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RESUMEN

INTRODUCCION: Debido al aumento de la resistencia bacteriana a los medicamentos, y a la
busqueda de nuevas alternativas con menos efectos noscivos a la salud, la incoporacion de nuevos
métodos naturales para combatir las bacterias que pueden causar enferemedad ha incrementado
de manera significativa en los tltimos afios. OBJETIVO: En esta investigacion se busca evaluar
el efecto antibacteriano y la actividad antihemolitica del extracto de orujo vinicola contra
bacterias de releveancia odontologica. METODOLOGIA: Se prepard un extracto metandlico
de orujo vinicola mediante la técnica solido-liquido para evaluar su capacidad antioxidante. Para
ello, se aplicaron los métodos ABTS (acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
y DPPH(1,1-difenil-2-picrilhidrazil), asi como la técnica de Folin-Ciocalteu para la
determinacion de fenoles totales. El efecto antibacteriano del extracto frente a Streptococcus
mutans 'y Streptococcus sobrinus ATCC se evaluo mediante el método de Kirby-Bauer, mismos
que se compararon con un el control positivo de clorhexidina 0.12% Perioxidin Lacer®
Enjuague Bucal; mientras que la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) se determiné a partir
de la observacion de laturbidezen los cultivos. Finalmente, se examind su actividad
hemolitica para evaluar su posible toxicidad sobre células sanguineas. RESULTADOS: El
extracto metanolico de orujo vinicola tiene una alta capacidad antioxidante, asi como actividad
antibacteriana sobre las cepas de S. mutans ATCC 700610 y S. sobrinus ATCC 33478 con un
porcentaje de inhibicion que oscila entre el 93% y 100% respectivamente en comparacion con
la clorhexidina al 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal; en cuando a su CMI demostré ser
bacteriostatico. Por Ultimo, segin las muestras analizadas se reportd que el extracto a las
concentraciones analizadas que 160 a 720 pg/ml no presentaban toxicidad que pudiera causar
hemolisis de los componentes celulares de la sangre. CONCLUSIONES: Debido a los
compuestos fenolicos que posee y que le atribuyen su capacidad antibacteriana, y al demostrar
su anti toxicicidad en células sanguineas, el extracto de orujo vinicola puediera coadyuvar a la
disminucion de placa bacteriana mediante su incorporacion a productos de higiene oral, sin
embargo es necesaria mayor investigacion cientifica que respalde su uso en este ambito.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Due to the increasing bacterial resistance to conventional drugs and the
search for new alternatives with fewer harmful effects on health, the incorporation of natural
approaches to combat pathogenic bacteria has significantly increased in recent years.
OBJECTIVE: This study aims to evaluate the antibacterial effect and anti-hemolytic
activity of wine pomace extract against bacteria of odontological relevance.
METHODOLOGY: A methanolic extract of wine pomace was prepared using the solid-liquid
technique to evaluate its antioxidant capacity. For this purpose, the ABTS (2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) and DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) assays were
applied, as well as the Folin—Ciocalteu method for the determination of total phenolic content.
The antibacterial effect of the extract against Streptococcus mutans and Streptococcus
sobrinus ATCC strains was evaluated using the Kirby—Bauer method, in comparison with a
positive control of 0.12% chlorhexidine (Perioxidin Lacer ® Mouthrinse). The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) was determined based on turbidity observations in bacterial
cultures. Finally, its hemolytic activity was examined to assess potential toxicity on blood cells.
RESULTS: The methanolic wine pomace extract exhibited high antioxidant capacity, as
well as antibacterial activity against S. mutans ATCC 700610 and S. sobrinus ATCC 33478
strains, showing inhibition rates ranging from 93% to 100%, respectively, compared to 0.12%
chlorhexidine. Concerning its MIC, the extract exhibited a bacteriostatic effect. Furthermore,
according to the analyzed samples, the extract at concentrations between 160 and 720 pg/mL
did not show toxicity that could induce hemolysis of blood cellular components.
CONCLUSIONS: Owing to its phenolic compounds, which account for its antibacterial
properties, and its demonstrated lack of cytotoxicity on blood cells, wine pomace
extract could coadjuvate in the reduction of dental plaque through its incorporation into oral
hygiene products. However, further scientific research is required to support its application
in this field.
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1. INTRODUCCION

Debido a la disminucion del potencial que generan ciertos microorganismos a los medicamentos,
en los ultimos afios se ha implementado el uso de nuevos métodos naturales para combatir los

padecimeintos que pueden causar la inficacia de distintos productos.

La OMS aprueba la integracion de la herbolaria en la medicina tradicional para mejorar el acceso
a la salud siempre y cuando haya evidencia cientifica de que las plantas sean seguras, eficaces y

de calidad.

Dentro de la cavidad oral existen una gran diversidad de bacterias, las cuales juegan un papel
muy importante en el desarrollo de enfermedades orales; mas del 60% de estas son provocadas
por la interaccion de estas bacterias en el proceso de formacion de la placa dental, el no controlar
la placa de manera local evoluciona el propagamiento de las bacterias ocasionando enfermedades
como periodontitis y caries, las cuales desencadenan complicaciones que a largo tiempo pueden

ser irremediables.

En odontologia existe un antiséptico el cual es considerado como el “gold standard” que es la
clorhexidina, es un desinfectante, agente bactericida y antimicético que es ampiliamente
utilizado en todas las ramas del campo odontologico, especialmente cuando se trata de evitar o
tratar infecciones; sin embargo, el uso prolongado de este producto puede provocar

complicaciones como la pigmentacion de tejidos blandos.

Actualmente, existen distintos tipos de alternativas para el control de placa como pastas y
enjuagues, sin embargo, existen pacientes que puede estar limitados a darles uso de manera
adecuada. Estos productos son facilmente removidos y su efecto no perdura durante mucho
tiempo después de su uso, por lo que la bisqueda de nuevos materiales de administracion de
agentes antimicrobianos que nos permitan controlar el crecimiento de las bacterias de manera
localizada en pacientes que tengan un dificil control de placa como una herramienta que permitira

complementar el aseo en cavidad oral.



Un nuevo producto natural del cual se tiene evidencia por destacar en sus propiedades
antibacterianas y antioxidantes es el orujo vinicola; este es el resultado del mosto en el proceso
de la elaboracion del vino, es decir, los residuos de las hojas, la céscara, el tallo y semillas de la
uva, por lo que incorporarlo a productos de higiene oral seria estratégico para disminuir la
actividad microbiana oral, en especial en aquellos pacientes en los que los métodos de higiene

convencionales sean dificiles de utilizar.

El desarrollo de nuevos productos naturales que cumplan con estas funciones y ademas cuenten
con efecto antimicrobiano sobre las bacterias orales nos permitira el desarrollo de un agente
antibacteriano, efectivo, de bajo costo y de duracion prolongada que pueda ser utilizado como un

auxiliar en el control de la placa dental.

Controlar el progreso de la placa dentobacteriana de manera continua y local es una estrategia
para poder prevenir enfermedades de este tipo en pacientes que no poseen la suficiente capacidad

para una higiene dental adecuada.

Por lo tanto, en este estudio se tuvo el objetivo de evaluar la actividad antimicrobiana que puede
tener el extracto de orujo vinicola contra las principales bacterias involucradas en el proceso de
formacion de la placa y caries dental, como lo son el Streptococcus mutans y el Streptoccocus
sobrinus, asi como su actividadhemolitica para evaluar posibles consencuencias que pudiera
presentar el extracto sobre las células sanguineas, antes de su posible incorporacion a productos

de higiene oral.



2. HIPOTESIS

El extracto a base de orujo vinicola posee efecto antibacteriano y antihemolitico contra bacterias

orales de impacto odontolégico.



1. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano y antihemolitico del extracto de orujo vinicola contra bacterias

de impacto odontoldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar los fenoles totales y presentes en el extracto de orujo vinicola obtenido
mediante la tecnica de Folin- Ciocalteu.

e Analizar el efecto inhibitorio del extracto metanolico de orujo vinicola contra cepas de
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus ATCC mediante la técnica de difusion
en agar por el método Kirby-Bauer.

e Identificar la concentracion minima inhbitoria del extracto de orujo vinicola contra cepas
de Streptococcus mutans y S. sobrinus ATCC.

e Comparar los porcentajes de inhibicion relativa del extracto de orujo vinicola contra
Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus ATCC.

e Determinar el nivel de hemolisis de ertitrocitos humanos en presencia del extracto de

orujo vinicola.



4. ANTECEDENTES

4.1 Herbolaria en odontologia

Los productos elaborados con hierbas han cobrado importancia tanto en la medicina como en la
odontologia; en investigaciones previas ha destacado su actividad antimicrobiana, sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, ademas de una buena biocompatibilidad con los
tejidos como algunas de sus propiedades que mas destacan. En los ultimos afios, el uso de la
medicna herbolaria ha aumentado gracias a los beneficios que brinda, su facil accesibilidad y los
pocos efectos secundarios que suele causar. A medida que las bacterias patdogenas se vuelven
mas resistentes a ciertos medicamentos, los investigadores han buscado opciones con medios
naturales para enfrentar este problema, lo que ha llevado a la utlizacion de productos de origen

vegetal como posibles sustitutos de algunos compuestos sintéticos (Karobari et al., 2022).

Las plantas han sido utilizadas desde hace siglos para prevenir y tratar enfermedades dentales.
Los extractos de origen vegetal han mostrado ser eficaces debido a su capacidad para interactuar
con receptores quimicos especificos del organismo. Ademas, los medicamentos elaborados con
hierbas suelen generar menos efectos secundarios que los tratamientos convencionales. Sin
embargo, uno de los principales retos actuales es la falta de informacion sobre sus efectos en los
tejidos orales, su mecanismo de accion y los posibles efectos adversos que podrian presentar

(Amanpour et al., 2023).

Mantener una adecuada salud bucal es fundamental para conservar la salud general. Las
enfermedades orales por falta de higiene afectan a millones de personas y puede provocar
problemas como acumulacion de placa, gingivitis o incluso pérdida dental. Se ha comprobado
que el autocuidado mediante el uso de pastas y enjuagues bucales contribuye a prevenir estas
enfermedades. No obstante, algunos agentes quimicos como la clorhexidina o el fluor pueden
causar efectos dafiinos cuando se utilizan de manera prolongada. Por esta razon, se han buscado
alternativas naturales y herbales. En los ultimos afios, los productos a base de hierbas han

adquirido mayor relevancia por sus efectos antibacterianos, antiinflamatorios y antioxidantes



comprobados, 1o que ha llevado a que varios fabricantes de productos para el cuidado bucal

incorporen ingredientes de origen vegetal en sus formulaciones (Mehta ef al., 2024).

