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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en México y el mundo, siendo
un factor predisponente la dislipidemia. Una forma de prevencion es la inclusion de alimentos
funcionales en la dieta. A los compuestos fendlicos y a los acidos grasos insaturados se les ha
atribuido la capacidad de mejorar las concentraciones de lipidos en sujetos con dislipidemias. Una
buena fuente de polifenoles son las cortezas de encino, consideradas como desechos de la industria
forestal. El objetivo del proyecto fue elaborar un yogurt plurifuncional enriquecido con aceite
vegetal modificado, alto en omega 6 (4cido linoleico) y en menor medida omega 3 (acido
linolénico), libre de colesterol, que sustituye la grasa de la leche con el fin de evaluar el efecto
hipolipidémico e hipocolesterolémico en un modelo bioldgico. Se analiz6 la composicion de
diversas clases de polifenoles, ademas de la actividad antioxidante de extractos polifenolicos de
tres especies de encinos que habitan en el Estado de Michoacan, Q. crassifolia, Quercus laurina'y
Quercus scytophylla, obtenidos de la corteza de encino con dos métodos de extraccion, agua
caliente en recirculacion y maceracion con etanol al 90%. De éstos, se eligio el extracto al agua
caliente de Quercus crassifolia, que mostré un mayor rendimiento de extraccion (21.03%), mayor
contenido de compuestos fendlicos (fenoles totales, 746.54 mg EAG/g; flavonoides totales, 25.42
mg EQ/g; 4cidos hidroxicinamicos, 234.67 mg EACl/g; proantocianidinas, mg ECIC/g), asi como
una mejor capacidad antioxidante en general (ECso (ug/mL): OHe, 918.19; Oz, 80.45; ROOe,
577.01; H202, 596.92; HCIO, 740.37), el que fue purificado para mejorar su composion y la
capacidad de captar especies reactivas de oxigeno. Con éste, se evaluo la toxicidad oral aguda y a
dosis repetida en ratas Wistar, estableciendo como dosis segura 11 mg/kg de peso/dia. Se
caracterizo quimicamente el extracto, encontrando compuestos de importancia bioldgica como el
tyrosol, siringol, scylo inositol, resorcinol, p-cresol, entre otros. Se nanoencapsul6 el extracto
purificado, usando como materiales de pared maltodextrina y caseinato de calcio, adicionando las
nanocapsulas al yogurt (24.5%), al cual también se le adiciono aceite vegetal (2.3%) producto al
que se le realizaron los anélisis proximal, microbiologico, fisicoquimico y sensorial, obteniendo
como resultado que el producto cumple con las caracteristicas de calida deseables para el yogurt,
con un conteo de bacterias lacitcas de 3.01X10°, destacando que las nanocapsulas no fueron
perceptibles sensorialmente. La evaluacicon funcional del yogurt se realiz6 usando un modelo de

hamsters, a los que se les adiciond en la dieta 2% de colesterol y 10% de aceite de coco para inducir



dislipidemia. El yogurt plurifuncional fue capaz de mantener el indice aterogénico (G3YGN=2.06)
a pesar de la dieta hipercolesterolémica e hiperlipidémica, el extracto de encino evito el
almacenamiento de lipidos (G5EQ=22.79%), colesterol (GSEQ=56.04 mg/dl) y triglicéridos en
higado (G5EQ=142.16 mg/dl), ademas de mantener los niveles de glucosa (GSEQ=381.52 mg/dl),
las nanocépsulas disminyeron la concentracion de lipidos (G7N=23%) y colesterol en higado
(G7N=17.7 mg/dl), similar al efecto mostrado cuando se administran medicamentos (lovastatina
y bezafibrato), mientras que todos los tratamientos, mostraron un aumento en la concentracién de
HLD (C1Y=104.384, G3YGN=183.46, G4YG=172.18, G5EQ=203.00, G6Y=203.663,
G7N=195.89), incluso por arriba del tratamiento con medicamento (G2M=117.625). Por lo tanto,
aunque la administracion del yogurt plurifuncional mostré resultados contundentes en disminucion
de colesterol y triglicéridos en plasma, el indice aterogénico se mantuvo. Los grupos a los que se
les adminsitro el extracto purificado de corteza de Q. crassifolia y 1las nanocapsulas disminuyeron

la concentracion de lipidos y colesterol en higado.

Palabras clave: polifenoles, encino, yogurt, toxicidad, dislipidemias.



2. ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the main cause of death in Mexico and the world, dyslipidemia being
a predisposing factor. A way of prevention is inclusion of functional foods in diet. Phenolic
compounds and unsaturated fatty acids have been attributed the ability to improve lipid
concentrations in subjects with dyslipidemias. Oak bark is considered a good source of
polyphenols, considered as waste by the forest industry. The objective of the project was to develop
a multi-functional yogurt enriched with modified vegetable oil, high in omega 6 (linoleic acid) and
omega 3 (linolenic acid), free of cholesterol, which replaces milk fat in order to evaluate the
hypolipidemic and hypocholesterolemic effect in a biological model. Composition of different
polyphenols classes was analyzed, as well as the antioxidant activity of polyphenolic extracts of
three species of oak that live in the State of Michoacéan, Quercus crassifolia, Quercus laurina and
Quercus scytophylla, obtained from the oak bark with two methods of extraction, hot water in
recirculation and maceration with 90% ethanol. Quercus crassifolia bark extract by hot water was
chosen, it showed a higher extraction yield (21.03%), higher content of phenolic compounds (total
phenols, 746.54 mg EAG/g, total flavonoids, 25.42 mg EQ/g; hydroxycinnamic acids, 234.67 mg
EACI/g, proanthocyanidins, mg ECIC/g), as well as a better antioxidant capacity in general (EC50
(ug/mL): OH », 918.19, O2 « -, 80.45, ROO +, 577.01, H202 , 596.92; HCIO, 740.37), which was
purified to improve its composition and the ability to capture reactive oxygen species. With this
purified extract, acute and repeated dose oral toxicity was evaluated in Wistar rats, establishing as
a safe dose 11 mg/kg of weight/day. The extract was chemically characterized, detecting
compounds of biological importance such as tyrosol, siringol, scylo inositol, resorcinol, p-cresol,
among others. The purified extract was nanoencapsulated, using maltodextrin and calcium
caseinate as wall materials, then, nanocapsules were added the to the yogurt (24.5%), which was
also added with vegetable oil (2.3%). Proximal and microbiological analysis were done.
Physicochemical and sensorial analyses, geting as a result that the product complies with the
characteristics of desirable quality for yogurt, with a lactic bacteria count of 3.01X106,
highlighting that the nanocapsules were not sensory perceptible. The functional evaluation of
yogurt was carried out using a model of hamsters, to which 2% of cholesterol and 10% of coconut
oil were added in diet to induce dyslipidemia. The plurifunctional yogurt was able to maintain the
atherogenic index (G3YGN = 2.06) despite the hypercholesterolemic and hyperlipidemic diet, the
oak extract prevented the storage of lipids (GSEQ = 22.79%), cholesterol (G5SEQ = 56.04 mg / dl)
and triglycerides in liver (G5EQ = 142.16 mg / dl), in addition to maintaining glucose levels
(G5EQ = 381.52 mg / dl), the nanocapsules decreased the concentration of lipids (G7N = 23%)
and cholesterol in liver (G7N = 17.7 mg / dl), similar to the effect shown when administering
medications (lovastatin and bezafibrate), while all treatments showed an increase in the
concentration of HLD (C1Y = 104,384, G3YGN = 183.46, G4YG = 172.18, G5EQ =203.00, G6Y
=203,663, G7N = 195.89), even above the drug treatment (G2M = 117.625). Therefore, although
the administration of plurifunctional yogurt not showed conclusive results in reduction of
cholesterol and triglycerides in plasma, the atherogenic index was maintained. The groups to
which the purified extract of Q. crassifolia bark and the nanocapsules were administered decreased
the concentration of lipids and cholesterol in the liver.

Key words: polyphenols, oak, yogurth, toxicity, dyslipidemias.



3. INTRODUCCION

Enfermedad cardiovascular es un término colectivo que comprende un grupo de trastornos del
corazdn y los vasos sanguineos. Estas enfermedades son la principal causa de morbilidad y muerte
prematura en México y en el mundo, generando grandes pérdidas econdmicas para la sociedad.
Los dos trastornos mas frecuentes son la enfermedad coronaria (cardiopatia coronaria) y la
enfermedad cerebrovascular (accidente cerebrovascular), entre los factores de riesgo asociados
con el desarrollo de estos padecimientos se encuentran las dislipidemias, vinculadas con el estrés
oxidativo, que es una condicién que surge cuando hay un desequilibrio entre los prooxidantes
(como las especies reactivas de oxigeno, ROS) y los antioxidantes (como el glutatién) en el

organismo (WHO, 2019).

