ensayo multiplicando el dato original por un factor
fluorescenciapianco,=0/fluorescenciamuestra,=0. Utilizando las curvas normalizadas, el area bajo la curva

de decaimiento de la fluorescencia (AUC) se calculd de la siguiente manera:

i=80

Auc=1+Zﬁ-/f0

donde f, es la fluorescencia inicial leida a 0 minutos y f; es la fluorescencia leida al tiempo i. El
area bajo la curva AUC neta se estim¢ restando el AUC correspondiente al blanco. Las ecuaciones

normalizadas entre AUC neta y la concentracion de antioxidantes se calcularon para todas las
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muestras. Los valores de ORAC-FL se expresaron como equivalentes de Trolox por medio de la
curva estandar calculada para cada ensayo. Los resultados finales fueron expresados en pmol

equivalentes de Trolox por gramos de muestra seca (umol ET/gMS).

Disefno de analisis de datos

Los analisis se realizaron al menos por triplicado usando el software RStudio para
analizar los resultados obtenidos y determinar resultados significativamente diferentes o semejantes.
Para analizar el mejor disolvente de extraccion y concentracion de polifenoles totales se realizé un
analisis de ANOVA y la prueba de medias de Tukey (p < 0,05) para compararlas entre si. Se emplean

letras distintas para designar resultados estadisticamente diferentes.

Antibiogramas a través del método de difusion en agar por pozos utilizando las bacterias
ESKAPE

La actividad antimicrobiana contra las bacterias SKAPE se realiz6 mediante el método
de difusion en agar por pozos. Para este ensayo se realizd una suspension con cada una de las
bacterias, la cual se ajust6 a un 0.5 McFarland (Stella et al., 2012) utilizando un DensiCHEK plus
Instrument (VITEK 2 Systems), en solucion salina esteril NaCl 0.85%. Luego, se coloc6 un volumen
de 100.00 pL de la suspension bacteriana con una micropipeta (Eppendorf) en placas Petri
individuales, y posteriormente se vertieron 25 mL de agar Mueller-Hinton fundido y enfriado a

menos de 45 °C (Ordonez, 2020).

Después de solidificadas las placas, se perforaron 4 pocillos de 6 mm de diametro
equidistantes en el agar con una pipeta Pasteur estéril(Juan Horna-Reategui et al., 2020). Se
colocaron 50 pL del extracto a analizar en tres de los cuatro pocillos, en el cuarto pocillo se
colocaron 50 pL de control negativo compuesto por acetona:agua 70:30. Con respecto a la
evaluacion del control positivo, se perforaron 4 pocillos, tres de los cuales contenian el
microrganismo con dicho control positivo de 50 puL (coctel Penicilina/Estreptomicina 1000pug/mL),
siendo el cuarto pocillo designado para el control negativo con 50 pL del solvente. Este

procedimiento se realizo6 por triplicado.
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Para evaluar efecto inhibitorio de los extractos se prepararon tres concentraciones

distintas de 10.00, 5.00 y 2,5.00 mg/mL siguiendo la metodologia antes descrita.

Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C y luego se midieron los didmetros de los
halos de inhibicion para determinar el efecto inhibitorio de cada uno los cinco extractos. Este ensayo

se realiz6 por triplicado.
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4. Resultados

Optimizacion de las condiciones de extraccion

Los disolventes utilizados en estudios bioprospectivos cumplen un papel fundamental
en la extraccion de los metabolitos secundarios debido a que deben garantizar los mejores
rendimientos posibles. Parte de la eficiencia en el poder extractivo se debe a las fuerzas
intermoleculares que resultan como consecuencia de las afinidades en términos de la polaridad entre
solutos y disolvente. Los polifenoles de interés en este estudio son compuestos altamente polares y
solubles en agua (Mallco & Rivera, 2020) por lo cual las mezclas utilizadas cumplen esta condicion.
Para efecto de resumir informacion los solventes fueron codificados con un sistema alfanumérico

como se indica en el cuadro 4.

Tabla 4
Sistema de disolventes utilizados para valorar el poder extractivo de polifenoles totales en B.

sapida.

Sistema de solventes utilizados  Proporcion en relativa en Codigo alfanumérico utilizado

volumen (V/V)
Acetona:agua 7:3 S1
Acetona:etanol:agua 4:5:1 S2
Acetona:metanol:agua 4:4:2 S3
Etanol 95% en agua S4
Metanol:agua 7:3 S5

El poder extractivo se determindé mediante ensayos de Folin-Ciocalteu a una muestra
compuesta de arilos maduros de ackee utilizando tres extracciones como referencia, con los sistemas
de disolventes anteriormente indicado (S1-S5). En la figura 7 se reportan los resultados obtenidos.

Por simplificacion, dichos resultados son expresados en términos de las absorbancias absolutas de
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la muestra compuesta, en lugar del contenido de polifenoles totales (PFT), lo cual es efectivo en
tiempo y recursos dado que la absorbancia es directamente proporcional a los PFT, ademas es una
forma valida dado que para todas las muestras se us6 la misma masa. En este sentido los principales
hallazgos estadisticos son los mismos utilizando las absorbancias o los PFT. La estadistica permite
comprobar que los solventes S1 y S2 son los mejores en cuanto a su poder extractivo sin diferencias
significativas entre ellos, S1 es diferente significativamente a S3, S4 y S5, mientras que S2
semejante a S3, pero distinto de S4 y S5 (figura 6), siendo estos dos ultimos los peores solventes
para extraccion. Su comprobacion se realizd mediante la comparacion de medias y analisis de
varianza (ANOVA) con prueba de Tukey (p< 0,05). Dado que existian dos opciones igualmente
eficientes (S1 y S2), para efectos del resto del procedimiento se selecciond S1 acetona:agua (7:3)
como solvente de extraccion segun criterios del investigador en los cuales se resalta la facilidad de
preparacion, inversion econdmica y ventajas experimentales. En este sentido el sistema de solvente
S1 es una mezcla binaria mientras que S2 es ternaria y utiliza etanol, lo cual eleva el costo y tiempo