Las hierbas son una fuente importante de antioxidantes, capaces de eliminar radicales libres y
reducir el estrés oxidativo, un proceso que contribuye al dafio celular y esta relacionado con el

desarrollo de enfermedades periodontales (Gawish et al., 2024).

Diversos extractos de plantas empleados en medicina tradicional y en productos naturales han
demostrado actividad contra bacterias orales. Algunos estudios sefialan que ciertos compuestos
fitoquimicos pueden inhibir el crecimiento de microorganismos patéogenos, disminuir la
formacion de biopeliculas y placa dental, afectar 1a adhesion bacteriana a las superficies dentarias

y reducir los sintomas de enfermedades bucales (Amanpour et al., 2023).

Las terapias herbolarias también se han aplicado para tratar diferentes afecciones generales de
salud. En México, su uso ha sido comun en el tratamiento de problemas como la gingivitis, la
periodontitis, las infecciones y algunas alteraciones en la coloracion dental (Cruz Martinez et al.,

2017).

De acuerdo con registros de la medicina tradicional y testimonios de curanderos, México posee
una amplia diversidad de plantas medicinales con propiedades antibacterianas. A pesar de que
diversos estudios experimentales respaldan sus efectos antiplaca y antimicrobianos, estos
tratamientos todavia se consideran una alternativa complementaria para el control de
enfermedades orales. Cabe destacar que, aunque la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconoce a la medicina herbolaria como parte de la medicina tradicional, la evidencia cientifica

disponible atn es limitada para confirmar plenamente su eficacia (Cruz Martinez et al., 2017).



4.2 Productos vinicolas

La industria alimentaria, incluida la vinicola ademés de productos de consumo final, también
produce una cantidad considerable de subproductos con alto contenido nutricional. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) calcula que
cerca del 60% de la produccion total de alimentos proviene de frutas y residuos vegetales. Esto
genera grandes volumenes de desechos con un impacto ambiental significativo, por lo que,
considerando su composicion natural y sus posibles beneficios, su recuperacion y

aprovechamiento se han convertido en un tema de interés creciente (Chedea et al., 2021).

Vitis vinifera L. (uva) se encuentra entre las frutas mas cultivadas a nivel mundial. Su producciéon
anual se aproxima a los 78 millones de toneladas, de las cuales un 37% se genera en Europa, un
34% en Asia y un 19% en América (OIV, 2019). Este fruto es considerado uno de los cultivos
frutales mas relevantes globalmente, destinandose aproximadamente la mitad de su produccion
a la elaboracion de vino, un 33% al consumo directo, y el resto a su uso en forma seca, mosto u

otras presentaciones de almacenamiento (Coehlo et al., 2023).

El proceso de vinificacion produce inevitablemente grandes voliumenes de residuos orgénicos,
cuya inadecuada disposicion puede ocasionar serios problemas ambientales. Entre los principales
efectos negativos se encuentran la contaminacion del agua, la degradacion del sueloy

el deterioro del entorno vegetal (Sateriale ef al., 2024).

En el afio 2018, la produccion mundial de vino alcanzo6 un récord histérico de 293 millones de
hectolitros (OIV, 2019). De esta actividad derivan alrededor de nueve millones de toneladas de
subproductos de uva anualmente, lo que equivale, en promedio, al 20% de la fruta utilizada
durante la vinificacion. Uno de los principales residuos generados es el bagazo, compuesto por
pieles, pulpa, semillas y tallos que resultan del prensado de la uva (Teixeira et al., 2014). Dentro
de este material, las pieles representan aproximadamente el 65% del total del bagazo (Coehlo e?
al., 2023). A pesar de que el perfil fitoquimico de estos subproductos ha sido ampliamente
investigado, aun existen limitaciones en los procesos de valorizacion que permitan aprovechar
plenamente su potencial. Actualmente, gran parte del bagazo se destina al compostaje o se

desecha directamente en el suelo, contribuyendo asi al impacto ambiental (Minatel et al., 2017).



Diversas investigaciones han indicado que el bagazo de uva podria constituir una valiosa fuente
de compuestos bioactivos con aplicaciones tanto en el ambito de la salud como en la tecnologia
alimentaria. Estos componentes podrian aprovecharse en la alimentacion animaly en
las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria. No obstante, muchos de estos residuos atn
no son sometidos a un aprovechamiento secundario que favorezca la sostenibilidad. Su uso
depende principalmente de la calidad del material, destindndose con frecuencia al compostaje, la
alimentacion animal o su aplicacion en suelos agricolas. Esta practica se justifica por su alto
contenido de proteinas, azucares y fibra, que los convierte en una fuente importante de nutrientes

(Coehlo et al., 2023).

En los ultimos afios, la creciente preocupacion por los posibles efectos adversos de
los conservadores sintéticos ha impulsado la busqueda de alternativas naturales mas seguras.
Desde esta perspectiva, los subproductos derivados de la vinificacion se han propuesto como
una opcion viable para el desarrollo de aditivos, suplementos alimenticios, nutracéuticos e
incluso agentes desinfectantes en la industria alimentaria, debido a su elevado contenido

de polifenoles y su demostrada actividad biologica (Sateriale et al., 2024).

4.3 Vitis vinifera

Vitis vinifera es una fruta ampliamente reconocida por su elevado contenido nutricional.
Pertenece a la familia Vitaceae, dentro del género Vitis, y comprende diversas variedades que se
diferencian por su color rojo, negro o blanco, asi como por la presencia o ausencia de semillas

(Eid et al., 2025).

La vid posee un notable valor econémico y se considera una de las frutas de mayor importancia
mundial. Su relevancia no se limita inicamente a la produccion de vino, sino que también abarca
su consumo en fresco y la elaboracion de productos derivados, como pasas y jugos (Lu ef al.,
2022). Esta especie corresponde a una fruta carnosa de tipo baya, cultivada principalmente en
regiones de clima templado, donde las temperaturas promedio oscilan entre 18 y 26 °C. Su
crecimiento Optimo se logra en suelos profundos, con buena capacidad de drenaje y alto

contenido de materia organica (Castro Castilla, 2021).



El interés cientifico que ha despertado V. vinifera se refleja en la cantidad de estudios
desarrollados por instituciones de reconocimiento internacional, entre ellas el Comité de
Productos Medicinales a Base de Hierbas de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA -
HMPC), la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA)y
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). De igual forma, la base de datos Coslng
(Cosmetics Ingredient Database) reconoce nueve subproductos derivados de esta especie
aprobados para su uso en cosmética: fruta, piel, semilla, hoja, flor, raiz, brote, tallo y yema

(Sharafam et al., 2023).

Los extractos obtenidos de V. vinifera han mostrado una amplia gama de actividades biologicas,
evidenciadas por numerosos estudios cientificos en campos como la oncologia, la cardiologia,
la hepatologiay la neurologia. Ademdas, se han reportado propiedades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias y despigmentantes, lo que convierte a estos compuestos en
ingredientes valiosos dentro de la industria cosmética. Dichas propiedades se atribuyen a su rica
y compleja composicion fitoquimica, entre la cual destacan los compuestos fendlicos,
considerados los principales responsables de los efectos benéficos asociados a los extractos de la

vid (Bogdan et al., 2020; Sharafam et al., 2023).

4.3.1 Taxonomia

Tabla 1 Clasificacion taxonomica de la uva Cabernet sauvignon.

Orden Vitales
Familia Vitaceas
Reino Plantae
Nombre comun Vid
Nombre cientifico Vitis vinifer




Figura 1. Vitis vinifera Cabernet sauvignon.

4.3.2 Descripcion botanica

La planta de Vitis vinifera se caracteriza por alcanzar una altura aproximada de 35 mm; es una
especie robusta que presenta hojas pecioladas, grandes y palmeadas, con dimensiones que varian
entre 5y 15 cm, sus flores poseen un aroma agradable, similar al de un perfume, y cuentan con
un caliz plano de color verde, la corola estd compuesta por cinco pétalos de aproximadamente 5
mm de longitud, el fruto corresponde a una baya redonda cuyo color varia segiin el grado de
madurez, pudiendo ser verde, roja o negra, y mide entre 6 y 22 mm de didmetro, conteniendo

de dos a cuatro semillas en su interior (Castro Castilla, 2021).
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4.3.3 Composicion natural

En cuanto a su composicion, la uva esta constituida en mas de un 80% por agua, y es una fuente
importante de hidratos de carbono, principalmente glucosa y fructosa. Entre los minerales
presentes destacan el potasio, fosforo y calcio, ademas de poseer vitaminas y compuestos
beneficiosos como la vitamina C, la vitamina A y el acido félico, que contribuyen a su valor

nutricional (Castro Castilla, 2021).

4.4 Orujo vinicola

Las uvas representan uno de los cultivos agricolasde mayor generacion de porducto, siendo su
principal destino la industria del vino. El vino es un producto complejo que contiene diversos
compuestos organicos € inorganicos, y cuya elaboracion genera residuos considerables, como
el orujo, las aguas residuales y los restos de levaduras. En la actualidad, una adecuada gestion de
estos desechos resulta esencial para la sostenibilidad de la industria, ya que permite mantener los
materiales dentro del ciclo econdomico y reducir el impacto ambiental mediante su reutilizacion

(Lopes et al., 2025).

La industria alimentaria enfrenta grandes retos en relacion con la produccion sostenible y la
seguridad alimentaria, aspectos clave para la proteccion de la salud publica. En este sentido,
las enfermedades transmitidas por los alimentos representan un problema global; entre los
principales  patdogenos  asociados se  encuentran Salmonella  spp.,  Escherichia
coli enterohemorragica, Listeria monocytogenes, Bacillus spp., Staphylococcus
aureus 'y Clostridium spp., microorganismos que suponen un riesgo sanitario debido a su

capacidad para formar esporas, toxinas y biopeliculas (Sateriale et al., 2024).

La industria vinicola genera grandes volimenes de un subproducto conocido como orujo de uva
también llamado bagazo o “poza”, que representa entre el 20% y el 25% del peso total de la fruta
utilizada en la vinificacion (Plata et al., 2025). Este residuo esta constituido principalmente

por pieles, tallos, semillas y restos de pulpa (Plata et al., 2025). Universalmente, la produccion
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anual de orujo se estima entre 8,5 y 10 millones de toneladas, una cifra relativamente estable
desde el afio 2000, en correspondencia con los 260 millones de hectolitros de vino producidos en

2023 (Plata et al., 2025).