Como parte de las politicas publicas del Gobierno Japonés, surgen los alimentos funcionales
(Valenzuela et al., 2014), con el objetivo de que al ser consumidos puedan retrasar, aminorar o
evitar el padecimiento de enfermedades cronico degenerativas. Estos alimentos contienen
compuestos bioactivos, entre los que se encuentran los polifenoles, reconocidos por sus
propiedades antioxidantes, ademas pueden actuar en multiples vias de sefializacion implicadas en
diversas patologias, lo que los distingue como potentes agentes antiinflamatorios y
antiproliferativos, y los convierte en candidatos terapéuticos para el tratamiento de multiples

enfermedades, entre ellas las enfermedades cardiovasculares ( Garcia-Pérez et al., 2010, 2014).

Por otro lado, con alrededor de 161 especies, México es el mayor centro de riqueza de encinos
(Quercus spp.) en el continente americano. Se calcula que 109 de ellas son endémicas del pais, es
decir el 68% de los encinos del continente americano se encuentran en México, siendo su uso
principal el maderable, generando una gran cantidad de corteza, la cual es considerada como
desecho por la industria forestal. Los encinos contienen una amplia variedad de compuestos
bioactivos, entre ellos, los polifenoles (Shay et al., 2015), que estan disponibles para la extraccion
con solventes (Stevanovic et al., 2009), lo que los convierte en moléculas muy interesantes para

el desarrollo de nuevos productos.



Sin embargo, estos compuestos naturales son fotosensibles, termolabiles y suceptibles de
oxidacion cuando se encuentra expuestos a los diversos factores ambientales. Ademas, los
polifenoles a menudo presentan una baja biodisponibilidad principalmente debido a la baja
solubilidad en agua. Por ultimo, muchas de estas moléculas poseen un sabor muy astringente y
amargo, lo que limita su uso en alimentos o en medicamentos orales. Para sortear estos
inconvenientes, se han desarrollado sistemas de liberacion y entre ellos, la encapsulacion es una

técnica prometedora (Munin & Edwards-Lévy, 2011).

Teniendo en cuenta la riqueza en polifenoles dentro de las cortezas de especies europeas del género
Quercus, es necesario resaltar que se requiere ampliar los conocimientos sobre la composicion
quimica y las propiedades biologicas, en particular de los compuestos polifenolicos, de cortezas
de especies del género Quercus propias de México, debido a la carencia de investigaciones sobre
este tema y plantear sus posibles aplicaciones como parte de la formulacion de nuevos alimentos

funcionales, productos cosmecéuticos y/o farmacéuticos.

3. MARCO TEORICO

4.1. Alimentos funcionales

Desde la antigiiedad, se conocian las propiedades de ciertos alimentos como promotores de salud,
Hipocrates lo enuncia acertadamente “que la comida sea tu medicina y la medicina sea tu comida”,
sin embargo el origen del término “alimento funcional” se ubica en Japon, en el ano de 1980,
donde las autoridades sanitarias, preocupadas por la poblacion en edad adulta, por sus crecientes
gastos en salud debido al incremento en la expectativa de vida, desarrollaron programas para
prevenir enfermedades, de los cuales se desarrollaron los FOSHU “Food with Specific Health

Uses” (Valenzuela et al., 2014; Kaur & Singh, 2017).

Los alimentos funcionales han tomado gran importancia los ultimos afos, siendo objeto de
multiples investigaciones, desarrollandose como parte de las necesidasdes de la poblacion y de la
mano de los avances ciéntificos y tecnoldgicos. Existen diferentes definiciones de alimentos

funcionales, una de las mas recientes es la formulada durante un Panel de discusion organizado



por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y el Servicio de
Investigaciones Agropecuarias (ARS) en 2014, que enuncia: “Alimentos naturales o procesados
que contienen compuestos bio-activos; que en concentraciones definidas, efectivas y no toxicas,
proporcionen un beneficio de salud clinicamente probado y documentado para la prevencion, el
manejo o el tratamiento de enfermedades cronicas”, resaltando en esta definicion que los
compuestos bioactivos son la “columna vertebral” de los alimentos funcionales, permitiendo a los
cientificos en alimentos establecer relaciones entre compuestos bioactivos y consecuencias para la

salud (Martirosyan & Singh, 2015).

Algunos agentes funcionales son: 1) Probidticos que contienen Lactobacilos y bifidobacterias que
mejoran la funcion intestinal; 1i) Prebidticos con fructo-oligosacaridos que favorecen el
crecimiento de las bacterias intestinales beneficiosas; iii) Acidos grasos omega 3 y omega 6 que
reducen el riesgo de enfermedades cardiovasculares, el desarrollo de tumores y que mantienen la
piel saludable asegurando una adecuada coagulacion de la sangre; iv) Antioxidantes que incluyen
las vitaminas C y E, carotenos, asi como polifenoles que limitan el riesgo de enfermedades
cardiovasculares y el desarrollo de tumores; v) Fitoquimicos que contienen fitoesteroles,
1soflavonas, lignanos y lignina (reducen los niveles de colesterol y los sintomas de la menopausia),
asi como vitaminas B6, B12, D y K, &cido folico, calcio, magnesio y zinc que reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y fortalecen el sistema inmune (Ramirez-Zermeno,

2010).

3.2. Desarrollo de alimentos funcionales

Siguiendo la definicion de alimentos funcionales, Martirosyan & Singh (2015) enumeraron los
pasos a seguir para el desarrollo de estos. Como primer paso se debe examinar el vinculo entre un
alimento o bioactivo y los beneficios para la salud, realizar estudios in vitro e in vivo con
especimenes no vivos y animales, respectivamente, posteriormente determinar las dosis apropiadas
de compuestos bioactivos para humanos y probar los efectos secundarios adversos, desarrollar un
vehiculo alimenticio adecuado, comercializar el producto e informar al consumidor los beneficios

para la salud de los alimentos funcionales. Se deben realizar estudios en poblaciones para probar



los efectos a largo plazo y la efectividad general del producto y finalmente evaluar las actitudes

del publico hacia el alimento funcional.

Como se puede observar, uno de los pasos para el desarrollo de alimentos funcionales es
determinar las dosis apropiadas de bioactivos, particularmente en este estudio, se debid establecer
las dosis de extracto purificado de Q. crassifolia que fuera segura y tuviera un efecto funcional, ya
que en general, el consumo de compuestos fendlicos a niveles fisioldgicos se considera seguro, en
tanto que el consumo a concentraciones mas altas deben someterse a pruebas de seguridad y

beneficios de salud (Martirosyan & Singh, 2015).

3.2.1. Clasificacion de los alimentos funcionales
Existe una clasificacion de alimentos funcionales propuesta por la Asociacion Dietética Americana

(ADA), la cual la divide en las siguientes categorias (Hasler & Brown, 2009):

Alimentos convencionales son aquellos que no presentan una modificacion o alguna alteracion.
Dentro de esta categoria se considera a las frutas y verduras, tales como tomates, frambuesas, col
rizada y brocoli, ya que son ricos en componentes bioactivos, como el licopeno, el 4cido elagico,

la luteina y el sulfuraban, respectivamente, que previenen enfermedades (Hasler & Brown, 2009).

Alimentos modificados, como su nombre lo menciona, son los alimentos que han sido alterados de
sus compuestos originales, ya sea por adiciéon de un nutriente o vitamina que no estaba en el
alimento o por eliminacion de uno de sus compuestos, dentro de este grupo se puede mencionar:
jugo de naranja fortificado con calcio (para la salud dsea), panes enriquecidos con folato (para el
desarrollo fetal adecuado) o alimentos mejorados con componentes bioactivos, como margarinas
que contienen ésteres de estanol o esterol vegetal (para reducir el colesterol) (Hasler & Brown,
2009). Dentro de este grupo también estan los alimentos que se modifican para mejorar la
biodisponibilidad de sus nutrientes, como el aumento de vitaminas y fibra disponible en los

alimentos (Gonzalez et al., 2014).

La Administracion de Drogas y Alimentos de EE. UU. (FDA) define a los Alimentos médicos

como "un alimento que esta formulado para ser consumido o administrado por via enteral bajo la



supervision de un médico y que esta destinado al manejo dietético especifico de una enfermedad
o afeccion para la cual se establecen requisitos nutricionales distintivos, basados en principios
cientificos reconocidos, mediante evaluacion médica” (FDA, 2017). Este tipo de alimentos son
especificos para cierta poblaciones que necesitan dietas especiales para satisfacer su alimentacion

diaria (Hasler & Brown, 2009).

Alimentos para uso dietético personal, este tipo de alimentos al igual que los alimentos médicos
son formulados para un cierto tipo de poblacion que necesita ciertos nutrientes, pero a diferencia
de los anteriores, cuando el alimento se vende a consumidores minoristas se convierte en un
alimento para uso dietético personal. Estos alimentos se encuentran en el mercado para personas
que no toleren o degraden ciertos componentes que presenten un problema para la salud, como

pueden ser alimentos sin gluten o lactosa (Hasler & Brown, 2009).