de preparacion.
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Figura 7

Comparacion de absorciones medias de una muestra compuesta de arilos de B. sapida tratada

con el método Folin-Ciocalteu para PFT con diferentes disolventes de extraccion.
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Nota. S1 acetona:agua (7:3), S2 acetona:etanol:agua (4:5:1), S3 acetona:metanol:agua (4:4:2), S4
etanol 95% y S5 metanol:agua (7:3). Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas (Tukey, p<0,05).

Ademéas de las interacciones moleculares que se establecen con el tipo de disolvente,
la mejor extraccion posible debe considerar el nimero de extracciones para garantizar no so6lo la
mayor cantidad de metabolitos de interés obtenidos sino un balance en cuanto al uso de recursos y
tiempo de analisis. Los resultados para esta investigacion se muestran en la figura 8 utilizando de

una a cinco extracciones sucesivas sobre la misma muestra.
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Figura 8

Comparacion de absorciones medias de una muestra compuesta de arilos de B. sapida tratada

con el método Folin-Ciocalteu para PFT con diferente numero de extracciones.
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Nota. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, p<0,05).

Para efectos de esta investigacion se puede afirmar estadisticamente (ANOVA, Tukey,
p< 0,05) que el limite superior de extracciones es tres, lo cual implica que luego de tres extracciones
no se mejora el rendimiento en la obtencion del contenido PFT. En otras palabras, tres extracciones
es el nimero 6ptimo con el solvente S1, mas de tres extracciones solo implicaria consumo adicional

de solvente, lo cual repercute en el tiempo y gasto de recursos econdmicos.
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Contenido de polifenoles totales en B. sapida.

Por esta razon se analizaron los arilos en dos estados de maduracion, asi como el
exocarpio, los tallos y las hojas. Los resultados (figura 9) se obtuvieron bajo las condiciones
optimizadas explicadas en la seccidon anterior (S1 y tres extracciones sucesivas). Los datos se
presentan como el contenido de miligramos equivalentes de acido gélico por gramo de muestra seca
(mg EAG/gMS) y en el grado de precision que las incertidumbres en las mediciones permitieron
obtener. Adicionalmente, para una mejor visualizacion de los resultados los datos se ordenaron

descendentemente.

Figura 9
Distribucion de la cantidad de polifenoles totales (PFT) en B. sapida en diferentes partes de la

planta determinadas por el método Folin-Ciocalteu.
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Nota. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, p<0.05)
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En la figura 9 se muestra que, seglin las pruebas estadisticas, el contenido mayor de
PFT se encuentra en el exocarpio (6.107 £ 0.262 mg EAG/gMS) que es la cubierta que recubre el
fruto, como valor medio en el fruto, el promedio fue 4.431 mg EAG/gMS lo cual en general se
puede considerar un valor relativamente alto en comparacidon con B. sapida analizada en otras
latitudes como Jamaica (0.448 mg EAG/gMS) (Sybron et al., 2019), y con respecto a otras muestras
alimenticias como moras (4.388 mg EAG/gMS) (Sanchez et al., 2019).

En cuanto a otras fuentes de polifenoles en ackee, de la figura 9 resaltan las hojas y el
arilo verde, sin diferencias significativas entre ellas, y en tercer lugar el tallo. Tanto hojas como
tallos fueron incluidos en este estudio para contar con informacién sobre la distribucion general de
los PFT en toda la planta, sin embargo, en cuanto a su aprovechamiento claramente seria menor
dado que su eventual uso implicaria perder estructuras vitales para el funcionamiento vegetal y por
consiguiente la destruccion total o parcial de su productividad al descender biomasa. Otro aspecto
sumamente interesante es lo que sucede al arilo como parte comestible en cuanto al contenido de
PFT, es significativamente menor por un factor de casi cinco veces el arilo maduro (1.440+0.077

mg EAG/gMS) respecto al arilo verde (5.295+0.027 mg EAG/gMS).

Potencial antioxidante de B. sapida.

Como estandares antioxidantes de referencia, el mas comun es el trolox, por tal motivo
los resultados se reportan como micro moles equivalentes de trolox por gramo de muestra seca
(umol ET/gMS).

En la figura 10 se muestran los valores promedio de la capacidad antioxidante de las
distintas partes de la planta de B. sapida analizadas. En primera instancia, cabe sefialar que el valor
promedio de la actividad antioxidante fue de 76.316 umol ET/gMS el cual puede ser considerado
relativamente alto en comparacion con B. sapida proveniente de Kingston, Jamaica (0.448 mg
EAG/gMS) (Sybron et al., 2019). Por otro lado, las hojas son las que presentaron mejores
propiedades antioxidantes con un valor de 115.281+3.334 umol ET/gMS mientras que el de menor
actividad es el arilo maduro con 6.903+0.278 pumol ET/gMS, este resultado, es parcialmente
consistente con el contenido de polifenoles totales. Existen diferencias estadisticamente
significativas entre las hojas y el resto de las otras partes de la planta, siendo de hecho todas las

partes significativamente diferentes entre si (ANOVA, tukey, p<0.05).
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Figura 10

Capacidad antioxidante en las muestras de B. sapida determinadas empleando el método de

ORAC.
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Nota. Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey, p<0.05).