La superficie mundial destinada al cultivo de vid abarca aproximadamente 7,2 millones de
hectéareas, con una produccion cercana a 77 millones de toneladas de uva. Los principales paises
productores de vino son Italia, Francia, Espafia, Estados Unidos, China, Australia, Chile,
Argentina y Sudafrica, los cuales concentran mas del 80% de la produccion (Plata et al., 2025;

FAOSTAT).

En los tltimos afios, la evidencia cientifica sobre el aprovechamiento del orujo ha evolucionado
de la simple caracterizacion de su composicion quimica hacia la identificacion de
sus mecanismos antibacterianos y los compuestos responsables de esta actividad. Se ha
observado que las fracciones polifendlicas, en especial los flavonoides, flavanoles y acidos
fenolicos, presentan efectos inhibitorios selectivos frente a patdogenos alimentarios y
microorganismos que deterioran los productos (Galante et al., 2025). Ademas, la uva ha sido
utilizada tradicionalmente en la medicina popular para tratar trastornos gastrointestinales como
la gastroenteritis, y se ha sugerido que podria tener un potencial preventivo frente al cancer

colorrectal (Recinella et al., 2022).

Los compuestos fendlicos de la uva se clasifican principalmente en dos grupos: flavonoides y no
flavonoides. Su concentracion varia segun la variedad de la uva, las condiciones de cultivo,
el grado de madurez al momento de la cosecha y el proceso enoldgico aplicado (Hatem et al.,

2025).

El contenido de humedad del orujo de uva oscila entre 50% y 72%, dependiendo de la variedad
y del estado de madurez de la fruta. En cuanto a su composicion estructural, contiene lignina (16—
24%), proteinas (<4%), sustancias pécticas (37-54%) que representan la mayor parte de los
polisacaridos de la pared celular y celulosa (27-37%). Debido a la presencia de polisacaridos no
digeribles, se recomienda someter este material a procesos de fermentacion antes de incorporarlo

en alimentos, con el fin de evitar posibles alteraciones gastrointestinales (Teixeira et al., 2014).

Las semillas del orujo representan entre 38% y 52% de la materia seca, y destacan por su

contenido en fibra, aceites esenciales, proteinas, taninos, compuestos fenolicos, azucares y
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minerales. Por su parte, los hollejos constituyen alrededor del 65% del material residual y
presentan una alta concentracion de compuestos fenolicos, aunque su rendimiento varia segun el

proceso de vinificacion y el método de extraccion empleado (Teixeira ef al., 2014).

Gracias a esta composicion, el orujo de uvase considera una fuente rica en compuestos
antioxidantes y bioactivos, especialmente polifenoles, lo que le confiere un gran potencial para
aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Sin embargo, su
aprovechamiento sigue siendo limitado, ya que en la practica suele destinarse a compostaje o
vertederos, contribuyendo al impacto ambiental. Por ello, es necesario impulsar nuevas
investigacionesorientadas a optimizar los procesos de extraccion y liberacion de compuestos
fenolicos, con el propdsito de maximizar su valorizacion y promover su uso sostenible (Teixeira

etal, 2014).

Figura 2. Orujo Vinicola (Foto internet).
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4.4.1 Propiedades del orujo vinicola

El orujo de uva, subproducto obtenido durante el proceso de vinificacion, presenta una
composicion compleja que le otorga diversas propiedades biologicas y funcionales. Este material
estd formado por polisacaridos neutros, sustancias pécticas, proantocianidinas insolubles y una
amplia variedad de compuestos fendlicos, entre los que se incluyen resveratrol, antocianinas,
flavonas y taninos. Dichos compuestos son los principales responsables de su notable actividad

bioactiva (Ghendov et al., 2022).

Gracias a esta composicion, el orujo de uva ha demostrado multiples efectos biologicos. Entre
ellos destacan sus propiedades antioxidantes, que contribuyen a neutralizar radicales
libres; cardioprotectoras, relacionadas con la mejora de la salud cardiovascular; anticancerigenas,
al inhibir procesos asociados con la formacion de tumores; antiinflamatorias, por su capacidad
de modular respuestas inflamatorias; antienvejecimiento, mediante la reduccion del dafio
oxidativo; y antimicrobianas, al impedir el desarrollo de diversos microorganismos patogenos

(Recinella et al., 2022).

En estudios experimentales, los extractos de semillas de uva han mostrado efectos protectores
frente a la colitis ulcerosa en modelos animales. Asimismo, la suplementacion con dichos
extractos ha resultado beneficiosa en ratones deficientes en interleucina (IL)-10, al mejorar
sintomas de enfermedades inflamatorias intestinales y ejercer efectos preventivos frente a la

carcinogénesis colorrectal (Recinella et al., 2022).

Por su parte, (Almanza Oliveros et al. 2024) destaca la revalorizacion de los subproductos de la
uva dentro de la industria alimentaria como ingredientes innovadores. Los polifenoles que
contienen no solo poseen propiedades antioxidantes y antimicrobianas, sino que también pueden
contribuir al tratamiento o prevencion de enfermedades como la diabetes, hipertension, obesidad,

envejecimiento, cancer y trastornos neurodegenerativos.

En los ultimos afios, el interés por el uso del orujo de uva también ha aumentado en la industria
cosmética. Esto se debe a la preferencia de los consumidores por productos elaborados con

ingredientes naturales que ofrezcan beneficios activos sobre la piel. Estos compuestos,
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denominados “cosmecéuticos”, combinan propiedades cosméticas y farmacéuticas, aportando

efectos tanto estéticos como terapéuticos (Radulescu et al., 2020).

Sin embargo, los polifenoles presentes en el orujo de uva pueden generar efectos antimicrobianos
o incluso toxicos si se administran en concentraciones elevadas. Esta caracteristica limita su uso
directo como alimento para el ganado o como fertilizante, debido al riesgo de intolerancias o
reacciones adversas en los animales por lo que sigue siendo sustancial su investigacion para su

aplicacion en los ambitos en donde sea efectivo (Truong L et al., 2019).

4.4.2 Efecto antimicrobiano del orujo de uva

Previas investigaciones han demostrado que las fracciones polifendlicas presentes en el orujo de
uva especialmente los flavonoides, flavanoles y acidos fendlicos presentan una actividad
inhibidora selectiva frente a patdgenos transmitidos por los alimentos, asi como frente a
microorganismos implicados en la descomposicion de los productos alimenticios (Galante et al.,
2025). Ademas de estos compuestos, el orujo contiene acidos organicos, fibras dietéticas y otros
componentes bioactivos en menor proporcion, como los tocoferoles, que pueden actuar de forma

conjunta para regular el crecimiento microbiano (Galante et al., 2025).

Se ha observado que el orujo fermentado presenta una actividad antimicrobiana superior en
comparacion con los extractos de uva sin fermentar. En particular, los extractos fenolicos
derivados del orujo han mostrado eficacia frente a factores de virulencia especificos
de Streptococcus mutans, incluso cuando existen variaciones en la concentracion de compuestos

fenolicos (Ghendov et al., 2022).

Aunque el mecanismo exacto de accion de los compuestos fenolicos ain no se comprende
completamente, se ha determinado que estos actiian a nivel celular, afectando la permeabilidad
de la membrana y alterando funciones intracelulares mediante la formacién de enlaces de
hidrégeno con proteinas y enzimas. Asimismo, pueden modificar la rigidez de la pared celular,
provocando la pérdida de integridad estructural y dafos irreversibles en las células bacterianas

(Ghendov et al., 2022).
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En términos especificos, los polifenoles pueden causar alteraciones graves en la membrana
citoplasmatica, coagulacion del contenido interno e inhibicion de enzimas esenciales para la
supervivencia bacteriana. Los taninos, por su parte, producen dafio directo en la membrana
celular; los acidos fendlicos comprometen su integridad, y los flavonoides pueden adherirse a las
paredes celulares bacterianas, formando complejos que interfieren con procesos vitales como el
metabolismo energético, la sintesis de ADN y ARN, el equilibrio del pH intracelular y la

produccion de ATP (Ghendov et al., 2022).

4.5 Cavidad oral

La cavidad oral, también llamada boca o cavidad bucal, constituye la primera porcion del sistema
digestivo. Esta formada por diversas estructuras anatomicas como los labios, la lengua, el paladar
y los dientes que trabajan de manera coordinada para cumplir multiples funciones. Aunque se
trata de un espacio pequeio, presenta una estructura tnica debido a la compleja red vascular que

alberga en su interior (Kamrani & Sadiq, 2025).

El entorno bucal humano contiene un microbioma altamente diverso y dinamico, integrado por
bacterias, arqueas, hongos, protozoos y virus, los cuales desempefian un papel esencial tanto en
la salud como en el desarrollo de enfermedades orales. Entre las afecciones mas comunes
asociadas a este microbioma destacan la caries dental y la enfermedad periodontal. En el caso de
la caries, su origen se relaciona con la formacion de biopeliculas microbianas, en las que la
interaccion entre distintas especies facilita la desmineralizacion del esmalte y la aparicion de

lesiones (Mosaddad et al., 2022).

Dentro de los microorganismos colonizadores primarios de la cavidad oral se encuentran los
estreptococos comensales, que contribuyen de manera importante al equilibrio ecologico y a la
regulacion de la sucesion microbiana. Estos microorganismos producen adhesinas y metabolitos
con capacidad para inhibir el crecimiento de patdgenos asociados a la caries y enfermedades
periodontales, como Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis. Sus mecanismos de
accion incluyen la produccion de peroxido de hidrogeno, la competencia por metabolitos, la
generacion de compuestos reactivos de nitrogeno y la secrecion de bacteriocinas (Baty et al.,

2022).
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4.6 Microorganismos de la cavidad oral

La piel, la cavidad oral y el tracto digestivo constituyen los principales nichos donde habitan
microorganismos simbidticos y comensales que coexisten de manera natural con el huésped. En
particular, la cavidad oral alberga una gran variedad de bacterias provenientes de distintas zonas
del cuerpo, situdndose como el segundo ecosistema microbiano mas diverso del organismo, solo

superado por la microbiota gastrointestinal (Di Stefano et al., 2022).

Dentro de este entorno, el género Streptococcus se reconoce como uno de los primeros
colonizadores de la cavidad oral tras el nacimiento, desempeiando un papel fundamental en el
establecimiento y desarrollo de la microbiota bucal. Entre ellos, los grupos mitis y sanguinis se
destacan como los principales colonizadores de las superficies dentales, actuando habitualmente
como comensales. No obstante, bajo determinadas condiciones, algunas de sus especies pueden

estar implicadas en patologias sistémicas, como la endocarditis infecciosa (Abranches et al.,

2018).