3.3. Yogurt: un alimento funcional

La Norma Oficial Mexicana (NOM-181-SCFI-2010), define al yogurt como el producto obtenido
de la fermentacion de la leche, estandarizada o no, por medio de la accidon de los microorganismos
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus, teniendo como
resultado la reduccion del pH (NOM-181-SCFI, 2010). Las bacteris acido lacticas (BAL)
mencionadas, se consideran como cultivos iniciadores de la fermentacion lactica. Estos cultivos
se encuentran en una relacion 1:1. Existe una sinergia entre las BAL presentes en el yogurt, donde
se genera una cooperacion entre ambas cepas, para dar ciertas caracteristicas al yogurt, en el caso
de S. thermophilus produce acido piravico, acido férmico y CO., que son aprovechados por L.
bulgaricus para estimular su crecimiento y producir algunos péptidos y aminodcidos que son
aprovechados por S. thermophilus. La fermentacion producida por estos microorganismos se
caracteriza por la degradacion de carbohidratos presentes en la leche, como la lactosa, la cual es
degradada en 4cido lactico, en consecuencia se produce una disminucion de pH, ayudando a la
textura del yogurt, ya que cuando el pH esta cerca del punto isoeléctrico de la caseina, junto con
otras proteinas presentes en la leche forman un gel constituido por una estructura de red donde se
atrapan en su interior el resto de los componentes de las leche, incluyendo el agua (Hernandez &

Alfaro, 2003; Ruiz & Ramirez, 2009).



El descenso del pH tiene beneficios en las caracteristicas sensoriales del yogurt, garantizando una
adecuada consistencia, un agradable aroma y sabor peculiar, cuyos principales componentes son
aldehidos y cetonas, siendo acetaldehido y diacetilo los mas notables. Otro efecto positivo de la
disminucién del pH es la inhibicion de los microorganismos patdogenos que no crecen en ambientes
tan &cidos, como la Salmonela, el Staphylococcus aureus, ademés de otros microorganismos que

pueden deteriorar el producto (Herndndez & Alfaro, 2003; Diaz, 2015).

El yogurt es considerado un alimento funcional por contener probidticos, siendo una de las
propiedades mas destacables del yogurt su capacidad de reestablecer o mantener la microbidta
intestinal, la cual suele verse alterada por una mala alimentacidon y sobre todo, por infecciones

gastrointestinales y el abuso de medicamentos como los antibidticos (Hernandez & Alfaro, 2003).

3.3.1. Probidticos en yogurt

Los probidticos son microorganismos vivos, que, cuando se administran en cantidades adecuadas,
confieren salud al huésped (Puupponen-Pimid et al., 2002). Cabe destacar que para que un
microorganismo pueda ser considerado como probiotico debe cumplir ciertos criterios como no
ser patogenos, tolerar y sobrevivir las secreciones gastricas del tracto gastrointestinal superior,
competir por los sitios de adhesiéon en la superficie epitelial, colonizar el intestino, ser
genéticamente estable sin mecanismo de transferencia de plasmido, los productos metabdlicos de
la cepa no deben tener ninguna reaccidon patdgenica, toxica, mutagénica o cancerigena, demostrar
el efecto benéfico en pruebas clinicas, deben poseer buenas propiedades tecnoldgicas para soportar
y sobrevivir a las condiciones durante la fabricacion, procesamiento, almacenamiento y transporte
de los productos alimenticios, ademas de tener un nivel satisfactorio de viabilidad en el momento

del consumo (Gonzalez et al., 2014; Bajaj et al., 2015).

A. Streptococcus thermophilus

S. thermophilus son cocos bacilos gram positivos, dispuestos en cadenas de 0.7 a 0.9 um, no
esporulados, no moviles, anaerébicos, microaerdfilos o aerotolerantes, oxidasa, catalasa (Blanco,
2015). Dentro de las bacterias acido lacticas (BAL), tienen un metabolismo homofermentativo, ya
que fermentan los carbohidratos por la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas al convertir 1 mol de

glucosa en dos moles de acido lactico (Parra-Huertas, 2010).



B. Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus pertenecen al grupo de las BAL, son bacterias acido
lacticas heterofermentativas, por lo tanto, fermentan carbohidratos por la via de las pentosas. Se
caracterizan porque sus miembros son bacilos, ya sea largos o cortos, aunque también cocos que
se dividen como los bacilos, solamente en un plano, produciendo cadenas o tétradas de forma
ocasional y filamentos, falsamente llamados ramificados. Son gram positivos, con rara produccion
de pigmentos, aunque unas pocas especies los producen de color amarillo, naranja, rojo o pardo.
El tamafio de las bacterias en la leche es de 0.8-1 um de ancho y de 4-8 um de largo (Samaniego-

Fernandez & Sosa del Castillo, 2000).

3.3.2. Mecanismos de accion probiotica
El papel de los probidticos es importante porque el mantenimiento efectivo del sistema digestivo
y del sistema inmune estd influenciado por el equilibrio entre los millones de bacterias que

colonizan el intestino humano (Hager & Ghannoum, 2017).

Los probioticos ejercen numerosos beneficios fisioldgicos y de salud del hospedero que incluyen
la produccién de algunas enzimas digestivas y vitaminas, la produccién de sustancias
antibacterianas, influir en la composicion de la microbiota comensal, alteran el tejido epitelial del
anfitrion y el sistema inmunoldgico mediante la lucha contra las toxinas, mejoran la produccion
de acidos grasos de cadena corta, ademas de reducir el pH luminal en el colon (Aluko, 2012;

Alu’datt et al., 2015; Bajaj et al., 2015).

Los lactobacilos, generan peroxido de hidrogeno, reduciendo el pH luminal, y produce bactericinas
que inhiben el crecimiento de las bacterias patogenas, también producen una gran cantidad de
acido lactico, como L. salivarius, que ha demostrado su utilidad en el tratamiento de la infeccion
por Helicobacter pyloriy en la reduccion de la inflamacion de la mucosa gastrica, tienen la funcion
de restablecer la flora normal tras una gastroenteritis aguda, que disminuye la permeabilidad
intestinal y potencia el efecto barrera inmunologico, disminuyen la intolerancia a la lactosa,
ademas incrementan la actividad lactasica intestinal mejorando el trofismo del intestino. Una de

las caracteristicas importantes es la capacidad de adherirse a enterocitos y colonocitos, afectando
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la composicidon del ecosistema intestinal, algunas veces compiten con diversos patdogenos en su
adhesion al epitelio por medio de ciertos adhesivos y porque se alojan en sus lugares de anidacion,

impidiendo el crecimiento de enteropatdgenos (Carnicé, 2006).

3.4. Probioticos y polifenoles

Los polifenoles y los probioticos se combinan para obtener un producto con el potencial de obtener
mejores beneficios para la salud (Duda-Chodak et al., 2015). Se ha demostrado previamente que
la suplementacion de un yogur con un extracto acuoso de Pleurotus ostreatus aument6 los conteos
de S. thermophilus y L. bulgaricus. Ademas, contenia mas polifenoles y exhibia mayor actividad
antioxidante in vitro que el yogurt control, lo que sugiere que la adicion de extractos polifenolicos
podria ser una buena alternativa para mejorar el caracter funcional del yogurt (Pelaes Vital ef al.,

2015).

3.5. Aceites y grasas

Los aceites y grasas son substancias de origen vegetal o animal, que consisten en mezclas de
ésteres de glicerina con acidos grasos, que pueden ser mono, di y triglicéridos. Las grasas de los
alimentos son la principal fuente de energia para el organismo, aportan elementos indispensables
como vitaminas liposolubles, acidos grasos esenciales, esteroides precursores de hormonas, entre

otros, y ademas, son responsables de la palatabilidad y aroma de los alimentos (van Duijn, 2014).

3.5.1. Acidos grasos

Los écidos grasos (AG), son principalmente acidos de cadena lineal conteniendo de 4 a 24 4tomos
de carbono, que pueden ser saturados o insaturados; estas moléculas de origen lipidico estan
conformadas por triglicéridos, y estos a su vez estan constituidos por ésteres de 4cidos grasos con
glicerol, por lo tanto estos acidos grasos conforman una gran parte de los triglicéridos y de las
grasas y aceites. También tienen funciones importantes en el cuerpo aportando energia (9 kcal/g)
(Badui, 2006; Innis, 2007). Los 4cidos grasos pueden ser saturados o insaturados; acidos grasos

ramificados, los acidos grasos insaturados en la configuracion cis se asocian normalmente con
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efectos benéficos para la salud, mientras que los acidos grasos saturados se relacionan con efectos

perjudiciales o neutros (Williams, 2000; Gonzalez et al., 2014).

Los acidos grasos saturados estan presentes principalmente en las grasas animales y en algunas
vegetales como la de palma y el coco, en la grasa de la leche y derivados lacteos. Estas grasas
producen una elevacion en los niveles séricos de colesterol aumentando el riesgo cardiovascular.
Se clasifican ademas en cuatro subgrupos segun la longitud de su cadena: Acidos grasos de corta
(3 a 7 atomos de carbono), acidos grasos de cadena media (8 a 13 dtomos de carbono), acidos
grasos de cadena larga (14 a 20 atomos de carbono) o acidos grasos de cadena muy larga (21 o
mas atomos de carbono) (FAO, 2008). Son mas estables que los insaturados, ante la oxidacion; sin
embargo, en condiciones de temperatura mayor a 180 °C y en presencia de oxigeno, pueden sufrir

reacciones oxidativas (Badui, 2006).