Contenido de antocianinas totales

Los calculos en este apartado en respuesta a la absorcion de energia a distintas
longitudes de onda se comparan con el patréon de Cianidina y se reportan en funcion a este. Por tal
motivo en la cantidad de antocianinas totales se expresan como miligramos equivalentes de
cianidina 3-glucésido por gramo de muestra seca (mgE C3G/gMS).

EL perfil de distribucion de antocianinas en distintas partes de la planta de B. sapida
puede apreciarse en la figura 11, en la que se han organizado las barras de mayor a menor para una
mejor visualizacion. De acuerdo con los resultados el contenido de antocianinas totales promedio
en la planta es notoriamente alto (8.423 mgE C3G/gMS) si se compara con algunos frutos
tipicamente conocidos por su alto contenido de antocianinas tales como las moras con valores

cercanos a 10.5 mgE C3G/gMS (Chaves et al., 2018).
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Figura 11
Distribucion de la cantidad de antocianinas totales en muestras en B. sapida obtenidas por el

método pH diferencial reportadas como equivalentes de cianidina 3-glucosido (C3G).
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Nota. Las letras distintas indican diferencias significativas en la prueba de Tukey p<0.05

En la figura 11 es posible identificar que la parte de la planta con mayor contenido de
antocianinas es el arilo verde (13.130 mgE C3G/gMS) el cual es significativamente superior a las
otras partes (ANOVA, Tukey, p <0.05), seguido en valor absoluto por exocarpio, aunque las pruebas
estadisticas muestran que, entre el exocarpio, arilo maduro y hojas verdes no hay diferencias
significativas. Por otro lado, el tallo es la parte con menos contenido de antocianinas (2.201 mgE
C3G/gMS). Tal como sucedié en el caso de los polifenoles en general, la concentracion de
antocianinas también decrece con la maduracion, el arilo maduro (9.055 mgE C3G/gMS) es casi un
31% menor que el arilo verde (13.130 mgE C3G/gMS), de modo que el efecto es muy marcado y

consistente a lo largo de este estudio.
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Correlaciones entre metabolitos y su efecto antioxidante

En esta investigacion se pudo determinar el potencial antioxidante de B. sapida

resaltando de manera particular el exocarpio como parte no comestible segin los resultados

obtenidos. No obstante, se vuelve necesario analizar cudles son los componentes principales que

contribuyen a dicho potencial. Por tal motivo se realizaron andlisis de tendencias por métodos

graficos y métodos estadisticos, por ejemplo, la figura 12 es un grafico de doble entrada en el cual

se muestra la variacion en la capacidad antioxidante (ORAC) y los polifenoles totales (PFT) segin

la parte de la planta ordenadas en forma ascendente.

Figura 12

Tendencias en las variaciones de la capacidad antioxidante (ORAC) y los polifenoles totales

(PFT) en distintas partes de la planta de B. sapida.
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De acuerdo con la figura 12 se puede observar que en términos generales los incrementos
en los PFT conllevan a un mayor efecto antioxidante con una relacion aproximadamente lineal. Tal
como se puede ver la linealidad no es perfecta en las lineas de mejor ajuste por minimos cuadrados,
no obstante, es clara la correlacion entre estas dos variables. En tal sentido se puede afirmar que los
polifenoles son responsables en gran medida de la capacidad antioxidante, no necesariamente los
unicos que aportan, pero si los mas importantes. Este resultado no es sorpresivo sino mas bien el
esperado segln la literatura cientifica disponible, dado que existen numerosos estudios previos que
han logrado demostrar esta dependencia (Ordofiez et al., 2019).

En el grafico 13 se muestra la tendencia de variacion de las antocianinas totales (ANT)
en distintas partes de la planta y su comparacion con la capacidad antioxidante en las mismas partes

a fin de apreciar visualmente si hay dependencia.

Figura 13
Tendencias en las variaciones de la capacidad antioxidante (ORAC) y los polifenoles totales

(PFT) en distintas partes de la planta de B. sapida.
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Para el caso de las antocianinas la variacion en las partes de la planta es mucho mas
irregular, lo cual indica que las antocianinas, aunque si aportan al efecto antioxidante no son las mas
importantes.

La interpretacion estadistica se puede realizar analizando comparaciones numéricas
multiples de dos variables a la vez mediante el estadistico de Pearson p<0.05. Los resultados de

tales pruebas se muestran en el cuadro 5.

Tabla 5§
Relaciones estadisticas obtenidas entre las variables de analisis antioxidante en B. sapida

determinadas mediante el coeficiente de Pearson R°.

ORAC PFT ANT

ORAC 1 0.824 0.017

PFT 0.824 1 0.051
ANT 0.017 0.051 1

Notas. PFT, ANT y ORAC corresponde respectivamente a polifenoles totales, antocianinas y
capacidad antioxidante respectivamente. Fuente: Elaboracion propia.

Tal como se puede apreciar en el cuadro 5, las variables PFT y ORAC estan
relacionadas estadisticamente (R?= 0.824) lo cual se considera una relacion muy fuerte al ser
superior a 0.70, esto significa que la capacidad antioxidante depende de la concentracién de
polifenoles. Por otro lado, no existe relacion estadisticamente significativa entre ANT y ORAC (R*=
0.017), la correlacion es tan baja que se puede afirmar que el efecto antioxidante fundamentalmente
proviene de otro tipo de compuestos fenolicos que no son antocianinas. Adicionalmente el estudio
permitid determinar que tampoco existe correlacion estadisticamente significativa entre los PFT y
ANT (R*=0.051), lo cual indica que no necesariamente al haber mas polifenoles totales habra mayor

contenido de antocianinas.
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Efecto antibiotico en bacterias ESKAPE

Tal como se ha senalado, las bacterias utilizadas en este estudio con el acronimo
ESKAPE constituyen patdgenos frecuentes en humanos y por tanto la busqueda de nuevos
antibioticos se vuelve fundamental para su combate(Guevara, 2021).