4.6.1 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus son especies bacterianas productoras de acido
que colonizan la superficie dental y contribuyen al dafio del tejido dentario en presencia de
carbohidratos fermentables. S. mutans ha sido historicamente considerada el principal patégeno
cariogénico responsable de la caries dental humana, destacando por su alta capacidad para formar

biopeliculas sobre las superficies duras de los dientes (Lin ef al., 2021; Lemos JA, et al., 2019).

Sin embargo, recientemente se ha cuestionado si S. mutans sigue siendo el agente etiologico
predominante, dado que muchas conclusiones se han basado en la identificacion de una sola
especie bacteriana (Mazurel et al., 2025). Tanto S. mutans como S. sobrinus son reconocidos
como los agentes etiologicos mas frecuentes de la caries dental, aunque S. mutans se encuentra
con mayor frecuencia y S. sobrinus esta mas estrechamente asociado con el aumento en la

progresion de la enfermedad (Pandey et al., 2022; Deng et al., 2024).
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S. mutans presenta una notable capacidad de adaptacion a diferentes condiciones ambientales y
puede adquirir nuevas propiedades de virulencia. Su adhesion a superficies solidas le permite
colonizar la cavidad oral y promover la formacion de biopeliculas bacterianas. Asimismo, posee
tolerancia a ambientes acidos y puede interactuar con otros microorganismos dentro de la
biopelicula, lo que contribuye a su persistencia y a su papel en la caries dental (Krzysciak W, et
al., 2014).

Tabla 2 Taxonomia de Streptococcus mutans (Estévez Echanique, 2016).

Dominio Bacteria
Reino Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilos
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Streptococcus
Especie Streptococcus mutans

4.6.2 Streptococcus sobrinus

Aunque la formacion de la caries dental se asocia a distintos microorganismos, Streptococcus
sobrinus es un de los que més destacan (Li JW, ef al., 2021). Algunos modelos experimentales
han catalogado que la patogenia producida por el S. sobrinus pudiera ser incluso mayor que la
que se le asocia al S. mutans (Azarm et al., 2024). A pesar de que se encuentra con menos
frecuencia, las dos especies suelen cohabitar en la placa dental, por lo tanto, su interaccion en

este medio se relaciona al desarrollo de la caries dental. (Saraithong P, ef al., 2015).

Las bacterias grampositivas anaerobias facultativas son habitantes naturales de la cavidad oral y
se consideran agentes etiologicos primarios de la caries dental. Suelen interactuar con otros
microorganismos, como el hongo Candida albicans. Estas bacterias presentan diversos
mecanismos patogénicos y cariogénicos; mediante su capacidad de adherirse a superficies solidas,

logran colonizar el esmalte dental y formar biopeliculas, conocidas como placa dental. Su
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habilidad para producir acidos organicos a partir de carbohidratos (acidogenicidad) y para resistir
ambientes acidos (aciduricidad) genera una disminucion localizada del pH en la superficie dental,
lo que provoca la desmineralizacién de los cristales de hidroxiapatita y, eventualmente, la

aparicion de cavidades (Haj-Yahya et al., 2023).

Se ha observado clinicamente que nifios preescolares y escolares de hasta 15 afios que presentan
ambas especies muestran una mayor prevalencia de caries en comparacion con aquellos que solo

albergan S. mutans (Azarm et al., 2024).

Durante la formacion de biopeliculas, S. sobrinus raramente estd presente al inicio, pero su
poblacion se incrementa notablemente en presencia de sacarosa y glucanos, especialmente los
producidos por S. mutans. Este proceso estd mediado por proteinas de adhesion,
glucosiltransferasas y polisacaridos extracelulares, como los glucanos, que facilitan la fijacion de
la bacteria al esmalte. La virulencia de ambas especies les permite colonizar superficies dentales
en condiciones acidas, aunque emplean diferentes estrategias de adhesion: S. mutans se adhiere
principalmente mediante antigenos especificos de superficie y de la pelicula, mientras que S.
sobrinus depende en mayor medida de los glucanos. Por ello, tienden a localizarse en distintas
areas del diente, siendo S. sobrinus mas frecuente en la superficie bucal y S. mutans en la

superficie oclusal (Conrads G, et al., 2014).

Tabla 3 Taxonomia Streptococcus sobrinus.

Reino: Bacteria

Clase: Bacilli
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus
Especies: S. viridan
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4.7 Biofilm dental

La biopelicula dental es una estructura compleja y dindmica que no solo esta conformada por
comunidades microbianas, sino también por una matriz de sustancias poliméricas extracelulares,
entre las que destacan polisacaridos, proteinas, ADN extracelular y diversos biopolimeros (Geng

et al., 2024).

Las biopeliculas bacterianas son las principales responsables de los procesos patologicos del
medio bucal. Estas se adhieren tanto a superficies naturales como artificiales, participando
activamente en los procesos cariogénicos que originan la caries dental. Ademas, pueden
comprometer la durabilidad de restauraciones y protesis dentales, asi como inducir inflamacion
en los tejidos adyacentes al diente. Si esta condicion persiste, puede llegar a provocar reabsorcion

del hueso alveolar y, eventualmente, la pérdida dental (Engel et al., 2020).

El microbioma oral estd conformado por una amplia comunidad de microorganismos que
colonizan las superficies dentales, constituyendo el segundo ecosistema microbiano mas
abundante del cuerpo humano después del intestinal. Este sistema presenta una red compleja de

interacciones entre distintas especies microbianas (Banerjee et al., 2024).

La formacion de la biopelicula dental es un proceso bioldgico que comprende etapas de adhesion,
proliferacion y desprendimiento bacteriano en la superficie dentaria. Inicialmente, las bacterias
se fijan a una pelicula acelular que cubre el esmalte, lo que da origen a la biopelicula. Entre
los colonizadores primarios se incluyen Streptococcus gordoniiy Actinomyces viscosus, mientras
que Streptococcus sobrinus 'y Streptococcus mutans actian como colonizadores secundarios o

tardios (Rozen et al., 2001).

La composicion del microbioma oral puede variar debido a multiples factores, como la
competencia entre especies, la comunicacion intermicrobiana e interreino, los cambios genéticos,
las fluctuaciones del pH y los habitos dietéticos (Banerjee et al., 2024). Asimismo, las
biopeliculas se exponen periddicamente a altas concentraciones de fluoruro, componente comun
en productos de higiene bucal; ante ello, los microorganismos desarrollan mecanismos de

resistenciamediante proteinas transportadoras de membrana (Banerjee et al., 2024).
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En esencia, las biopeliculas son comunidades microbianas de una o varias especies que se
adhieren firmemente a las superficies dentales. Durante este proceso, los microorganismos pasan
de un estado planctonico (libre) a uno sésil (fijo), lo que genera modificaciones en su expresion
genética y refuerza la cohesion de las microcolonias en pocas horas. A medida que maduran, se
desarrolla una matriz extracelular compuesta por polisacaridos, agua, proteinas, lipidos y ADN,
la cual les brinda estabilidad y proteccion frente a agentes externos.
Estas estructuras se encuentran en diversos ambientes, incluyendo la cavidad bucal, y estan
estrechamente vinculadas con las enfermedades orales mas frecuentes, como la caries dental y la
enfermedad periodontal. Las infecciones asociadas a biopeliculas resultan dificiles de tratar, ya
que la matriz impide la accion eficaz de los antimicrobianos y permite que ciertas bacterias
permanezcan en estado latente, aumentando su resistencia. Por ello, las estrategias terapéuticas
actuales se orientan a modificar la composicion de la biopelicula, interrumpir la comunicacion

bacteriana (quorum sensing) o alterar los componentes de su matriz (Eick, 2021).

4.8 Método de determinacion de fenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu se emplea ampliamente para la determinacion de compuestos
fendlicos en diversas muestras (Bhatawadekar et al., 2023). Segun Slinkard y Singleton, este
método representa la técnica mas adecuada para cuantificar el contenido total de fenoles presentes

en vinos secos, extractos vegetales, brandies y otros productos similares (Rover y Brown, 2013).

4.8.1 Técnica de Folin-Ciocalteu

El ensayo de Folin-Ciocalteu, tanto en su forma original como en la adaptacion propuesta por
Singleton y Rossi (1965), se ha consolidado como el método mas empleado para la cuantificacion
del contenido total de polifenoles (Martins et al., 2021). Aunque inicialmente se aplico en el
analisis de vinos, con el tiempo se ha convertido en una herramienta de referencia para determinar
y medir compuestos fenolicos en una amplia gama de alimentos y muestras biologicas, gracias a

su simplicidad, reproducibilidad y eficacia (Pérez et al., 2023).

El principio del método se fundamenta en una reaccion de transferencia de electrones, donde los

antioxidantes presentes en la muestra actian como donadores de electrones, mientras que

21



el reactivo Folin-Ciocalteu (F-C) funciona como agente oxidante. La reduccion de los acidos
fosfotungstico y fosfomolibdico anidnicos por parte de los antioxidantes produce un cambio de
color, que va de amarillo a azul, cuya intensidad es directamente proporcional a la capacidad
reductora de los compuestos fendlicos. Los resultados suelen expresarse como equivalentes de

acido galico (GAE) (Pérez et al., 2023).

El ensayo Folin-Ciocalteu se considera una herramienta valiosa para evaluar la actividad
antioxidante de los compuestos fenolicos debido a su facilidad de aplicacion, consistencia y
confiabilidad. Sin embargo, la precision del método depende en gran medida de las condiciones
experimentales, las cuales deben ser cuidadosamente controladas, considerando variables como

el pH, la temperatura y el tiempo de reaccion (Pérez et al., 2023).

4.9 Método para determinar la actividad antibacteriana

4.9.1 Método de difusion en disco (Kirby- Bauer)

El método de difusion en agar se basa en la técnica originalmente descrita por Kirby y Bauer en
1973. La prueba de susceptibilidad mediante difusion del disco de Kirby-Bauer se emplea
comunmente para demostrar las diferencias en la susceptibilidad a los antibioticos entre distintas
especies bacterianas, las cuales se relacionan con sus estructuras celulares. Ademas, permite
ilustrar el desarrollo de resistencia a los antibidticos, uno de los desafios mas importantes para la

salud publica en la actualidad (Schiller et al., 2022).

Este método se fundamenta en la relacion entre la concentracion necesaria de una sustancia para
inhibir una cepa bacteriana especifica y el tamafio del halo de inhibicion que se forma en la
superficie de una placa de agar. Para ello, la placa se siembra con la bacteria de interés y se coloca
sobre ella un disco de papel filtro de 6 mm de didmetro impregnado con una cantidad conocida
del antibidtico o sustancia a evaluar, permitiendo asi medir la eficacia del agente antimicrobiano

(Vaca Chavez ME, 2019).
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4.10 Actividad hemolitica

Debido a la importancia de las hemolisinas estafilocdcicas, en especial la alfa-hemolisina, en el
dafio de los eritrocitos que favorece la invasion bacteriana, estas toxinas representan un alto nivel
de patogenicidad debido a su actividad hemolitica. Este compuesto se une a los eritrocitos del
huésped y, como consecuencia, genera poros en la membrana celular, lo que altera la homeostasis

interna y conduce finalmente a la muerte celular. (Gao et al., 2022).