Los dcidos grasos insaturados (AGI) se clasifican en monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados
(AGPI) seglin el nimero de instauraciones que presentan (Simopoulos, 2018). Los AGMI
presentan un efecto beneficioso sobre el perfil lipidico, en especial el 4cido oleico que genera
pocos derivados de cadena larga en situaciones fisiologicas. A nivel lipidico origina una reduccion
de triglicéridos, del colesterol total, y la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
las cuales se encargan del transporte del colesterol del higado a los tejidos a través de las arterias;
y cuando esta fraccion se encuentra en exceso se puede acumular en arterias y favorecer la
arterosclerosis. El acido oleico induce la elevacion de la fraccion de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) que se encargan de recolectar el colesterol de los tejidos y llevarlo al higado para
su excrecion, y con ello retirar el colesterol de arterias, evitando asi que se acumule (Calabresi,

2004).

Los AGPI son esenciales porque no pueden ser generados por nuestro metabolismo, deben ser
obtenidos de la dieta y se clasifican en dos familias, ®-3 y ®-6, de acuerdo a la ubicacion de la
ultima doble ligadura respecto del metilo terminal de AG. Dentro de los omega-3 se encuentra el
acido a-linolénico (ALA) (C18:3), el acido eicosapentanoico (EPA) (C20:5) y docosahexanoico
(DHA) (C22:6), que reducen la incidencia de enfermedades cardiovasculares, por la reduccion de

los niveles de triglicéridos en el plasma sanguineo, efectos antiarritmicos, antitrombdticos y
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antiinflamatorios. Se encuentran en aceites de pescado y algunos aceites vegetales. En el grupo de
los ®-6 se encuentra el acido linoleico (AL) (C18:2), su conjugado y el 4cido araquidonico (ARA)

(C20:4) (Michael et al., 2000; Maehre et al., 2015).

3.5.2. Efecto funcional de los dcidos grasos

Se han reportado diversos efectos beneficiosos de los acidos grasos insaturados, como lo es la
modificacion de las propiedades biofisicas de las membranas celulares, cambios en las vias de
sefializacion celular especificas y la expresion génica alterada. Uno de los efectos funcionales de
los acidos grasos son sus mecanismos cardioprotectores, modulan las propiedades de la membrana
celular cuando se incorporan a la bicapa de fosfolipidos y controlan los canales i6nicos de la
membrana para prevenir la arritmia letal, estos actlian sobre el canal de sodio y calcio presentes
en las membranas celulares, su funcion es la despolimerizacion del potencial de membrana,
reduciendo el ion citosolico libre de calcio de tipo L, en consecuencia se estabiliza la excitabilidad

eléctrica de los miocitos (Endo & Arita, 2016).

3.5.3. Mecanismos de accion de los dcidos grasos insaturados en dislipidemias

Se ha demostrado que los &cidos grasos insaturados disminuyen la sintesis de triglicéridos
hepaticos mediante la inhibicion de las actividades de la enzima diacilglicerol aciltransferasa,
acido graso sintasa y acetil-CoA carboxilasa. También incrementan la 3 oxidacion de los acidos

grasos al estimular los receptores peroxisoma proliferador activado (PPAR-a) (Chan et al., 2002).

La sintesis de novo de triglicéridos esta regulada por la proteina de union al elemento regulador
del esterol (SREBP) —1c, un factor de transcripcion del gen hepatico que estimula la sintesis de las
enzimas lipogénicas involucradas en esta via (Davidson, 2006). Los omegas 3 disminuyen el
deposito hepatico de triglicéridos al suprimir la transcripcion del gen SREBP-1c¢, inhibiendo asi la
sintesis de novo de &cidos grasos y triglicéridos. En consecuencia, disminuyen los triglicéridos en
plasma al inhibir la secrecion hepatica de VLDL-apoB tanto en humanos como en animales
experimentales, estos efectos pueden conllevar una lip6lisis mejorada a través de la estimulacion

de la actividad de la lipoproteina lipasa (Chan et al., 2002).
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Al menos 4 receptores nucleares se ven afectados por los acidos grasos y pueden regular el
metabolismo de los triglicéridos. Estos incluyen el receptor X hepatico (LXR), el factor nuclear 4
alfa de hepatocito (HNF-4a), el receptor farnesoide X (FXR), también conocido como receptor de
acido biliar y los receptores del peroxisoma proliferador activado (PPAR). Aunque el SREBP-1c¢
controla las enzimas lipogénicas, como la acetil coenzima A carboxilasa, la sintesis de acidos

grasos, estd bajo la regulacion de la LXR (Davidson, 2006).

El LXR se activa mediante la unién de ligandos como el oxisterol, que previene los niveles
excesivos de colesterol celular. Los acidos grasos no esterificados también son ligandos de LXR
y parecen competir con los oxisteroles por la activacion de LXR. La activacion de LXR previene
la toxicidad celular por colesterol al aumentar la expresion de genes que estimulan la sintesis de
acidos biliares (7- a -hidroxilasa, citocromo P450 [CYP] 7A) y la excrecion de colesterol en la
bilis e inhibe la absorcion intestinal de colesterol (Norlin et al., 2000; Davidson, 2006). LXR
también activa el transportador de casete de union de trifosfato de adenosina (ABC) Al para
promover el flujo de salida de colesterol a HDL, asi como a ABCGS5 y ABCGS para aumentar el
flujo de salida de las células hepaticas a los acidos biliares y de las células intestinales del lumen.
El resultado neto de estos efectos es la reduccion de colesterol celular. La activacion de LXR
también regula la sintesis de TG al aumentar la expresion de SREBP-1¢ (Yu et al., 2002; Davidson,

2006).

HNF-4 o se une a la acil coenzima A de cadena larga con alta afinidad. Mientras que la union de
los acidos grasos saturados estimula la transcripcion de HNF-4 a, la unién de los acidos grasos
poliinsaturados inhibe la transcripcion del gen HNF-4 o. HNF-4 o afecta a los genes que codifican
proteinas involucradas en el metabolismo tanto de las grasas como de los carbohidratos, incluidas
las apolipoproteinas CIII, Al, AIV en el metabolismo de las lipoproteinas, L-piruvato quinasa en

el metabolismo de los carbohidratos y CYP7A en la sintesis de acidos biliares (Davidson, 2006).

La activacion de FXR disminuye los niveles de triglicéridos al aumentar el aclaramiento hepatico
mediante la modulacidon de la actividad lipoproteinlipasa, induciendo PPAR- a e inhibiendo
SREBP-1c. Los acidos grasos poliinsaturados también se ha demostrado recientemente ser

agonistas de FXR (Davidson, 2006).
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Tanto los acidos grasos no esterificados saturados como los insaturados son los ligandos naturales
para PPAR. Se han identificado tres subtipos de PPAR (a, B v), que varian en la expresion y la
funcion biologica. PPAR-a reduce los niveles de triglicéridos a través de la disminucion de la
expresion de apolipoproteina CIII, que inhibe la lipoproteinlipasa, lo que mejora el catabolismo
de triglicéridos. A nivel celular, PPAR-o aumenta la oxidacion de los acidos grasos microsomales,
peroxisomales y mitocondriales. PPAR-a también induce lipoproteinas lipasa y proteinas de
transporte de acidos grasos, y mejora la diferenciacion de los adipocitos, lo que resulta en niveles
reducidos de triglicéridos. PPAR-a, B y vy parecen influir en el transporte inverso del colesterol y
aumentar los niveles de HDL. PPAR- a muestra una clara preferencia por la union de acidos grasos
poliinsaturados. Los acidos grasos poliinsaturados provocan sus efectos hipotrigliceridémicos al
suprimir de manera coordinada la lipogénesis hepatica mediante la inhibicion de SREBP-1c,
regulando al alza la oxidacion de los 4cidos grasos en el higado y el misculo esquelético a través
de la activacion de PPAR y mejorando el flujo de glucosa a glucogeno a través de la regulacion

negativa de HNF-4 o (Davidson, 2006).

3.6. Estrés oxidativo

En las células y en los organismos en condiciones normales se mantiene un balance entre la
produccion de radicales libres y especies reactivas con los sistemas antioxidantes. Cuando se
rompe este balance los radicales libres pueden dafiar ADN, proteinas y lipidos. Las consecuencias
de las reacciones de los radicales libres con los diferentes compuestos celulares pueden ser muy
variadas, pero siempre de importancia bioldgica y con consecuencias irremediables a corto,

mediano o largo plazo (Valko et al., 2007; Avelar et al., 2015).

El estrés oxidativo ha sido implicado en varias condiciones patologicas involucradas en
enfermedades vasculares, cancer, desordenes neuroldgicos, diabetes, envejecimiento, entre otras
enfermedades (Valko et al., 2007). Ademas, se ha demostrado que el estrés oxidativo a través de
la produccion elevada de especies reactivas de oxigeno (ROS) promueve la obesidad, la

hiperglucemia, la hiperlipidemia que es probablemente debido a la mayor incidencia de la
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disfuncion mitocondrial y a que la produccion de superdxido se ha asociado con la acumulacion

de grasa (Auberval et al., 2015; Medina et al., 2015).