En el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos indicando los valores promedio
en los halos de inhibicion y sus respectivas desviaciones estandar (SD) como medida de la
dispersion de los datos. Tal como puede apreciarse rapidamente la parte del fruto que menos
actividad tiene es el fruto maduro, que de hecho no presento actividad alguna contra ninguna de las
bacterias. El cuadro 6 tiene por proposito mostrar los datos absolutos a fin de que puedan estar
disponibles para futuros estudios comparativos cosa que puede perderse cuando se usan sélo los
graficos con las tendencias. Sin embargo, para efectos de una visualizacion mas rapida de los efectos
acumulativos se presenta la figura 10, en la cual se graficaron los resultados para la mayor
concentracion (alicuota), para las otras concentraciones de extractos los resultados pueden ser
consultados en el cuadro 6 y no a modo de gréaficos por dos razones: 1) siguen la misma tendencia

que la figura 13 y 7) seria un grafico muy similar que haria muy reiterativo el documento.

Tabla 6

Actividad antibiotica medida en las bacterias ESKAPE.

K. A. P.

E.coli S.aureus | pneumoniae | baumannii | aeroginosa | E. faecium

Concentracion | Halo Halo Halo Halo Halo Halo
Extracto  (mg/mi) |@mm) °° [@mm) P [@m) P [@m) 5P |@mm) 5P |mm) P
. 10.00 0.00 0.00| 0.00 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
mlziillll(r)o 5.00 0.00 0.00| 0.00 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
2.50 0.00 0.00| 0.00 0.00 | 0.00 0.00 | 0.00 0.00| 0.00 0.00| 0.00 0.00
Asilo 10.00 12.33 0.58|11.00 0.00 [12.00 0.00 |12.00 0.00|12.00 0.00|11.00 0.00
verde 5.00 10.00 0.00| 9.00 0.00 [ 9.00 0.00 | 9.00 0.00| 9.00 0.00| 9.00 0.00
2.50 8.00 0.00| 8.00 0.00 | 7.00 0.00 | 8.00 0.00| 3.00 0.00]| 8.00 0.00
10.00 19.00 0.00|15.00 0.00 {19.00 0.00 | 17.00 0.00|15.00 0.00|18.00 0.00
Tallo 5.00 15.33 0.58|13.00 0.00 [15.00 0.00 | 14.00 0.00|13.00 0.00|11.00 0.00
2.50 10.00 0.00|10.00 0.00 {10.00 0.00 | 10.00 0.00]10.00 0.00]10.00 0.00

Continua tabla...

47



Hojas 10.00 14.67 1.15|13.00 0.00 {16.00 0.00 | 15.00 0.00|14.00 0.00|13.00 0.00

verdes 5.00 11.33 0.58|11.00 0.00 {12.00 0.00 | 11.00 0.00|11.00 0.00|11.00 0.00

2.50 9.00 0.00| 9.00 0.00 | 9.00 0.00 | 9.00 0.00| 9.00 0.00] 9.00 0.00

10.00 18.00 0.00| 14.00 0.00 {18.00 0.00 | 15.00 0.00|15.00 0.00|14.00 0.00

Exocarpio 5.00 13.00 0.00|12.00 0.00 {14.00 0.00 |12.00 0.00|13.00 0.00|12.00 0.00
2.50 11.00 0.00{10.00 0.00 {10.00 0.00 | 10.00 0.00|10.00 0.00|10.00 0.00

Nota. Los milimetros son respuesta a extractos de distintas partes de la planta B. sapida a tres

diferentes concentraciones. Fuente: Elaboracion propia.

Figura 14

Tendencias en la respuesta antibiotica por halo de inhibicion (mm) en las bacterias ESKAPE

como consecuencia de la exposicion a extractos de distintas partes de B. sapida de concentracion

50 mg/mL.
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Nota. AM es arilo maduro, AV arilo verde, TA tallo, EX exocarpio y HO hojas. El AM sin
respuesta antibidtica. El control negativo Acetona:H>O 7:3 no tuvo efecto antibiotico por lo cual
no se refleja en la presente figura.
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De acuerdo con las tendencias observables de la figura 14, las partes con menos efecto
sobre las bacterias son el arilo maduro (nulo) y el arilo verde en segundo orden de menor a mayor.
En cuanto a las partes con mayor efecto antibidtico se puede afirmar que son el tallo y el exocarpio,
de hecho, en un ensayo de superposicion grafica los datos obtenidos entre estas dos partes de la
planta en cada bacteria es practicamente el mismo, sin diferencias significativas entre ellas (p<0.05).
La figura 15 muestra algunos resultados relevantes en cuanto a la formacion de halos de inhibicién
bajo el efecto antibidtico del extracto crudo del exocarpio (EX) de B. sapida, el efecto nulo del
extracto de arilo maduro (AM), en comparacion del efecto presentado por parte del control positivo

de Penicilina/Estreptomicina (Anexo 2).

Figura 15

Resultados obtenidos en la medicion del diametro del halo de inhibicion.

Staphylosoczus.

QUreusS
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Nota. A) Control positivo (+) y control negativo (-). B) Halos de inhibicion resultado del extracto
de exocarpio (EX) a 10mg/mL de concentracion ante la bacteria S. aureus. C) Efecto antibiotico

nulo del extracto de arilo maduro (AM) a 10mg/mL de concentracion ante la bacteria E. coli.
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Adicionalmente, con los datos obtenidos se realizd un analisis del efecto de la
concentracion de los extractos sobre la respuesta antibidtica medida a través de los halos de
inhibicion, esto a tres diferentes concentraciones de extractos. A modo de ilustracion visual de las
tendencias en la figura 16 se muestra como ejemplo las lineas de mejor ajuste para las diferentes

concentraciones del extracto del exocarpio frente a las seis bacterias ESKAPE.