Diversas investigaciones que han evaluado la actividad hemolitica de los extractos de Vitis
vinifera sefialan que dicha actividad puede variar dependiendo de la concentracion de extracto
empleadas. No obstante, bajo condiciones controladas, estos extractos han demostrado
ser compatibles con las células sanguineas humanas. Lo que nos indica que los metabolitos
presentes en la uvaposeen unperfil seguroy podrian ser utilizados con fines

farmacologicos (Karkuzhali et al., 2024).
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencion del material vegetal.
El orujo de uva a base de Cabernet sauvignon Organico fue donado por el vifiedo casa Madero
de Parras Coahuila al laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la

Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

5.2 Obtencion del extracto metanolico de orujo de uva mediante la técnica solido - liquido

La elaboracion del extracto se hizo en relacion 1:10 (50 g de orujo y 500 ml de metanol); se
midieron 50 g de orujo en la balanza analitica y 500 ml de metanol en una probeta graduada,
ambos se vaciaron en un matraz Erlenmayer, se cubrié con aluminio y se agregdé un iman para
colocarlo en la placa de agitacion magnética por 1:30 horas a 600 rpm. Después de la agitacion
se comenzo el proceso de filtracion, se vacié a un matraz Kitasatos y con la ayuda de la bomba
al vacio se comez0 la filtracion, primero con un papel filtro, despues con un papel filtro Whatman,
y posteriormente con el filtro Choise de 0.45 um en jeringas. Para separar el metanol del extracto
se utilizé la maquina rotavapor a 30 rpm, 14 umbar a 40° C de temperatura, y a los 15 minutos

se bajo a 30°C y se dejo enftiar.
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Figura 3. Diagrama del proceso de elaboracion del extracto metandlico de orujo vinicola.

24



Después se coloco en un frasco ambar, el cual se peso en la balanza analitica 120.3448g y se dejo
en la estufa para la evaporacion del resto del metanol.

El volumen final se obtuvo con la siguiente formula utilizada por (Trevifio Garza et al. 2023):

o Peso final
% rendimiento = mx 100

5.3 Pruebas Antioxidantes

5.3.1 Método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil DPPH

Se aplicd el método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) descrito por Brand-
Williams et al. (1995) para determinar la capacidad antioxidante. El extracto se diluyd en metanol
(0.75 mL) y posteriormente se anadieron 2.25 mL de la solucién de DPPH (0.03 mg/mL en etanol,
ajustada a una absorbancia de 1.000). La mezcla se agité6 empleando un vortex (Mixer Labnet
Internacional).

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente y protegidas de la luz durante 90 minutos,
permitiendo el desarrollo completo de la reaccion. Posteriormente, la absorbancia se midio a 517

nm mediante un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 5, Thermo Spectronic).

Se elabord una curva de calibracion utilizando Trolox como estandar, obteniéndose la ecuacion y
= -0.0052x + 0.7161 (R* = 0.99). Finalmente, la actividad antioxidante se expresé

en equivalentes de Trolox (umol ET/g de extracto seco).
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Figura 4. Diagrama del método del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil DPPH (Brand-Williams et al.,
1995).

5.3.2 Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico ABTS

Se prepar6 unasolucion de d4cido  2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) en etanol (7 mM) y una segunda solucion de persulfato de potasio (2.45 mM). Ambas
soluciones se mezclaron en una proporcion 1:1 (v/v) y se dejaron reaccionar durante 16 horas a
25 £+ 2 °Cenoscuridad para permitir la formacion del radical ABTS"
La absorbancia se determind mediante un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 5, Thermo

Spectronic) a una longitud de onda de 734 nm, ajustando la absorbancia inicial a 0.700 con etanol.

Posteriormente, 0.3 mL del extracto de orujo, previamente diluido en metanol, se mezclaron
con 2.7 mL de la soluciéon de ABTS, y la mezcla se incub6 durante 7 minutos a temperatura
ambiente y en ausencia de luz. Después del tiempo de reaccion, se midio la absorbancia a 734

nm.

Se elabord una curva de calibracion utilizando Trolox como estandar, obteniéndose la ecuacion y
=-0.0024x +0.577 (R*= 0.98). Finalmente, la actividad antioxidante se expreso6 en equivalentes

de Trolox (umol ET/g de extracto seco)(Guzman-Diaz et al., 2019).
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Figura 5. Diagrama del método del Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico ABTS

(Guzman-Diaz et al., 2019).

5.3.3 Fenoles totales

El contenido total de fenoles del extracto de orujo se obtuvo mediante la técnica de Folin-
Ciocalteu (Drosou et al, 2015). Se tomaron 100 pL del extracto diluido en metanol, se
adicionaron 1.6 mL de agua destilada, asi como 100 pL de solucion de Folin-Ciocalteu. Después
de mezclar en un vortex (Mixer Labnet Internacional), se agregaron 300 uL de carbonato de sodio
al 20% (p/v) y se agitd. Las muestras se mantuvieron en reposo y en oscuridad por 90 minutos
y se analizaron a 760 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Genesys 5, Thermo Spectronic). Se
elabor6 una curva de calibracion utilizando acido galico como patron (y = 0.0675x - 0.2307, R?
=0.99) y el contenido de fenoles totales se expresé como Equivalentes de Acido Gélico mg/g de

extracto seco (EAG mg/g).
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5.4 Identificacion de las cepas de Streptococcus mutans ATCC 700610 Y Streptococcus
sobrinus ATCC 33478.

Las cepas de Streptococcus mutans ATCC 700610Y Streptococus sobrinus ATCC 33478 fueron
proporcinadas por el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia UANL. Para
su identificacion se realizo la activacion de las bacterias; Se inocularon 100 pL de Streptococcus
mutans ATCC y Streptococcus sobrinuos ATCC respectivamente en 1 mL de caldo de
Tripticaseina de soya las cuales se colocaron en tubos Ependorff y fueron sellados con papel

parafilm para su crecimeinto en la incubadora a 37° durante 24 horas.

5.4.1 Siembra por aislamiento

Posteriormente, se realizo la siembra en caja Petri en agar Tripticaseina de soya, con el asa
bacterioldgica previamente esterilizada al rojo vivo, se tomo una asada de Streptococcus mutans
ATCC 700610 y Streptococcus sobrinus ATCC 33478 respectivamente, esterilizando el asa
bacterioldgica entre cada uno de los microorganismos, la técnica de aislamiento se realizd con
divisiéon de 3 zonas en la caja Petri incubando a 37° durante 24 horas para su crecimiento

siguiendo el protocolo de (Martinez Delgado, 2018).

Figura 6. Diagrama del proceso de siembra por aislamiento. a) Agar de Tripticaseina de soya. b) se sembrd
la bacteria con el asa bacteriologica con la técnica de estria cruzada. c¢) se almacené a 36°C durante 24

horas en incubadora. d) se observo la caja Petri con el crecimiento bacteriano.
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5.4.2 Tincion de Gram

Se realiz6 una tincion para poder identificar microscopicamente las cepas de las bacterias, como
primer paso, se esterilizo el asa bacterioldgica y se tomo una colonia del agar de Tripticaseina de
soya previamente aislada con el microorganismo, colocando la asada sobre un portaobjetos la
cual se fijo con calor, se agregaron unas gotas de Cristal —Violeta sobre el portaobjetos con la
bacteria fijando por 1 minuto, después se lavo a chorro y se seco para colocar el Yodo-Lugol, se
lavé y seco y se colocd Alcohol — Acetona durante 10 segundos, nuevamente se lavo y seco y se
coloc6 Safranina por un minuto y se enjuagd; con papel filtro de Whatman n°1, para absorber los

restos de agua sobre el portaobjetos para después observarlo al miscroscopio 6ptico.
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Figura 7. Tincion de Gram del Streptococcus mutans ATCC 700610 y Streptococcus sobrinus ATCC
33478.

5.5 Determinacion del efecto antibacteriano del extracto de orujo vinicola contra

Streptococcus mutans ATCC 700610 y Streptococcus sobrinus ATCC 33478.

Para la elaboracion de la solucion o sustancia madre se pesaron 50 mg de extracto de orujo
vinicola en la balanza analitica, el cual se disolvié en 1 mL de metanol, la homogeneizacion de
las muestras se realizo mediante sonificacion. De esta muestra madre se dejo una muestra pura,
una de 900 uL, 700 pL, 500 pL, 300 uL y 200 uL respectivamente, agregando el volumen
correspondiente de medio en caldo de Tripricaseina de soya para obtener un volumen final de 1

mL de dilusion de cada uno de los tratamiento.
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El efecto antibacteriano se determin6 por medio de la técnica de Kirby-Bauer, la cual se llevo a
cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Odontoogia UANL en la campana
de flujo laminar, donde se tomo6 como base el protocolo utilizado por (Vaca Chavez et al., 2019);
para la técnica se colocaron 100 pL de la bacteria correspondiente (Streptococcus mutans ATCC
700610, Streptococcus sobrinus ATCC 33478) sobre una caja Petri con agar Tripticaseina de
soya, se humedecid un hisopo estéril en medio solido de tripticaseina de soya y se dispersd por
toda la caja, posteriormente se colocaron 20 puL de cada una de los tratamientos del extracto en
un disco de papel Whatman n°1 sobre la caja impregnada con el microorganismo en una
repeticion de 3 de cada una de las dilusiones (Bauer et al., 1966), de la misma manera se realiz6
un control positivo con clorhexidina al 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal y un control
negativo de caldo de Tripticaseina de soya. Se dejaron secar y se almacenaron invertidos por 24
horas a 37°C en incubadora. Dentro de 24 horas se midieron los halos de inhbicion, obteniendo
de esta manera la desviacion estandar, y el porcetaje de efecto inhbitorio (Ramirez y Diaz, 2007;

Cruz Carrillo et al, 2010), con la siguiente formula:

X del didmetro del halo

% inhibicion = — — X
X del control positivo

5.6 Determinacion del efecto inhibitorio e identificacion de la concentracion minima

inhibitoria del extracto metanoélico de orujo vinicola.
5.6.1 Evaluacion cualitativa de la concentracion minima inhibitoria por medio de la turbidez

En este ensayo se evalud el grado de turbidez siguiendo el protocolo realizado por (Vaca Chavez
et al., 2019) la cual consistio en la observacion de tubos con medio de cultivo de Tripticaseina
de soya previamente inoculados de las bacterias de Streptococcus mutans ATCC 700610 y
Streptococcus sobrinus ATCC 33478 y puestas en contacto con las distintas concentraciones del
extracto, se analizaron las mismas concentraciones (50 mg/ml, 45 mg/ml, 35 mg/ml, 25 mg/ml,
15 mg/ml y 10 mg/ml) para determinar si su efecto es bactericida o bacteriostatico; Se prepararon
tubos Eppendorf con un volumen de 1 ml cada uno, en los que se colocaron: 800 uL de medio,

100 pL del microorganismo y 100 uL de cada uno de los tratamientos, asi como un control

30



negativo con 1 ml de medio de Tripticaseina de soya, un control de crecimiento que incluia 800
pL de medio de cultivo y 100 uLL de microorganismo y un control positivo al cual se le colocaron
800 uL de medio, 100 pL de microorganismo y 100 pl de clorhexidina al 0.12% Perioxidin
Lacer® Enjuague Bucal.