3.7. Polifenoles como antioxidantes

Los polifenoles son considerados como antioxidantes exdgenos, debido a que provienen de la dieta
(Escorza et al., 2009). Numerosos estudios in vitro han demostrado que los compuestos
polifendlicos pueden captar directamente las especies moleculares reactivas de oxigeno tales como
el radical superdoxido (Oze), el peroxido de hidrogeno (H203), el radical hidroxilo (HO¢), oxigeno
singlete ('02) o radicales peroxilo (RO2¢). Los polifenoles (Williamson & Manach, 2005;
Quinones et al., 2012) poseen caracteristicas estructurales ideales para su accion antioxidante,
debido principalmente a su capacidad para donar 4&tomos de hidrégeno o electrones (Shi & Noriko,

2001).

3.8. Compuestos fenolicos

Los compuestos fitoquimicos fenodlicos son una clase de compuestos organicos aromaticos (Figura
1), su estructura se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos fendlicos con grupos

hidroxilo en su estructura (Williamson & Manach, 2005; Quifiones et al., 2012).

Se trata de metabolitos secundarios procedentes del reino vegetal; encontrandose en los frutos,
hojas y diversos alimentos y bebidas, tal es el caso del vino y la soya que contienen resveratrol e
isoflavonas, respectivamente (Creus, 2004). Debido a sus diversas funciones biologicas son de
importancia para el crecimiento y la reproduccion de las plantas. Estas moléculas son sintetizadas
ante diferentes estimulos actuando como fitoalexinas, atrayentes para polinizadores, pigmentos
que proporcionan color a flores y frutos y como defensa de la planta ante su entorno (Popa et al.,
2007; Lattanzio, 2013). A los polifenoles se les atribuye la mayoria de los colores amarillo, rojo y
azul en las frutas; la cantidad dependerd del grado de madurez, variedad, clima, suelo, ubicacion

geografica y almacenamiento del fruto en cuestion (Lampila et al., 2009; Haminiuk et al., 2012).
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Figura 1. Estructura basica del fenol.

Su consumo no es esencial debido a que no son considerados nutrientes, sin embargo, su ingesta
diaria es 10 veces superior a la vitamina C, siendo la principal fuente de antioxidantes dentro de
la dieta (Quifiones et al., 2012). Su consumo evita el dafio oxidativo, lo que previene el

envejecimiento y enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Haminiuk et al., 2012).

Son compuestos ampliamente estudiados debido a que se les ha atribuido propiedades saludables
para el cuerpo humano como lo son actividades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas,
antialérgicas, vasodilatadoras, vasoprotectoras, antitromboticas, antiinflamatorias,
antiapoptoticas, antilipémicas y antiateroscleréticas (Ferguson et al., 2004; Schroeter et al., 2006;
Del Rio et al., 2010; Quifiones ef al., 2012). Muchas de estas funciones biologicas son atribuidas
a su efecto antioxidante de manera directa como secuestrantes de radicales libres y de manera

indirecta como quelantes de iones metalicos pro-oxidantes (Ignat et al., 2011; Delgado, 2015).

3.8.1. Clasificacion de los compuestos fendlicos

Los fenoles pueden ser clasificados de diversas formas, siendo la mas comun la que se basa en el
numero de anillos fenolicos y los elementos unidos a estos. Los principales grupos de polifenoles
son: acidos fendlicos (derivados del 4cido hidroxibenzoico o del acido hidroxicindmico) (Figura

2), estilbenos, lignanos, taninos y flavonoides (Figura 3) (Santhakumar ez al., 2018).
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Figura 2. Estructura de dcidos fendlicos o fenoles simples con estructura de 6 carbonos (A4), dacido
fenilacético (B), acidos benzoicos (C) y acidos hidroxicindmicos (D). Las diferentes estructuras de los
dcidos benzoicos y los acidos hidroxicinamicos (Santhakumar et al., 2018).

A. Fenoles simples, aldehidos fenolicos y acidos fenolicos

Acidos fenélicos: representan un tercio de los fenoles dietéticos; estan presentes en forma libre y
conjugada con otros compuestos. Los acidos fenolicos se clasifican en dos subgrupos: los acidos
hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos (Haminiuk et al., 2012). Los derivados del acido
hidroxibenzoico, cuentan con una estructura C6-C1, forman parte de estructuras complejas como

taninos hidrolizables. Los principales representantes incluyen al acido galico, p-hidroxibenzoico,

protocatechuico, vanilico y siringico (Manach et al., 2004; Ignat et al., 2011).

Los derivados del acido hidroxicinamico son compuestos aromaticos C6-C3, incluyen el acido p-

cumarico, cafeico, fertilico y sinapico, que se encuentran unidos a otros compuestos como el acido

clorogénico que es un éster de los acidos quinico y cafeico (Bravo, 1998; Ignat et al., 2011).
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B. Estilbenos

Los estilbenos son sintetizados por la adicién de 1 a 3 moléculas de malonil-CoA con acidos
cindamicos, que se derivan de la ruta biosintética de fenilpropano. Un estilbeno es, por definicion,
el 1,2-difenileteno. Agrupados con bibenziles, que también tienen un esqueleto C6-C2-C6, forman
la familia de estilbenoides (Goyal et al., 2012). Se encuentran en plantas superiores y funcionan
como fitoalexinas y reguladoras del crecimiento. A estos se les asigna un papel de fungicidas
ademas de proteger los arboles contra el ataque de los insectos. El mas representativo de este grupo
es el resveratrol (3,4,5-trihidroxiestilbeno), que se encuentra normalmente en la piel de las uvas
en mayor cantidad, donde se produce como una sustancia quimica por las plantas en respuesta a
factores como el estrés, rayos ultravioleta (UV) y en defensa de ciertos hongos, en humanos se le
considera como compuesto con actividad antioxidante, actividad protectora del sistema
cardiovascular, efecto antiinflamatorio y antiagregante plaquetario (Jang et al., 1997,
Belguendouz, & Delpal, 1999; Hung et al., 2000; Orallo et al., 2002; Wang et al., 2002; Frémont,
Giilgin, 2010; Beltran, 2013).

C. Los lignanos y neolignanos

Los lignanos y neolignanos son dimeros naturales del fenilpropano, cuya biosintesis esta
controlada enzimdticamente y proporciona varios enlaces entre las cadenas de carbonos de
propano. Cuando las unidades de fenilpropano estan unidas por enlaces C-C en las posiciones 8 y
8', el compuesto se considera un lignano. Si los dimeros fenilpropano estan unidos por medio de
distintos enlaces C-C 8-8', se trata de un neolignano (Moss, 2000). Por lo tanto, hay neolignanos
que contienen enlaces 8-O-4', 3-O-4' (oxineolignanos), 3-3', 8-3', 1-3', etc. (Stevanovic et al.,

2009).

Los lignanos son parte del sistema de defensa quimica de la planta y tradicionalmente se
consideran metabolitos secundarios del duramen (Willfor et al., 2006). Son reconocidos por su
actividad fitoestrogénica, actiian en el organismo como hormonas naturales (estrégenos), aunque
con menor potencia. Asi, si el cuerpo produce un exceso de estrogenos, los fitoestrégenos pueden
bloquear parcialmente sus efectos negativos, en contra, si existe una deficiencia, pueden llenar
algunas necesidades. Los lignanos también se consideran potentes antioxidantes y agentes anti-

inflamatorios (Stevanovic et al., 2009; Aehle et al., 2011).
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D. Flavonoides

Los flavonoides comparten la misma ruta biosintética de la lignina y estan representados por
compuestos que tienen esqueleto C6-C3-C6, es decir, una porcion en la base de fenilpropano. Son
moléculas ampliamente distribuidas en las plantas que se consumen comtinmente en las frutas,
verduras y bebidas como el vino y el té. Su estructura molecular se caracteriza por un esqueleto de
carbono tipo difenil 1,3-propano que comprende 15 dtomos de carbono divididos en dos anillos de
benceno A y B interconectados por la estructura ciclica a tres &tomos de carbono. Los flavonoides
juegan un papel clave en la pigmentacion, la defensa quimica contra los depredadores y la
reproduccion de las plantas. Varios subgrupos de flavonoides existen en funcion del grado de
insaturacion y oxidaciéon del heterociclo como son las flavonas, flavanonas, antocianidinas,
1soflavonas, etc (Abbas et al., 2017). Los flavonoides generalmente existen en la naturaleza en
forma hidroxilada, que también se puede combinar con diversas moléculas (por lo general por la
parte aglicona de muchos glucésidos), lo que explica la gran variedad de estos compuestos. La
presencia de hidratos de carbono o grupos metilo en el hidroxilo fenodlico es muy frecuente

(Manach et al., 2004; Stevanovic et al., 2009; Quifiones et al., 2012).