Figura 16

Efecto antibiotico en las bacterias ESKAPE.
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Nota. Efecto medido a través de la formacion de halos de inhibicion en respuesta a distintas
cantidades del extracto del exocarpio de B. sapida.

La figura 16 muestra claramente el ajuste lineal del extracto del exocarpio, para las
otras partes de la planta la informacion se puede consultar en el cuadro 7. En dicho cuadro no se
incluyeron los coeficientes para el arilo maduro (AM) porque no tuvo actividad sobre las bacterias.
Una rapida inspeccion de los resultados de las correlaciones multiples de Pearson (R?) del cuadro 7

permite evidenciar que en general y sin excepciones a mayor concentracion mayor es el efecto
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antibiotico, esto en general es un resultado muy comun, lo que si es sobresaliente es que los ajustes
son casi todos con una linealidad perfecta con coeficientes muy cercanos a uno, con casi un 40% de
ellos iguales a la unidad, lo cual indica que los incrementos en la respuesta antibidtica son
directamente proporcionales a las concentraciones, esto en todas las bacterias y todas las partes de

la planta.

Tabla 7

Coeficientes de correlacion de Pearson (R°).

AV TA HO EX
E. coli 0.99 0.96 1.00 1.00
S. aureus 1.00 0.95 0.98 0.98
K. pneumoniae 1.00 0.97 0.99 0.98
A. baumannii 1.00 0.96 1.00 1.00
P. aeroginosa 0.93 0.95 1.00 0.95
E. faecium 1.00 0.98 0.98 0.98

Nota. Los coeficientes muestran la relacion lineal entre los cambios de concentracion de extractos
de distintas partes de B. sapida en las bacterias ESKAPE. AV: Arilo Verde, TA: Tallo, HO:

Hojas, EX: Exocarpio. Fuente: Elaboracion Propia.
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5. Discusion

Optimizacion de las condiciones de extraccion

Existe suficiente evidencia en la literatura para afirmar que en general es mas eficiente
hacer extracciones con volumenes pequefios en varias etapas que con un solo volumen equivalente
(Alara et al., 2021). No obstante, luego de un numero determinado de extracciones, las etapas

sucesivas solo implican consumo de reactivos sin mejorar los rendimientos.

Cabe mencionar que el nimero 6ptimo de extracciones aqui obtenido no es extrapolable
a otros estudios u otras fuentes alimenticias, debido principalmente a que el tipo de disolvente
utilizado puede diferir. No obstante, en la literatura este se considera un valor bastante frecuente
reportado en andlisis previamente realizados en matrices como maiz (Syedd et al., 2020), mora

(Darniadi et al., 2019) y rambutan (Phuong et al., 2020).

Contenido de polifenoles totales en B. sapida.

En la industria alimenticia, particularmente con los frutos, solo una porcion es
utilizada en el producto final de consumo. No obstante, los metabolitos secundarios tales como los
polifenoles pueden estar distribuidos en muchas partes distintas de la planta sin que necesariamente

su concentracion mayoritaria esté en la parte del fruto comestible.

Adicionalmente, estudios previos sugieren que el estado de maduracion influye en la
composicion quimica de los frutos (Soto et al., 2021). En B. sapida la parte consumible es el arilo,

mientras que las partes externas como el exocarpio, las hojas y el tallo no son aprovechados.

El hecho de que el exocarpio sea el que posee mas polifenoles resulta muy importante
dado que es una parte del fruto que no se aprovecha. En cuanto a propiedades fisicas, la masa del
exocarpio constituye, aproximadamente al 50 % del peso total del fruto (Moya et al., 2018).

Actualmente, no existen muchas opciones reportadas en la literatura para dar un aprovechamiento a
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este subproducto, por lo que se estima que se desecha en la mayoria de los casos, siendo este un
alimento de poco uso industrializado o a lo sumo se utiliza como abono organico. Tal como este
estudio senala, existe un muy buen potencial para los arilos como fuente de polifenoles, los cuales,
como han sido ampliamente reportados en la literatura son la base de muchos productos
nutracéuticos y funcionales (Origbemisoye & Ifesan, 2021). Por tanto, en este sentido el uso
potencial de los arilos para obtener estos metabolitos secundarios puede contribuir a dar valor
agregado a este cultivo no tradicional en Costa Rica, y por consiguiente aportar en la
conceptualizacion hacia una economia circular. Este tipo de economia tiene como base fundamental
reducir al méximo posible los desechos y dar mayor aprovechamiento a los componentes en un
proceso productivo, lo cual contrasta con la economia lineal donde el modelo productivo implica el

suministro de mayores cantidades de biomasa (Carretero, 2022).

Con base en la literatura es bien conocido que el complejo proceso de la maduracion
implica una sucesion de reacciones quimicas que modifica la composicién porcentual y el tipo de
metabolitos en los frutos, muchas veces como resultado de procesos oxidativos (Sybron et al., 2019),
en tal sentido es esperable que haya una reduccion en el contenido de los polifenoles totales
promovido por la enzima conocida como polifenol oxidasa, responsable del pardeamiento de frutas

y vegetales(Lopez et al., 2019).