Estos tubos se colocaron en la incubadora por 24 horas a 37 °C para poder observar la turbidez y

determinar el éxito del ensayo.

Tabla 4. Evaluacion de la inhibicion mediante turbidez.

Indicador Indices

0 Ausencia de turbidez en los cultivos de las
cepas, inhibicion al 100%

1 Ligera turbidez del medio, inhibicion del

Grado de turbidez 75%
2 Inhibicion aparente del crecimiento,
inhibicion del 50%
3 Ligera inhibicion, inhibicion del 25%
4 Sin inhibicion.

Para corroborar los resultados obtenidos del ensayo por medio de turbidez, se observaron los
tubos a las 24 horas; se traspas6 el contenido de los tubos a cajas Petri con medio de Tripticaseina
de soya para el conteo de las colonias, a dichas cajas se les colocaron 20 uL de control positivo,
control negativo, y el tratamiento de 50 mg/ml del extracto de orujo vinicola, los cuales se
dispersaron con la ayuda del asa de Digalsky.

Se incubaron todas las cajas durante 24 horas a 37 °C para poder observar el crecimiento de

colonias bacterianas y determinar la concentracion minima inhibitoria.
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a) b)
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o 0

Figura 8. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a) Agar de Tripticaseina de soya.
b) Se sembraron 20 pL del contenido de los tubos del control positivo, control de crecimiento y la
concentracién de 50 mg/ml. ¢) Cada uno de ellos se dispersd con el asa de Digalsky previamente
esterilizada entre cada uno de los tratamientos. d) de incubaron durante 24 horas a 36°C. e) Se realizo el

conteo de las colonias bacterianas.
5.5. Actividad hemolitica.

Para la obtencion del paquete globular se tomo una muestra de sangre en tubos| con
anticoagulante EDTA, la cual se centrifugd para separar el paquete globular del suero, el cual se
retird con una pipeta y se colocd Buffer de Fosfato Salino (PBS) para lavar el recuperado
eritrocitario repitiendo este proceso tres veces; posteriormente, se elabord la suspension
eritrocitaria al 5% en un matraz volumétrico. Para evaluar la actividad hemolitica se sigui6 el
protocolo realizado por (Alvarez Sandoval et al, 2024), teniendo como resultado
concentraciones de 720 pg/ml, 560 pg/ml, 400 pug/ml, 240 pg/ml y 160 pg/ml con un volumen
total de 1.250 ml por tubo. Como control positivo se utilizé agua destilada y paquete globular y
como control negativo PBS y extracto. Los tubos con las muestras se incubaron durante 30
minutos para después colocarlos en la microcentrifuga a 4°C durante 5 minutos a 13000 rpm.
Una vez centrifugado el paquete globular, se tomaron 100 pl del sobrenadante de cada uno de

los tubos; estos resultados se determinaron en el espectrofotometro a 550 nm por medio de una
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placa de 96 pozos el cual nos ayud6 a determinar el porcentaje de hemolisis por medio de

densidad optica (DO). El porcentaje de hemdlisis se determino con la siguiente formula:

DO:-oTratamiento — D O=coControl negativo
% hemolisis = 550 550 g x 100

DOss5, Control positivo — D055 Control negativo

Figura 9. Determinacion de la actividad hemolitica, concentraciones de 720, 560, 400, 240 y 160 pg/ml

en placa de 96 pozos y blanco (C -) en triplicado y un control positivo.
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6. RESULTADOS

6.1 Obtencion del extracto metanoélico de orujo vinicola

El extracto se realizO mediante la técnica de sélido liquido, de la obtencion del extracto
metanolico de orujo vinicola se tuvo una recuperado de un total de 126.3448 g de extracto de

Vitis vinifera, con un rendimiento de 5.9027 g de extracto seco.

Figura 10. Recuperacion del extracto de orujo vinicola después del filtrado.
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6.2 Cuantificacion de los fenoles totales y actividad antioxidante presentes en el extracto de

orujo vinicola.

En relacion a la determinacion del contenido de fenoles totales se reportd un valor de 25.90 +

1.05 Equivalentes de Acido Galico mg/g de extracto seco (Tabla 5).

Por su parte, la actividad antioxidante representada por el método DPPH dio como resultado
781.87 £ 27.81 de Equivalentes de Trolox pumol/g extracto seco (ET), mientras que el método
ABTS resultd en 978.47 + 49.12 de Equivalentes de Trolox umol/g extracto seco (ET) (Tabla
5).

Tabla 5 Resultados de actividad antioxidante y Fenoles totales.

Actividad antioxidante (ET pmol/g) Fenoles totales (EAG

mg/g)

ABTS DPPH

Extracto de 978.47+49.12 781.87 +27.81 25.90 £ 1.05

orujo vinicola

ET: Equivalentes de Trolox pmol/g extracto seco. EAG: Equivalentes de Acido

Galico mg/g de extracto seco.

35



6.3 Identificacion de las cepas de Streptococcus mutans ATCC 700610 Y Streptococcus
sobrinus ATCC 33478.

La identificacion de las cepas de bacterias de Streptococcus mutans ATCC 700610 y
Streptococcus sobrinus ATCC 33478 se determind por medio del microscopio Optico con la

ayuda de una tincién de Gram.
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Figura 11. Streptococcus mutans ATCC 700610 100X.

Una vez identificadas microscopicamente, se realizo la inoculacion en caldo de Tripricaseina de
soya estéril, para llevar a cabo el crecimiento bacteriano en incubacion, y posteriormente realizar

el aislamiento en placas Petri.

Figura 12. Crecimiento bacteriano después de 24 horas. a). Streptococcus mutans ATCC 700610. b)
Streptococcus sobrinus ATCC 33478.
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6.4 Efecto antibacteriano del extracto metanélico de orujo vinicola contra las cepas de

Streptococcus mutans ATCC 700610 y Streptococcus sobrinus ATCC 33478.

La determinacion del efecto anrtibacteriano en ambas bacterias de obtuvé por medio de la técnica

de Kirby — Bauer.

Figura 13. Técnica de Kirby- Bauer a) Halo de inhibicion de Strepfococcus mutans ATCC 700610 del
extracto metandlico de orujo vinicola a 50 mg/ml. b) Halo de inhibicion de Streptococcus mutans ATCC
700610 con el control positivo de Clorhexidina al 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal. ¢) Halo de
inhibicién del Streptococcus sobrinus ATCC 33478 con tratamiento del extracto metandlico de orujo

vinicola a 50 mg/ml de concentracion. d) Halo de inhibicion del Streptococcus sobrinus ATCC 33478

frente al control positivo (Clorhexidina al 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal).

Con relacion al efecto antibacteriano del extracto de orujo vinicola contra Streptococcus mutans
ATCC 700610 se pudo identificar un efecto inhibitorio del extracto sobre las especies a estudio
con halos de inhibicion que variaban desde los 13.3+2.08 — 8 £ 0.57 mm para las concentraciones
analizadas, teniendo este un porcentaje de inhibicion del 93% en comparacion con el control

positivo (clorhexidina al 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal) (Tabla 6).
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Tabla 6 Efecto antibacteriano del extracto de orujo vinicola en distintas concentraciones contra
Streptococcus mutans ATCC 700610, siendo el Control positivo (C+) Clorhexidina al 0.12% Perioxidin

Lacer® Enjuague Bucal y el Control negativo (C-) Medio de cultivo de caldo de Tripticaseina de soya.

Dénde X + o representa el promedio con su desviacion estandar.

Tratamiento X+to %
(mg/mL) Inhibicion
50 13.3+2.08 93.02
45 16.6 +2.30 115.8
Extracto 35 11£0 76.76
metanélico de 25 9.6 +0.57 67.41
Orujo Vinicola. 15 8 +0.57 53.45
10 0 0
14.33 £0.57 100
C+
C- 0 0

Porcentaje de inhibicion del S.mutans

120%

100%
£ 80%
B
%3 60%
‘o
3 40%
X

20%

0% < 4u

50 45 35 25 15 10 C+ C-

Concentracion (mg/mL)

Gréfica 1. Comparacion del porcentaje de inhibicion de las distintas concentraciones del extracto de orujo
vinicola contra Streptococcus mutans ATCC 700610. La concentracion de 50 pg/mL mostrd un 100% de

inhibicién, comparable al control positivo (clorhexidina al 0.12%). La de 45 pg/mL alcanzo 116%,
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mientras que 35, 25 y 15 pg/mL presentaron 76%, 67.41% y 53.45%, respectivamente. El 10 pg/mL no

evidencio inhibicion, al igual que el control negativo.

Por su parte, el efecto antibacteriano que se realizo por medio de la técnica de Kirby- Bauer en
relacion al Streptococcus sobrinus ATCC 33478 demostro tener un efecto inhibitorio con halos
de inhibicioén desde los 12.88 + 0.28 — 6.6 £ 1.52 mm para las concentraciones analizadas, en
comparacion con el control positivo Clorhexidina 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal

dando como resultado un porcentaje de inhibicion del 100% (Tabla 7).

Tabla 7 Efecto antibacteriano de las distintas concentraciones del extracto de orujo vinicola contra
Streptococcus sobrinus ATCC 33478, siendo el Control positivo (C+) Clorhexidina al 0.12% Perioxidin
Lacer® Enjuague Bucal y el Control negativo (C-) medio de cultivo de caldo de Tripticaseina de soya.

X + o representa el promedio con su desviacion estandar.