Glucosidos (glicosidos de flavonoles), principalmente kaempferol, quercetina y miricetina son
polifenoles predominante en el follaje de las plantas vasculares. Los flavonoles representan un
marcador de plantas lefiosas en la naturaleza (Stevanovic et al., 2009). Las antocianidinas (del
griego anthos, flor y kyanos, azul) son uno de los pigmentos més importantes de las plantas; su
solubilidad en agua los distingue de pigmentos lipdfilos tales como clorofila y B-caroteno. Ellos
son responsables de tonalidades azules, color de malva, ptrpura, rojo, escarlata, naranjas brillantes
de plantas superiores (Davies et al., 2016). La hidroxilacion del anillo A de las antocianidinas es
siempre del tipo 5,7-dihidroxi, mientras que el anillo B esta hidroxilado en el 4' y los sustituyentes
en los carbonos 3'y 5' variaran con el compuesto. Las antocianinas, a su vez, son los glicosidos de
las antocianidinas; por tanto, son solubles en agua. Aunque para la mayoria de los flavonoides, la

cadena de propano alifatico se incluye en un heterociclo de pirano, también
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hay otras moléculas para el que la cadena presenta diferentes esqueletos: chalconas, auronas e

1soflavonas (Stevanovic et al., 2009).

Las isoflavonas tienen estructuras similares a los estrogenos, se encuentran en las leguminosas, a

partir de estas y las uvas se obtienen la epigalocatequina (Vitale et al., 2013). Las

proantocianidinas o taninos condensados, estdn formadas por dimeros, oligdmeros y polimeros de

catequinas (Weber et al., 2007).

E. Taninos

Los taninos son compuestos polifendlicos, solubles en agua, cuya masa molar estd comprendida

entre 500 y 3000 Da. Ademas de presentar las reacciones caracteristicas de fenoles, son capaces
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de precipitar los alcaloides, gelatina y otras proteinas (Ignat et al., 2011; Haminiuk ef al., 2012).
Esta reactividad con las proteinas es una propiedad que ejercen sobre el colageno de la piel durante
su transformacion en cuero. Los taninos estdin muy extendidos en el reino vegetal, el contenido y
la naturaleza varian de una especie a otra. Se distinguen, en funcion de su estructura y propiedades,
dos tipos de taninos: taninos hidrolizables y taninos condensados. Asi, mientras que los taninos
condensados estan presentes en la mayoria de las plantas vasculares, los taninos hidrolizables se

limitan generalmente a las dicotileddneas (Stevanovic et al., 2009; Falcao et al., 2013).

El papel bioldgico de taninos en plantas se relaciona principalmente con la proteccion contra las
infecciones, insectos o incluso contra los herbivoros. Estas propiedades estan relacionadas
principalmente con su capacidad de interactuar con la proteina, de quelar metales y su actividad
antioxidante. Estas tres capacidades combinadas con sus efectos antiinflamatorios y
antiproliferativos explican los efectos beneficiosos de los taninos sobre la salud humana

(Stevanovic et al., 2009).

Taninos hidrolizables. Generalmente, los taninos hidrolizables tienen un peso molecular mas bajo
y precipitan mucho menos las proteinas que los taninos condensados. Se caracterizan por una parte
central que consiste en un poliol (generalmente glucosa) cuyas funciones hidroxilo estan
esterificadas con acido galico. Hay dos tipos de taninos hidrolizables: a) los galotaninos que se
liberan del acido gélico y sus derivados galloilados y b) los elagitaninos que se liberan por

hidrdlisis de acido galico y acido elagico, hexahidroxidifénico, valonico, etc (Arapitsas, 2012).

Taninos condensados o proantocianidinas. Las proantocianidinas o taninos condensados son
oligbmeros o polimeros de flavan-3-oles y flavan-3,4-dioles. Su nombre, proantocianidinas, es
debido a que forman, tras su degradacion por el 4cido clorhidrico en medio alcohoélico, pigmentos
antocianicos de coloracion roja, incluyendo la cianidina y en algunos casos la delfinidina. Las
proantocianidinas se pueden clasificar en dos categorias en funcion del grado de polimerizacion
de sus unidades monomeéricas: oligdmeros (desde los dimeros hasta los pentdmeros) y polimeros

(a partir de los hexameros) (Chai et al., 2018).
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La diversidad de las unidades de monomero y el tipo de enlaces interflavanicos que unen a sus
monomeros, provocan que exista un numero considerable de diferentes proantocianidinas.
Dependiendo del nimero y posicion de los grupos hidroxilo que se encuentran en el nucleo
flavanol, hay diferentes clases de proantocianidinas, las procianidinas, prodelfinidinas, las
profisetinidinas, las prorobinetinidinas, los proguibourtinidinas, la proteracacinidinas, los
proapigenidinas, los proluteolinidinas, los protricinidinas, las propelargonidinas, entre otros

(Stevanovic et al., 2009).

Las procianidinas son oligémeros y polimeros compuestos de unidades flavan-3-oles. Las dos
unidades monoméricas mas abundantes son el (+) - catequina y (-) - epicatequina. Este tltimo
también puede estar presente en la forma esterificada con acido galico. En cuanto a los dimeros,
se pueden encontrar dos tipos de procianidinas: las procianidinas de tipo B que resulta de la
condensacion de dos unidades de flavan-3-ol unidos entre si por un enlace inter-mondémero
preferiblemente de tipo C4-C8 y el tipo de procianidinas A vinculadas preferentemente por enlaces
C4-C6 y que incluyen, ademads, un enlace éter entre el oxigeno del carbono 5 (C5) o del carbono
7 (C7) de la unidad terminal y el carbono 2 (C2) de la unidad superior. Las procianidinas del tipo
A, menos abundantes que la de tipo B, se pueden obtener de estas ultimas a través de una oxidacion
intramolecular. Los taninos condensados durante mucho tiempo han sido nombrados
leucoantocianidinas debido a su falta de color. Actualmente se reserva este nombre a compuestos

del tipo flavan-3,4-diol (Gu et al., 2002).

3.8.2. Efecto funcional de los polifenoles
En el transcurso de los tultimos 20 afios, los polifenoles han sido estudiados por su posible
participacion en la prevencion de enfermedades cronicas como las cardiovasculares, céancer,

osteoporosis, diabetes mellitus y las neurodegenerativas (Daglia, 2012).

Los estudios de laboratorio indican que los efectos antiobesidad de las dietas ricas en polifenoles
pueden atribuirse a la capacidad de los polifenoles para interactuar, directa o indirectamente, con
los tejidos adiposos (preadipocitos, células madre adiposas y células inmunitarias), como las
catequinas del t¢ verde y los galatos de epigalocatequina y curcumina (Wang et al., 2014). El

galato de epigalocatequina inhibe la diferenciacion de preadipocitos, disminuye la proliferacion
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de adipocitos, induce la apoptosis de los adipocitos, suprime la lipogénesis y promueve la lipolisis

y la (B) -oxidacion de acidos grasos (Moon ef al., 2007; Chan et al., 2011).

3.8.3. Mecanismos de accion de los polifenoles en dislipidemias

Los polifenoles tienen diferentes estructuras quimicas, por lo que podrian estar involucrados en el
metabolismo de lipidos a través de mas de un mecanismo (Galleano et al., 2012), entre los que se
han demostrado la modulacion de la actividad de diferentes enzimas y la expresion de los factores

de transcripcion involucrados en la sintesis de triglicéridos y colesterol (Lee et al., 2015).

La proteina de union al elemento regulador de esterol 2 (SREBP2) es un factor de transcripcion
clave en la regulacion de la homeostasis del colesterol celular e induce la transcripcion de la 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMGCR) (Miserez et al., 2002; Lee et al., 2015).
SREBP?2 se ancla en las membranas del reticulo endoplasmico (precursor SREBP2, pSREBP2) y
se transfiere al nucleo (SREBP2 maduro, mSREBP2) antes de regular la transcripcion de su gen
objetivo (Rawson, 2003). El nivel de transcripcion de SREBP2 se redujo mediante el tratamiento
con polifenoles, como resultado de la reduccion en mSREBP2, y la transcripcion de HMGCR

disminuyo (Lee et al., 2015).

Los polifenoles pueden actuar directamente sobre el sitio activo de la HMGCR o, indirectamente,
al aumentar el tamafio de las gotas de lipidos (triglicéridos), lo que reduce la accesibilidad del
sustrato a la enzima. También se han relacionado con un aumento en la expresion hepatica del
receptor activado por el proliferador de peroxisoma (PPAR) y la carnitina palmitoiltransferasa-1,
que estan involucradas en la lip6lisis, y a una expresion disminuida de las enzimas involucradas
en la lipogénesis, incluida la acido graso sintasa y 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) -coenzima A

reductasa (Galleano et al., 2012).