El hecho de que el arilo maduro sea el que contenga la menor proporcién de PFT en
comparacion con el arilo verde tiene otra implicacion adicional, la cual se debe a la particular
toxicidad de los arilos en estado verde. Este fruto tiene como caracteristica distintiva que el arilo
solo se puede consumir en estado maduro, lo cual se identifica al momento en que el exocarpio se
abre espontaneamente por si mismo. Si se consumen antes de este momento las concentraciones de
hipoglicina A, un tipo de L aminoacido tdxico, produce hipoglucemia o inhibicién de la
gluconeogénesis, lo que ha llevado a muchas muertes especialmente en nifios en Africa occidental
y el Caribe (Olapade et al., 2019). En otras palabras, un eventual uso y aprovechamiento de arilos
antes de la apertura de los exocarpios implica la necesidad de analizar si el proceso de extraccion

permite ser lo suficientemente selectivo para polifenoles como para no incluir las hipoglicinas.
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Potencial antioxidante de B. sapida.

Los fenémenos de modificacion estructural de los compuestos debido a especies
reactivas de oxigenos (ROS) tipo radicales libres es bien conocido en la literatura. El desafio
fundamental es que estas especies se originan como parte del metabolismo regular de los
organismos, especialmente durante los procesos catabolicos como la respiracion celular (Lozano &
Fernandez, 2020). El método ORAC permite medir el efecto de estas ROS mediante el seguimiento
cinético en el tiempo del descenso en la concentracion de fluoresceina como resultado de la
presencia de ROS. Los agentes antioxidantes son aquellos que impiden o limitan el efecto

degradativo de las ROS hacia los compuestos organicos.

Tal como en el caso anterior donde se analizé PFT, el exocarpio también presenta las
caracteristicas mas promisorias como agente antioxidante en ORAC, esto por cuanto es el segundo
en importancia (110.382+1.176 umol ET/gMS) y ademas porque implica una parte no comestible
considerada de desecho y porque es un componente del fruto y a su vez no es parte de la biomasa
esencial para la sobrevivencia de la planta en términos productivos. Por otro lado, el arilo maduro
es la parte de B. sapida con menor actividad antioxidante (6.9034+0.278 pmol ET/gMS), lo cual
implica una reduccion de casi diez veces en su capacidad antioxidante con la maduracion. Este
hallazgo es particularmente importante puesto que el arilo es la parte de consumo en estado maduro,
lo cual lleva a que el aporte nutracéutico en este sentido sea el mas bajo posible. Si se priorizan las
propiedades antioxidantes, asi como la disponibilidad del recurso y las oportunidades de negocios
adicionales, el exocarpio ofrece las mejores ventajas estratégicas, lo cual como fue previamente
mencionado permite reorientar la produccion hacia un mayor aprovechamiento del cultivo y el

eventual desarrollo de negocios mas verdes o biosostenibles.

Como fue previamente mencionado las ROS son parte de los subproductos del
metabolismo, pero también son generados en respuesta a la exposicion a agentes quimicos o
radiaciones ionizantes como rayos UV (Brignone, 2020), por lo cual no es posible evitar su
formacion, al menos en principio. Dentro de las ROS se encuentran los radicales superoxidos O2-
y peroxilos ROO- los cuales son especies muy reactivas y pueden desencadenar efectos mutagénicos

al alterar el ADN y causar peroxidacion de los lipidos que conformas las membranas celulares
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(Carvajal, 2019). Siendo el ackee un fruto muy comun en paises caribefios como Jamaica donde es
un componente esencial de su gastronomia y de la cultura, el enfoque que permite dar mayor valor
agregado a su produccion seria incorporar otras partes de la planta particularmente el exocarpio por

las razones previamente expuestas.

Contenido de antocianinas totales

Existe una gran diversidad de antocianinas en la naturaleza, sin embargo, pese a las
variaciones estos metabolitos comparten en comiin que son compuestos hidrosolubles abundantes y
muy variados presentes en las plantas y que cumplen funciones multiples como protectores contra
la radiacion UV y atraccion de polinizadores (Fuentes-Barria et al., 2018). Tal como se sefialé en
resultados previos, al ser hidrosolubles el sistema de solventes utilizado en esta investigacion (S1)
tiene las caracteristicas apropiadas de polaridad para extraer estos componentes dado que las
antocianinas son glucidos de las antocianidinas (agliconas) (Hurtado & Charfuelan, 2019). No existe
una forma Unica de antocianinas mayoritaria en todos los frutos, sin embargo, una de las mas
abundantes suele ser la cianidina 3-glucdsido, la cual le da color rojizo-azul a los frutos y tiene un
potente efecto antioxidante reportado (Rahman et al., 2021). Esta antocianina de la familia de los
flavonoides en particular es utilizada como patrén de referencia al momento de reportar los
resultados a fin de hacerlos comparables en la literatura cientifica, pese a que existen otros patrones

esta es la mas utilizada por lo cual se selecciono para este estudio.

Este resultado es sobresaliente dado que el ackee es un fruto tradicional que no se
comercializa mucho, pero las cosechas son abundantes y de mucho mas bajo costo que las bayas y
las moras. Si se compara su contenido con otros alimentos de uso mas extensivo y cotidiano como
el maiz, se aprecia atin mas el potencial del ackee. Por ejemplo, en un estudio se determin6 que el
maiz criollo costarricense posee un contenido promedio de antocianinas de 1.97 mgE C3G/gMS,
incluso el de color morado (3.96 mgE C3G/gMS) (Syedd et al., 2020) y no logra superar el contenido

en ackee, siendo este ultimo mas del doble.

Tal como se ha senalado en la literatura la maduracién puede desencadenar cambios

estructurales en los metabolitos (Soto et al., 2021) lo cual en este caso afecta tanto a los PFT como
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a las antocianinas debido a su similitud estructural dado que las antocianinas también son un

subgrupo de los PFT.