Tratamiento %

(mg/mL) X+to Inhibicion

50 203+ 1.15 148.82
Extracto 45 18+1.73 131.77
metanolico 35 15.3+1.15 112.22

de Orujo 25 13.3+£1.15 97.58

Vinicola 15 8.6 +0.57 63.39
10 0+0 0

C+ 13.6 £0.57 100
C- 0 0
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Porcentaje de inhibicion de S. sobrinus
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Grafica 2. Comparacion del porcentaje de inhibicion de las distintas concentraciones del extracto de orujo
vinicola contra Streptococcus sobrinus ATCC 33478. La concentracion de 50 mg/mL mostrd un 148% de
inhibicioén en comparacion con el 100% del control positivo (clorhexidina). Las concentraciones de 45, 35
y 25 mg/mL presentaron porcentajes de 132%, 112% y 97.58%, respectivamente, mientras que 15 mg/mL

alcanz6 63%, la concentracion de 10 mg/mL no evidencio inhibicion (0%), al igual que el control negativo.

A pesar de que se muestra una mayor inhibicién bacteriana a las concentraciones mas altas
analizadas del extracto, en el analisis ANOVA con prueba post hoc de Tukey para comparacion
de medias no demostr6 que fueran significativamente diferentes con respecto al control positivo,

a diferencia de las concentraciones de de 15 y 25 mg/mL (***) (Grafica 3).
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Grafica 3. Analisis ANOVA de la inhibicidén bacteriana de Streptococcus sobrinus ATCC 700610 y
Streptococcus mutans ATCC 33478.

6.5 Concentracion Minima Inhibitoria del extracto metandlico de orujo vinicola.
6.5.1 Evaluacion cualitativa de la CMI por medio de la turbidez.

La concentracion minima inhibitoria se determind mediante el grado de turbidez que presentaron
diversos tubos los cuales son mencionados en la tabla 8, después de 24 horas en incubacion a
36°C se observo la turbidez que mostraban cada uno de ellos en donde 0 determina ausencia de
turbidez indicando una inhibicion del 100%; 1, es una ligera turbidez del medio con una
inhibicion aproximada del 75%; el 3, una ligera inhibicion alrededor del 25% mientras que el 4

nos indicaria falta de inhibicion.
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Tabla 8 Resultados del grado de turbidez de los tratamientos contra Streptococcus mutans ATCC 700610
y Streptococcus sobrinus ATCC 33478.

Efecto Control Control Tratamiento Control de
Bactericida/ Negativo Positivo 50 mg/ml del Crecimiento
Bacteriostatico  (Tripticaseina  (Clorhexidina extracto de
(Turbidez) de soya) 0.12%) orujo vinicola
Streptococcus 0 0 1 4
mutans ATCC
700610
Streptococcus 0 0 0 4
sobrinus ATCC
33478

Figura 15. Turbidez del Streptococcus sobrinus ATCC 33478.
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Para la comprobacion del efecto inhibitorio que demostrd tener el extracto por medio de
observacion de la turbidez, en comparacion al control positivo (clorhexidina 0.12% Perioxidin
Lacer® Enjuague Bucal) y el control de crecimiento, se vaciaron 20 pL del contenido de los
tubos con tratamiento del extracto de orujo vinicola, conotrol positivo con clorhexidina 0.12% y
control de crecimiento en una caja Petri con medio de Tripticaseina de soya y se disperso el
contenido con el asa de Digalsky incubando durante 24 horas a 36°C donde posterimente se

realizo el conteo de colonias bacterianas.

Figura 16. Resultados de las placas con Streptococcus mutans ATCC 700610. a) Se tuvo un conteo de 35
colonias de Streptococcus mutans ATCC 700610. b) No hubo crecimiento de colonias en presencia del
control positivo con clorhexidina 0.12% Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal. ¢) Control de crecimiento de

Streptococcus mutans ATCC 700610 en donde el nlimero de colonias bacterianas es incontable.
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a) b) ©)

Figura 17. Resultados de las placas con Streptococcus sobrinus ATCC 33478. a) se tuvo un conteo de 10

colonias de Streptococcus sobrinus ATCC 33478. b) No hubo crecimiento de colonias en presencia del
control positivo con clorhexidina 0.12%. c) Muestra el control de crecimiento de Streptococcus sobrinus

ATCC 33478 en donde el nimero de colonias bacterianas es incontable.
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6.6 Actividad hemolitica del extracto a distintas concentraciones

El ensayo de hemdlisis permitié evaluar el efecto del extracto de orujo vinicola sobre eritrocitos

humanos a diversas conentraciones.

Las concentraciones evaluadas desde 160 a 720 pg/mL demostraron porcentajes de hemolisis
equivalentes al 0% las cuales se definen como antihemoliticas de acuerdo con los rangos de los
reportes descritos por (Alvarez Sandoval et al., 2022), donde se clasifica como no hemoliticos a
valores inferiores a 2%, con hemolisis minima valores que oscilan entre el 2 — 5% y hemoliticos

cuando el resultado es mayor a 5%.

Tabla 9. Porcentaje de hemolisis con medias y = SD (o) de distintas concentraciones del extracto.

Concentracion X porcentaje de hemolisis + ¢
(ng/ml) Extracto de Orujo Vinicola

Control negativo 0.00
Control positivo 0.00

160 1.31+£0.37

240 0.96 +0.20

400 1.45+1.26

560 1.25+0.24

720 1.70 £ 0.53
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Los datos se expresaron como media + desviacion estandar de tres réplicas independientes. El
analisis estadistico ANOVA con post hoc de Tukey mostrd diferencias significativas entre el

control positivo y las concentraciones evaluadas.

Hkk

ek

ok

*kxkk
150y ———
k>

100 -

50 -

porcentaje hemolitico %

+ 720 560 400 240 160
Concentracion (ung/mL)

Grafica 4. Analisis ANOVA de la actividad hemolitica del extracto.
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7. DISCUSION

La vid (Vitis vinifera) es una planta ampliamente cultivada a nivel mundial, cuyo principal uso
se asocia a la elaboracion del vino; sin embargo, también posee aplicaciones alternativas de

interés en distintas areas (Ghendov et al., 2022).

Los antioxidantes desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la salud humana, ya que
contribuyen a neutralizar el estrés oxidativo, proceso que se asocia a diversas patologias (Rumpf
et al., 2024). En el presente estudio, el extracto de orujo de uva mostré una alta actividad
antioxidante en los ensayos DPPH y ABTS, junto con un contenido elevado de fenoles totales.
Dicha actividad se relaciona principalmente con sus fracciones polifendlicas, donde
destacan flavonoides, flavanoles y acidos fendlicos, compuestos con capacidad de inhibir

patoégenos y microorganismos (Galante et al., 2025).

La investigacion del orujo vinicola ha logrado gran relevancia en los ultimos afios, ya que se ha
demostrado que los subproductos generados durante la vinificacién contienen moléculas
bioactivas con efectos benéficos para la salud. Diversos estudios han documentado su actividad
antibacteriana frente a microorganismos de interés odontologico, entre ellos Streptococcus

mutans, Streptococcus sobrinus y Candida albicans (Karkuzhali et al., 2024).

El principal propésito para los productos de higiene oral es el control de la placa dentobacteriana,
una biopelicula microbiana compuesta por diferentes microorganismos que colonizan las
superficies de los dientes. Aunque en la actualidad existe la clorhexidina, que es uno de
los antisépticos mas empleados para este fin, su uso prolongado puede generar efectos adversos,
tales como pigmentacion dental, alteraciones del microbioma oral, resistencia bacteriana en casos
especificos y otros tipos de alteraciones para la salud general. En este contexto, el extracto
metanodlico de orujo vinicola analizado mostrd una actividad antibacteriana significativa,
alcanzando un 93 % de inhibicion frente a Streptococcus mutans ATCC 700610 y un 100%
frente a Streprococcus sobrinus ATCC 33478, en comparacion con la clorhexidina al 0.12 %
Perioxidin Lacer® Enjuague Bucal. (Bodgan C et al., 2020) afirmo6 que existe suficiente evidencia
que respalda laactividad antimicrobiana de los extractos derivados de Vitis
vinifera contra Streptococcus mutans 'y biopeliculas conformadas por diversas especies, dicha

actividad es atribuida a sus compuestos fendlicos. Sin embargo, estos autores también sefialan la
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necesidad de mayor investigacion cientifica para el desarrollo de productos derivados de esta

planta.

De manera similar, (Karkuzhali et al. 2024) evaluo6 un extracto metandlico de orujo de uva frente
a bacterias de relevancia clinica, obteniendo halos de inhibicion que van desde los 15 mm
para Streprococcus aureus, 14 mm para Enterococcus faecalis y Candida albicans, con
una concentracion maxima de 5 mg/mL. En comparacién, en este trabajo se empled
una concentracion de 50 mg/mL, logrando halos de inhibicion de 21 mm para S. sobrinus ATCC

33478 y 14 mm para S. mutans ATCC 700610.

El estudio de (Di Lorenzo et al. 2016) también analizo la actividad antioxidante, la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la accion antibacteriana de un extracto de orujo vinicola frente a S.
mutans, concluyendo que dicha actividad se debe a la presencia de polifenoles y antocianinas,

compuestos conocidos por su doble funcidon antioxidante y antimicrobiana.

Para la evaluacion de la actividad hemolitica, en este ensayo, se analiz6 la toxicidad del extracto
frente a eritrocitos humanos. En los resultados obtenidos el extracto no mostré hemolisis en las
células sanguineas de las concentraciones experimentales evaluadas (160 a 720 pg/mL).
En un estudio previo (Karkuzhali et al., 2024) evalu6 el efecto hemolitico de un extracto de orujo
vinicola, en la concentracion mas alta probada (512 pg/mL) la hemolisis fue minima (3 %),
mientras que a I pg/mL no se evidenci6 efecto alguno. Aunque existen diferencias metodologicas,
en ambos casos los resultados confirman que el extracto no compromete la viabilidad de las

c¢lulas sanguineas.

Multiples estudios respaldan los beneficios del uso de compuestos herbolarios en
odontologia como alternativas a los farmacos convencionales. Sin embargo, la investigacion
sigue siendo limitada, ya que para su validacion es necesaria la seguridad de estos

productos mediante ensayos y muestras preclinicas. (Amanpour ef al., 2023).
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se analizo el efecto antibacteriano y antihemolitico del extracto metanolico de
orujo vinicola (Vitis Vinifera). Debido a su alto contenido de compuestos fendlicos y
antioxidantes, el extracto demostro su actividad antibacteriana sobre bacterias de relevancia
odontoloégica como el Streptococcus mutans ATCC 700610 y Streptococcus sobrinus ATCC
33478, mostrando un comportamiento determinado por la concentracion utilizada. El efecto
antibacteriano observado podria estar asociado a la presencia de compuestos fenolicos, los cuales
le brindan la capacidad antioxidante, la cual puede ser capaz de alterar las funciones celulares de
las bacterias. Adicional a su efectividad contra bacterias orales también demostr6 no destruir las
células sanguineas, las concentraciones analizadas no presentaron actividad hemolitica bajo las
condiciones experimentales utilizadas, lo que le otorga un comportamiento favorable frente a los
eritrocitos humanos. Estos resultados nos indican un alto potencial para la combinacion de su
eficacia en la aplicacion odontologica, en particular, en el desarrollo de nuevos productos de
higiene oral orientados en el control de placa dental sin generar efectos adversos en las células
de la sangre. Ademas, el aprovechamiento del orujo es una idea sostenible, al bridarle un segundo
uso a un subproducto generado en tal magnitud durante la elaboracion del vino.