Otro de los mecanismos mencionados es el aumento de la oxidacidon de los acidos grasos debida a
la activacion de la sefalizacion mediada por adiponectina a través de un aumento de la expresion
del ARNm de los receptores de adiponectina hepatica AdipoR-1 y AdipoR2, y AdeletR1 del

musculo esquelético (Galleano et al., 2012).
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AMP (AMPK) es un sensor celular del metabolismo energético y un regulador del metabolismo
del colesterol y la glucosa y del metabolismo de los lipidos hepaticos (Luo ef al., 2005; Steinberg
& Kemp, 2009; Carling et al., 2012). La activacion de AMPK por fosforilacion suprime la
biosintesis de colesterol de HMGCR, inhibiendo la actividad enzimdtica y bloqueando la
biosintesis del colesterol hepatico (Steinberg & Kemp, 2009; Lee et al., 2015). Aunado a esto, la
inhibicion de la AMPK en la ruta de mTOR activa el proceso de autofagia, que degrada las gotitas
de lipidos y mejora la acumulacion de lipidos hepaticos y la esteatosis hepatica (Kim et al., 2011;
Mihaylova & Shaw, 2011). AMPK fosforila directamente la proteina de union del elemento
regulador del esterol 2 (SREBP2), que inhibe la translocacién nuclear de SREBP2, disminyendo
la transcripcion de HMGCR (Li et al., 2011; Lee et al., 2015). Los polifenoles, especificamente
algunos flavonoides han sido identificados como activadores de AMPK, esta activacion suprime
la sintesis de &cidos grasos en los hepatocitos y la adipogénesis en los adipocitos (Liu et al., 2011;
Ono & Fujimori, 2011), ademads, reducen las concentraciones plasmaticas de LDL (Hooper et al.,

2008).

Otro de los mecanismos es la reduccién de la expresion de la Acetil-CoA acetil transferasa
citosolica (ACAT?2). Los ésteres de colesterol se almacenan en gotitas de lipidos y el colesterol
libre se eliminan de las células. ACAT?2 sintetiza la formacion de ésteres de colesterol a partir de
colesterol libre y acidos grasos, y la expresion reducida de ACAT?2 indica una sintesis disminuida
de ésteres de colesterol y un aumento posterior en el flujo de salida de colesterol. ACAT2 podria
estar implicada den la regulacién por varios mecanismos, incluida la disminucion de la expresion
de ACAT?2 por la inhibicion de HNF4a dependiente de AMPK, un factor de transcripcion de la
expresion de ACAT2 (Hong et al., 2003; Pramfalk et al., 2009). La fosforilacion del Factor
nuclear del hepatocito 4o (HNF4a) por AMPK reduce la estabilidad de unién al ADN, suprimiendo
la expresion del gen diana, incluyendo ACAT2 (Chavalit et al., 2013; Lee et al., 2015).

3.8.4. Alimentos funcionales con polifenoles

Como se menciono anteriormente, dentro de los alimentos funcionales se encuentran aquellos a
los que se les agregan ingredientes funcionales, como por ejemplo los compuestos fendlicos.
Segin Gonzalez (2014) se han llevado a cabo multiples desarrollos, que tienen en comun la

aplicacion de compuestos fendlicos y extractos vegetales, ricos en estos metabolitos, durante la
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elaboracion de productos lacteos con el objetivo de mejorar su calidad (tecnoldgica y nutricional)
e incrementar sus propiedades funcionales. La interaccion entre los alimentos lacteos y los
compuestos fendlicos es determinada por las proteinas, los mecanismos de interaccion especificos
entre proteinas y polifenoles juegan un papel fundamental en la determinacion de las propiedades
funcionales que adquieren los productos lacteos. Han et al. (2011) estudiaron la inclusion de
extractos de uva, arandano rojo y té verde como ingredientes funcionales en la elaboracion de
queso, notando que la actividad anti-radical del alimento aumenta considerablemente (Han ef al.,

2011; Gonzalez et al., 2014).

Beltran (2013) produjo un yogurt, como alimento funcional donde se encapsulo resveratrol (3,5,4’-
trihidroxiestilbeno), para la proteccion de su bioactividad y estabilizacion. Vivas et al. (2016), a
partir del lactosuero y pulpa de curuba, desarrollaron una bebida funcional refrescante rica en

antioxidantes, obteniendo una muy buena aceptacion por parte de los consumidores.

A. Alimentos funcionales que contienen polifenoles de encino

Las especies de encino contienen una gran cantidad de polifenoles, estos compuestos fenolicos
presentes en la madera, bellotas, ramas y hojas, se han usado desde hace mucho tiempo. La madera
de encino se usa en la fabricacion de barriles para el envejecimiento del vino, durante este proceso
hay una extraccion de los compuestos fendlicos presentes en la madera de la barrica, influyendo
en la calidad de la bebida, ademds los compuestos fendlicos solubilizados de la madera mejoran
el sabor; se produce una oxidacidon de algunos compuestos fenolicos por el oxigeno atmosférico
presente en la barrica que produce una reduccion de la astringencia y cambios de color (Alafion et

al.,2011).

En Ogliastra, Italia se consumia un pan de bellota de encino de Quercus, en el cual era preparado
por los antiguos habitantes. En América los pueblos indigenas del norte usaban las bellotas de
Quercus ilex subsp. Ballotta Samp para la produccion de una gran variedad de ingredientes como

harina, aceite y bebidas (Claudia, 2013).

3.9. El género Quercus
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Dentro de la familia Fagaceae se encuentra el género Quercus, el cual se distribuye por todo el
mundo, en regiones tropicales y subtropicales, pero sobre todo en bosques templados del
hemisferio norte, aunque se han encontrado incluso en lugares secos como sureste de Asia y
nororiente de Africa. Dentro de América se localiza desde Canada hasta Colombia (Romero et al.,
2002; Valencia, 2004). No se conoce la cantidad exacta de especies de este género debido a la
cantidad de sinonimos existentes, la complejidad de su clasificacién taxondmica, la variabilidad

morfoldgica y su capacidad para formar hibridos (Romero ef al., 2002).

Dentro del género Quercus se encuentran dos subgéneros: Cyclobalanopsis y Quercus (Valencia,
2004). El subgénero Quercus es representado por 3 secciones Quercus (encinos blancos) con 81
especies, Lobatae (encinos rojos) con 76 especies, y Protobalanus (encinos intermedios o de copa
dorada) (Valencia, 2004). El género puede presentarse con arboles o arbustos de corteza gruesa,
tallos lefosos, hojas coriaceas (diferentes tipos de apice, textura, tamafo y color), y presencia de

bellotas.

3.9.1. Distribucion del género Quercus en México

El territorio mexicano es reconocido por ser un centro mundial de diversidad para el género
Quercus (Valencia, 2004). Estas especies constituyen parte de la vegetacion presente en Sierra
Madre Oriental, occidental y sur, en la sierra del norte de Oaxaca y en las de Chiapas y de Baja
California, asi como en el Eje Volcénico Transversal. En clima caliente se presentan en forma de
manchones a lo largo de litorales desde Nayarit y Tamaulipas hasta Chiapas a excepcion de
Yucatan y Quintana Roo (Rzedowski, 2006). Se consideran aproximadamente entre 400 y 500
especies del género distribuidas por el mundo de la cuales 161 se encuentran en México y 109 son
endémicas del pais, esto representa una tercera parte respecto a la existentes a nivel mundial

(Manos et al., 1999).

En México los encinos son utilizados para diversos fines, siendo el uso principal el maderable,
medicinal (tratamiento de algunas enfermedades), alimenticio (harinas, pan), forraje (alimentacion
caprino y porcino), artesanal (arreglos navidefos), taninos y colorantes (curtir pieles y fijar
colores) (Luna-José¢ et al., 2003). El uso medicinal del encino, principalmente como infusiones,

esta asociado a las etnias indigenas. Moreno-Jiménez et al. (2015) demostraron que Q. sideroxyla
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tenia actividad antiinflamatorias y antiproliferativa, al administrar a ratones infusiones como unica

fuente de bebida (Moreno-Jimenez et al., 2015).

En el caso especifico de Michoacan, los encinos satisfacen 80% de las necesidades energéticas en
forma de lena y carbon (Arizaga et al., 2009). Después de los pinos (Pinus sp.), los encinos
constituyen el recurso forestal mas importante de México. Teniendo en cuenta lo anterior, se
considera que los volumenes de cortezas de esta especie son considerables, por lo que resultaria
oportuno su estudio con el objetivo de proponer nuevas aplicaciones que permitan su

aprovechamiento racional.

Las estructuras del arbol de encino a las que se les ha dado uso son la corteza, bellotas, agallas,
savia, hoja, flor y yemas. Cabe destacar que la parte mas usada es la corteza ya que en esta se
concentra una gran cantidad de componentes quimicos, como los taninos (&cido taninico), que

tienen propiedades de astringente, tonico y antiséptico (Ponce, 1946).

Dentro de las especies de Quercus con distribucion amplia se encuentra Q. crassifolia, también
conocido por encino chicharrén, encino colorado, encino prieto, encino roble, encino hojarasco y
encino huaje. Se presenta en forma de arbolillo que va de los 2 a los 15 metros de altura, con un
tronco que puede llegar a ser hasta de un metro de didmetro; se reconoce por sus hojas aristadas
con el envés lanoso amarillo o café. Se distribuye ampliamente entre los estados de Chiapas,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacéan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi, Tlaxcala y Veracruz (Valencia, 2004).

3.9.2. Polifenoles identificados dentro del género Quercus

Dentro de la literatura se han reportado diversos compuestos fenolicos presentes en diferentes
especies del género Quercus, en flores, hojas madera, corteza y bellotas, sobre todo taninos
hidrolizables, taninos condensados, flavonoides y acidos fendlicos (Cuevas-Reyes et al., 2016)

(Tabla 1).