Correlaciones entre metabolitos y su efecto antioxidante

Las plantas en general y los frutos en particular pueden tener una composicion de
metabolitos secundarios muy amplia, de modo tal que sus propiedades farmacéuticas dependen en
muchos casos de efectos sinérgicos o aditivos entre varios componentes. No obstante, en algunos
casos se ha podido identificar a un solo compuesto responsable de alguna actividad farmacolégica
y en otros casos a todo un grupo o familia de metabolitos.

El efecto antioxidante de los polifenoles ha sido explicado a través de un mecanismo de
extincion de radicales libre (RL) en la que los grupos hidroxilados de los polifenoles juegan un papel
fundamental en donde se generan reordenamientos moleculares por resonancia y oxidaciones que
hacen al RL menos reactivo, de modo que los antioxidantes interceptan y aminoran o suprimen el
impacto de los RL sobre otras moléculas de los tejidos (Mendoza et al., 2020). En el organismo
existen algunos antioxidantes generados por el metabolismo, no obstante, con los cambios en la
alimentacion y el estilo de vida poco saludable de la sociedad actual estos se pueden ser superados
por estrés oxidativo desencadenando procesos degenerativos y eventualmente enfermedades,
muchas de las cuales pueden resultar mortales. En tal sentido se vuelve fundamental el consumo
exogeno de antioxidantes en la dieta.

Cabe recordar que las antocianinas son un tipo o subgrupo de polifenoles del grupo
flavonico caracterizados por la presencia del ion flavilio (oxigeno positivo) en un sistema de
difenilpiranos altamente conjugado. La resonancia en los anillos de los flavonoides y su grado de
conjugacion es lo que les permite mostrar esos patrones de coloracion caracteristicos y en cierta
medida su aporte antioxidante (Zevallos, 2018). Como los resultados indican para el caso de B.
sapida el tipo de polifenoles que estan aportando de manera mds importante a la capacidad
antioxidante no son las antocianinas sino otros compuestos fenolicos.

Este resultado es en cierta medida poco frecuente dado que es conocido el efecto
antioxidante de las antocianinas. Una posible explicacion es que las antocianinas encontradas en
cada parte difieren en tipo de moléculas, y dado que el analisis de pH diferencial las cuantifica de

manera colectiva puede que algunas pese a estar en menor proporcion tengan un efecto mas potente
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en la supresion de radicales libres. No obstante, tal hipotesis requeriria de manera especifica el perfil
detallado de la mezcla lo cual se escapa de los objetivos de esta investigacion.

En otros estudios se han encontrado que estas variables si han estado relacionadas entre
si (Muzolf, 2022) lo que puede ser esperable dado que como se ha indicado las antocianinas son un
subgrupo de los PFT, no obstante, cada matriz alimenticia tiene sus particularidades y existen varios
aspectos que hacen a la planta de B. sapida muy particular, por ejemplo, el hecho de que haya

moléculas que no se presentan en otras plantas tal como las hipoglicinas.

Efecto antibiotico en bacterias ESKAPE

Las bacterias son organismos unicelulares que en apariencia son simples pero que
presentan una gran adaptabilidad al medio ambiente que les rodea. Su principal estrategia de
adaptacion es la capacidad de mutar rapidamente, lo cual conlleva a su vez que sean muy resistentes
a los antibidticos, los cuales, al pasar del tiempo, pierden su efectividad (Botelho & Schulenburg,
2021).

Este ultimo en particular resulta interesante dado que el arilo estando verde es cuando la
concentracion de hipoglicinas estdn en su punto mas alto de concentracion segun estudios previos
(Sinmisola et al., 2019). No es posible afirmar categéricamente que las hipoglicinas no tengan efecto
antibiotico basados en este estudio, pero si que hay evidencia que sugiere que el aumento en su
concentracion no es tan significativo en comparacion con otros metabolitos presente, puesto que
mayor concentracion de hipoglicinas no esté significando un mayor efecto antibiotico.

En cuanto a cudles componentes de la planta pueden ser los responsables del efecto
antibiotico, segun los alcances de este estudio no es posible afirmarlo, dado que como consecuencia
del sistema de solventes utilizado los extractos optimizaron la obtencion de polifenoles es esperable
también que ademads de polifenoles haya otros componentes importantes en los extractos. Existen
estudios que sugieren que los polifenoles tienen efectos antibioticos (Scicutella et al., 2021), esto
parece ser parcialmente consistente con esta investigacion dado que dentro de los extractos que
mostraron mayor contenido de PFT estaba el exocarpio, mismo que estuvo entre los de mayor efecto

antibiotico relativo.
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5. Conclusiones

Los componentes antioxidantes en B. sapida pueden extraerse en condiciones
optimizadas para mejor disolvente tanto con una mezcla acetona-agua en proporcion relativa en
volumen 7:3 como con mezcla ternaria acetona-etanol-agua (4:5:1). Entre ambas opciones
estadisticamente equivalentes en cuanto a su poder extractivo, se prefiere la primera por su facilidad
de preparacion. Los sistemas de solventes utilizados que no contienen acetona en su preparacion
dieron rendimientos de cerca del 20% respecto al mejor solvente lo cual los hace inadecuados.

El ntimero 6ptimo de extracciones de los metabolitos con poder antioxidante en B. sapida
obtenidos con el sistema de solventes acetona-agua 7:3 es de tres extracciones sucesivas. Luego de
tres extracciones no se logra obtener mejor rendimiento en el contenido de polifenoles totales
empleando el método de Folin-Ciocalteu.