Sin embargo, es necesario seguir su investigacion para su incorporacion a productos de higiene
oral que puedan contribuir a la disminucion de bacterias orales, para profundizar su seguridad sin

provocar efectos indeseados en la salud de los pacientes.
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Chapter - 2

Antibacterial Effect of Wine Pomace Extract against
Bacteria of Dental Impact

Jaxiri Anahi Rodriguez Trevifio, Mayra Zulema Treviiio Garza, Sonia Martha Lépez
Villarreal and Osvelia Esmeralda Rodriguez Luis

Introduction

Due to the fact that antibiotic resistance has increased significantly in
recent years, new natural methods have been implemented to combat
antibiotic resistance. Various literature shows that in the oral cavity there are
about 700 different bacterial species, which are one of the main factors
responsible for oral diseases that may exist. A new natural product that has
been shown to have antibacterial properties is wine pomace, which is the result
of the waste from wine production, that is, the residues of the leaves, peel,
stem and seeds of the grape, so incorporating it into oral hygiene products
would be an adjuvant that would help to reduce oral bacterial activity in
patients in whom conventional hygiene methods are difficult to perform.

The aim of this work was to evaluate the total phenol content, antioxidant
capacity and antibacterial effect of Vitis vinifera extract.

Image 1: Solid: liquid extraction technique for the preparation of wine pomace
extract
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Image 2: ABTS and DPPH tests

Image 3: Kirby-Bauer technique at concentrations of 50 mg/mL and mg/mL of the
extract in the presence of S. mutans

Materials and Methods

Organic Cabernet Sauvignon grape pomace was donated by the Casa
Madero vineyard in Parras, Coahuila.

The methanolic extract of grape pomace was made with the solid-liquid
technique in a 1:10 ratio. 50 g of grape pomace were weighed in the analytical
balance and 500 mL of methanol in a graduated cylinder, both were emptied
in an Erlenmayer flask which was covered with aluminum under constant
agitation to place it on the magnetic stirring plate for 1:30 hours at 600 rpm to
unite both substances. After the agitation the filtration process was started, it
was emptied into a Kitasatos Flask and with the help of the vacuum pump the
filtration was started, first with a conventional filter paper, then with a
whatman filter paper, and later with the choise filter of 0.45 mm by means of
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syringes of 15 mL. Subsequently, to separate the methanol from the extract,
the rotary evaporator was used at 30 rpm, at a temperature of 40°C for 15
minutes; the temperature was lowered to 30°C and allowed to cool and placed
in an amber flask, which was weighed on the analytical balance and the yield
obtained was obtained and left in the oven for the rest of the methanol to
evaporate and obtain a dry product.

The method proposed by (Brand-Williams et al., (1995)) was used to
perform DPPH and ABTS free radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
tests, in which the extract was diluted in 0.72 mL of methanol and 2.25 mL of
DPPH reagent (0.03 mg/mL, adjusted to 1,000 absorbance) in ethanol were
added and mixed in the vortex (Mixer Labnet International). Samples were
kept at room temperature for 90 min without light for the development of the
reaction. Subsequently, the absorbance of the samples was read at 517 nm in
a UV-Vis spectrophotometer (Genesys 5, Thermo Spectronic). The calibration
curve was measured using Trolox as standard (y = -0.0052x + 0.7161, R? =
0.99) and the antioxidant activity was moderated in Trolox Equivalents
pmol/g dry extract (ET umol/g).

For the ABTS method 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid, one reagent was prepared in ethanol (7 mM) and one with potassium
persulfate (2.45 mM). Both were mixed in a 1:1 ratio (v/v) for further reaction
within 16 h at 25 °C £ 2°C in the absence of light. The absorbance was
measured in UV-Vis spectrophotometer (Genesys 5, Thermo Spectronic) at
734 nm (adjusting the absorbance to 0.700 with ethanol). 0.3 mL of the wine
pomace extract (diluted in methanol) will be mixed with 2.7 mL of the ABTS
solution, the mixture will be incubated for 7 min at room temperature in the
absence of light. The absorbance was measured at 734 nm. Trolox was used
as standard in the calibration curve (y = -0.0024x + 0.577, R* = 0.98).
Antioxidant activity was determined in Trolox Equivalents pmol/g dry extract
(ET pmol/g) (Guzman-Diaz et al., 2019).

The total phenol content of the methanolic extract of wine pomace was
obtained using the Folin-Ciocalteu technique (Drosou ef al., 2015). 100 pL of
the extract diluted in methanol was taken by adding 1.6 mL of distilled water,
as well as 100 pL of Folin-Ciocalteu solution. Subsequently, it was mixed with
the help of the vortex, adding 300 pL of 20% (w/v) sodium carbonate for
shaking. The samples were kept at rest in the dark for 90 min and analyzed at
760 nm with UV-Vis spectrophotometer (Genesys 5, Thermo Spectronic). The
calibration curve uses gallic acid as reference (y=0.0675x - 0.2307, R2=0.99)
and the total phenol content is expressed as Gallic Acid Equivalents mg/g dry
extract (GAE mg/g).
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The identification of Streptococcus mutans ATCC and Streptococcus
sobrinus ATCC strains was performed, which were provided by the
microbiology laboratory of the School of Dentistry UANL. Bacteria activation
was performed inside the sterile area with a burner, inoculating 100 pL of
Streptococcus mutans ATCC and Streptococcus sobrinus ATCC respectively
in ImL of soy tripticasein broth which were placed in ependorff tubes and
sealed with parafilm paper for growth in the incubator at 37° for 24 hours.

Subsequently, the seeding was performed in a petri dish in trypticasein
soy agar, with the bacteriological loop previously sterilized red hot, a roast of
Streptococcus mutans ATCC and Streptococcus sobrinus ATCC was taken
respectively, sterilizing the bacteriological loop between each of the
microorganisms, the isolation technique was performed with division of 3
zones in the petri dish incubating at 37° for 24 hours for its growth following
the protocol of (Martinez Delgado, 2018).

As a first step, the bacteriological loop is sterilized and a colony of the
previously isolated soy Tripticasein agar is taken, placing the roast on a slide,
which is fixed with heat, a few drops of Crystal-Violet are added on the slide
with the microorganism fixed for 1 minute, then it is washed with a jet and
observed in the optical microscope at 10x, 40X and 100X with immersion oil.
To make the stock solution, 50 mg of extract was weighed and dissolved in 1
ml of methanol with the help of a vortex. From this stock sample are taken
15mL, 20 uL, 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL and 300 pL respectively
subtracting the corresponding to 1 mL of soy Tripricasein broth to obtain as
final volume of 1 mL of dilution.

The antibacterial effect was determined by means of the Kirby-Bauer
technique, which was carried out in the Molecular Biology Laboratory of the
Faculty of Odontology UANL in the laminar flow hood, for the technique 200
uL of the corresponding bacteria (Streptococcus mutans ATCC, Streptococcus
sobrinus ATCC) were placed on a petri dish with soy trypticasein agar, a sterile
isopo is moistened in solid medium of soy tripticasein and the microorganism
is dispersed with the help of it throughout the box, then 20 pL of each of the
different treatments of the extract are placed on a disc of whatman paper n°1
on the box impregnated with the microorganism in a repetition of 3 of each of
the dilutions (Bauer et al., 1966), in the same way a positive control of
chlorhexidine at 0. 12% chlorhexidine (Peroxidin Lacer) and a negative
control of soy Tripticasein broth. They were left to dry for 30 minutes and
incubated inverted for 24 hours at 37°C in an incubator. Within 24 hours the
inhbition halos were measured, thus obtaining the standard deviation, and the
percentage of inhbitor effect (Ramirez and Diaz, 2007; Cruz Carrillo et al.,
2010), with the following formula:
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L, X the halo diameter
% inhibicion = — — x 100
X positive control

Equation 1: percentage of inhibition obtained
Results

A total recovery of 126.3448 g of Vitis vinifera methanol extract was
obtained, with a yield of 5.9027 g.

In relation to the content of total phenols, 25.90 + 1.05 Gallic Acid
Equivalents mg/g of dry extract was obtained (Figure 1).

The antioxidant activity represented by the DPPH method resulted in
781.87 + 27.81 Trolox Equivalents pmol/g dry extract (TE), while the ABTS
method yielded 978.47 + 49.12 Trolox Equivalents pumol/g dry extract (TE)
(Table 1).

Table 1: Results of ABTS and DPPH antioxidant activity and total phenols

Activity antioxidante (ET pmol/g) Fenoles total (EAG
mg/g)
ABTS DPPH
Wine pomace extract| 978.47 +49.12 | 781.87 +27.81 25.90 + 1.05
ET: Trolox equivalents pmol/g dry extract. EAG: Gallic Acid Equivalents mg/g dry
extract.

Regarding the antibacterial effect of the wine pomace extract against
bacteria of dental impact, specifically Streptococcus mutans ATCC, it was
possible to identify an inhibitory effect of the extract on the species under
study with inhibition halos from 15.6+1.44 - 6.6 + 0.57 mm, for the
concentrations analyzed, compared to the positive control (0.12%
chlorhexidine) with an inhibition percentage of 80.82% (Figure 2).
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relevance such as Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus ATCC.
Being a waste natural resource produced in large quantities, giving it a second
use would be positive both for the environment and for the treatment of
bacterial diseases.

Due to its antibacterial properties, its incorporation into oral hygiene
products will contribute to the reduction of bacterial load and therefore of oral
diseases of this category.
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APENDICES

Tabla 10 Halos de inhibicion del extracto sobre Streptococcus mutans ATCC 700610 y
Streptococccus sobrinus ATCC 33478.

Tratamiento Streptococcus mutans Streptococcus sobrinus
(mg/ml)
50

45

35

25

15
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Control positivo
(Clorhexidina
0.12% Perioxidin
Lacer® Enjuague
Bucal)
Control negativo
(Medio de
Tripticasepina de

Soya)
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