El contenido de polifenoles totales obtenido de partes de la planta del ackee producido en
la zona caribefia de Costa Rica es alto en términos relativos promedio (4.431 mg EAG/gMS)
respecto estudios realizados en frutos procedente de otros paises como Jamaica (0.448 mg
EAG/gMS). Al compararlo con frutos tipicamente coloreados y de alto valor comercial como las
moras su contenido de polifenoles es similar. Esto aumenta el interés de estudio en cuanto a su valor
nutraceutico poco estudiado en el pais costarricense, existiendo en la actualidad solamente un
estudio de caracterizacion in sutu en el pais(Quesada & Barrantes, 2019).

El exocarpio es la parte de B. sapida con mayor contenido de polifenoles totales, seguido
de las hojas, el arilo verde, el tallo y el arilo maduro. Es muy significativo que el exocarpio siendo
la parte desechada del fruto tiene una concentracion de polifenoles casi seis veces superior al arilo
maduro que es la parte comestible, lo cual sugiere un eventual aprovechamiento de este subproducto
que representa cerca del 50% del peso del fruto.

Existe una relacion inversamente proporcional entre el estado de maduracion del fruto de
B. sapida y el contenido de metabolitos antioxidantes, lo cual lo vuelve un factor determinante y
muy consistente en polifenoles totales, antocianinas y la capacidad antioxidante. En los polifenoles
totales la maduracion hace descender su concentracion en cinco veces al comparar el arilo maduro

(fruto abierto) respecto al arilo verde (fruto cerrado). La capacidad antioxidante (ORAC) disminuye
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en un factor de diez al comparar arilo maduro y verde. Por otro lado, el contenido de antocianinas
se reduce en una proporcion cercana al 33%.

Existe una relacion estadisticamente significativa de proporcionalidad directa (R? de
Pearson p<0.05) entre el contenido total de polifenoles (Folin-Ciocalteu) y la capacidad antioxidante
(ORAC), no asi entre el contenido de polifenoles y el contenido de antocianinas. De igual manera
el contenido de polifenoles no demostr6 una relacion con la capacidad antioxidante.

B. sapida no constituye una fuente promisoria en la busqueda de compuestos con efecto
antibiotico contra las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomona aeruginosa y Enterococcus faecium (bacterias ESKAPE),
especialmente el arilo maduro que no mostré efecto en ninguna de las bacterias y en ninguna de las
concentraciones utilizadas. Comparativamente la parte de la planta con mejor potencial fue el
exocarpio. No obstante, ain se considera bajo respecto al patron positivo de penicilina-
estreptomicina.

El exocarpio, en funcién de los resultados de este presente estudio, se vuelve de gran
importancia en cuanto al tema de la economia circular, ya que este es una estructura no comestible
que se desecha sin mayor aprovechamiento. La consistencia mostrada en términos del contenido de
polifenoles totales y efecto antibidtico por parte de esta estructura hace necesario revalorar este
residuo orgdnico como potencial beneficio econdmico y ambiental, principalmente en la
recuperacion de compuestos bioactivos y la reduccion de la contaminacion. El eventual
aprovechamiento del exocarpio puede incentivar la industria y la investigacion para generar

mercados potenciales que mejoren las condiciones de vida de las regiones donde se cultiva.
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6. Recomendaciones

Aprovechando la actividad antibacteriana mostrada por B. sapida con base a los valores
obtenidos en cuanto a su potencial antioxidante, se puede valorar y formular productos comerciales
que afiadan un valor agregado en direccion a una economia circular, que vaya mas alld de un
alimento que forma parte del arte culinario afrocaribefio.

Se sugiere que un fruto como B. sapida, se presente como una alternativa interesante en
la busqueda de nuevas acciones que ayuden a Costa Rica a dar un mayor paso de una economia
lineal a una economia circular. Fortaleciendo a su vez, una conexion entre el gobierno, las
universidades, las empresas y los ciudadanos de la zona atlantica del pais, especialmente porque
este arbol en particular se ha ido perdiendo.

Para proximos estudios, se recomienda realizar un andlisis de mayor profundidad que
involucre la identificacion de las distintas variedades o inclusive especies de ackee en funcion de
caracteristicas fenotipicas, niveles de hipoglicinas A y B presentes, con ayuda de técnicas o
metodologias como el tamizaje fitoquimico en busca de moléculas bioactivas como,
proantocianidinas(PAC), cumarinas, entre otras, que enriquezcan el valor de este fruto en las

distintas areas de investigacion, biotecnologica, quimica, agrondmica y ambiental.
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8. Anexos

Anexo 1. Ejemplo de una de las curvas de calibracion usadas para cuantificar la actividad
antioxidante por el método ORAC
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Anexo 2. Efecto antibidtico del control positivo sobre las bacterias ESKAPE.

*Control positivo Pocillo 1 (mm) | Pocillo 2 (mm) | Pocillo 3 (mm) | PROM
Escherichia coli 17,00 16,00 15,00 16,00
Staphilococcus aureus 18,00 18,00 17,00 17,67
Klebsiella pneumoniae 13,00 13,00 13,00 13,00
Acinetobacter baumannii 0,00 0,00 0,00 0,00
Pseudomonas aeroginosa 13,00 13,00 13,00 13,00
Enterococcus faecium 13,00 13,00 13,00 13,00

Nota. *El control positivo es el antibidtico comercial Penicilinna Estreptomicina de Gibco. A una
concentracion de 1000 pg/mL. 4. baumannii no fue suceptible a los antibioticos.
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Anexo 3. Ackee recolectado en la zona caribefia de Costa Rica en distintas etapas de maduracion.

Anexo 4. Extracciones de las distintas partes del Ackee listas en balones aforados para luego ser
sometidas al método de Folin—Ciocalteu.

73