En diversas investigaciones se ha determinado la presencia de diferentes compuestos fendlicos en

los diversos tejidos provenientes de especies de encino, encontrandose desde compuestos fenolicos
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de bajo peso molecular en la madera de Q. robur, como acido galico, acido protocatéquico, p-
cumarico y elagico, hasta elagitaninos, que son polifenoles de alto peso molecular, tales como la
castalagina, las roburinas AE, la grandinina y la vescalagina (Alaién et al., 2011). Cabe destacar
la alta concentracion de compuestos fendlicos presentes en las cortezas de estos mismos arboles,
donde han sido detectados &cido fendlicos como el acido protocatéquico, acido clorogénico, acido
siringico, &cido vanilico, acido elagico, acido cinamico, acido ferulico y 4cido benzoico, en Q.

serrata (Tuyen et al., 2016).

En las especies mexicanas de encino, también se han detectado y cuantificado acidos fendlicos y
los flavonoides en extractos de hojas de Q. resinosa, siendo el 4cido galico mas prominente, acido
protocatéquico, 4-hidroxibenzoico, catequina, acido vanilico, acido siringico, galato de
epigalocatequina, epicatequina, vainillina, 4cido benzoico, &cido salicilico, acido clorogénico y
acido cafeico (Rocha-Guzman et al., 2012), mientras que en cortezas de Q. eduardii, se
identificaron: procianidina monogallato, procianidina dimero, procianidina dimero monogallato,
procianidina trimero, procianidina tetrdmero que estan presentes en altas concentraciones

(Rosales-Castro et al., 2011).

En la industria de la madera se generan algunos desechos propios de los arboles, tal es el caso de
las cortezas. La corteza tiene la funcion de la proteccion del arbol. Dedrie ef al. (2015) estudiaron
las cortezas de Q. robur'y Q. petrae, encontrando acidos galicos y elagicos, asi como derivados de

catequinas y otros taninos (Dedrie et al., 2015).

Los extractos crudos de corteza de Quercus robur, considerados como residuos de la industria
forestal, contienen una alta concentracion de fenoles y con notables propiedades antioxidantes.
Las extracciones pueden obtenerse mediante simples procedimientos de la materia prima de
desecho existente, reduciendo la necesidad de una etapa de procesamiento adicional y con esto se
pueden obtener aplicaciones como aditivos en productos nutracéuticos y funcionales (Dro6zdz &

Pyrzynska, 2018).

Teniendo en cuenta la riqueza en polifenoles dentro de las cortezas del género Quercus es

necesario ampliar los conocimientos sobre la composicion quimica y las propiedades bioldgicas,
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en particular de los compuestos polifenolicos, de cortezas de especies del género Quercus propias
de México, debido a la carencia de investigaciones sobre este tema y plantear sus posibles
aplicaciones como parte de la formulacion de nuevos alimentos funcionales, productos

cosmecéuticos y/o farmacéuticos.

Tabla 1. Polifenoles identificados dentro del género Quercus.

Compuesto fenolicos Ejemplos Referencia

Taninos hidrolizables Elagitanina (Nonaka et al., 1989;
Castalagina Hervé-du-Penhoat et al.,
Stenophyllanin 1991; Yarnes et al.,

Flavonoides

Acidos hidroxicinamicos

y dihidroxibenzoicos

Acutisimina B
Mongolinina A
Cocciferina D3, D2,
Acido elagico
Roburina A, B, C, D, E
Tellimagrandin
Casuarictin

Vescalagina

Catequina (flavonoide)
Kaempferol (flavonol)
Quercetina (flavonol)

Naringina (flavonoide)

Acido galico (flavonoide)

Acido fertlico
Acido clorogénico
Acido vanilico

Acido cafeico

2006; Moctezuma et al.,
2014; Cuevas-Reyes et
al., 2016)

(Conde & Cadahi, 1998;
Yarnes et al., 2006;
Rivas-Arreola, et al.,
2010; Moctezuma et al.,
2014; Cuevas-Reyes et
al., 2016)

(Karonen et al., 2004;
Yarnes et al., 2006;

Rivas-Arreola et al.,

2010)
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3.9.3. Toxicidad del género Quercus

Aunque los polifenoles han mostrado ser seguros en diversos estudios toxicoldgicos como es el
caso del t¢ verde (Jain & Sethi, 1991), extracto del fruto, piel y semilla de uva (Bentivegna &
Whitney, 2002), manzana (Shoji et al., 2004), hojas secas de guandbana (Annona muricata L.)
(Poma et al., 2011) y hojas de Psidium guajava (Rodriguez Amado et al., 2013), en relacion a los
encinos, pocos estudios se han podido encontrar en la literatura cientifica. Flaoyen ef al. (1999),
administraron hojas de encino (Q. robur) durante tres dias a ovejas, en dosis diarias de hasta 50
g/kg de peso, no se presentaron signos de toxicidad. Se realizo una prueba de toxicidad aguda en
ratones y una prueba de toxicidad subcronica en conejos, a los cuales se les administr6 via enema
un extracto de frutos de Q. infectoria, llegando a utilizar concentraciones 300 veces mas grandes
que las que son comunmente utilizadas para humanos en la medicina tradicional. No se presentaron
muertes ni diferencias con el grupo control, ni efectos adversos causados por el extracto en ninguna

de las pruebas (Iminjan ef al., 2014).

Sin embargo, no existen reportes toxicologicos respecto al uso de especies mexicanas de Quercus,
lo cual limita nuestra comprension acerca de los posibles riesgos a los que pudiera exponerse la
poblacion mediante su uso por via oral, inhalatoria o topica. Lo anterior es hasta cierto punto
preocupante, ya que en México, las cortezas de encino son ampliamente utilizadas por la medicina
tradicional para tratar diferentes patologias, tales como dolor estomacal, quemaduras, infecciones,

entre otras ( José-Luna, et al., 2003; Berahou et al., 2007).

3.10. Pruebas de toxicidad oral

A diferencia de Japon y la Union Europea, en donde se han regulado los alimentos funcionales,
exigiendo se cumpla con caracteristicas como efectividad en estudios clinicos, seguridad en
estudios clinicos y no clinicos, determinar los componentes activos efectivos (Clydesdale, 1997;
Shimizu, 2003), en México no existe regulacion para los alimentos funcionales. Sin embargo, La
Comision Federal para la Proteccion Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), agencia reguladora

en México en materia alimentaria, desde 2014, solicita a las empresas productoras de alimentos
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que se realicen estudios toxicologicos in vitro o en animales para demostrar la calidad, seguridad

y eficacia de nuevos ingredientes, y cuyos resultados puedan extrapolarse a humanos.

Entre los atributos de calidad de un alimento se encuentran las caracteristicas nutricionales,
sensoriales, de servicio e inocuidad. Este ultimo es un requisito basico de la calidad, que implica
la ausencia de contaminantes, adulterantes, toxinas y cualquier otra sustancia que pueda hacer al

alimento nocivo para la salud (Mercado, 2007).

En el presente estudio, para conocer con seguridad de que el extracto de Q. crassifolia pueda ser
incluido en el disefio de un alimento funcional para humanos, como nuevo ingrediente funcional,
es necesario llevar a cabo estudios toxicologicos en animales de experimentacion, como son las
pruebas de toxicidad oral aguda y a dosis repetida, las cuales, ademas pueden ser una herramienta

para establecer la dosis que puede ser administrada para consumo humano.

Los estudios toxicoldgicos se definen como el conjunto de ensayos realizados a una sustancia o
mezcla de sustancias quimicas en animales de experimentacion o in vitro. Dichos estudios son
disefiados para obtener la informacidon necesaria que permita conocer el perfil toxicoldgico de la
sustancia en estudio, de manera que, en el caso de desarrollo de moléculas para consumo humano,
se puedan justificar mas estudios sin exponer a los seres humanos a riesgos injustificados
(Ramirez-Herrera & Soto-Ruiz, 2013). Durante el desarrollo de nuevos alimentos o sustancias para
consumo humano es necesario evaluar el potencial toxico de las moléculas a explorar mediante

diversos modelos experimentales (Gdmez & Mas, 2007).

Los estudios toxicologicos pueden clasificarse de acuerdo a su metodologia en métodos clasicos
y alternativos. Este tipo de pruebas permiten obtener informacidén sobre un dafio fisioldgico,
carcinogénesis (aparicion de cancer), mutagénesis (dafios genéticos) y teratogénesis (defectos en
el nacimiento) producidos como consecuencia de la exposicion a una determinada sustancia
quimica. Los mismos son desarrollados en diferentes especies animales con el fin de obtener
informacion sobre la seguridad del bioactivo y asi anticipar efectos nocivos en el hombre (Stelljes,
2008). Dentro de los métodos clasicos validos, se encuentran tres tipos de pruebas: agudas,

subcronicas, cronicas, efectos sobre el comportamiento reproductivo, potencial carcinogénico y
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mutagénico (Rojas, 2001, Arencibia-Arrebola et al., 2003; Stelljes, 2008). Sin embargo, a pesar
de la informacidn obtenida en estas pruebas los datos no siempre son extrapolables al ser humano

y por ello la molécula no es libre de riesgo.

3.10.1. Estudios de toxicidad aguda

La evaluacion de la toxicidad aguda tiene como objetivo conocer el tipo de efectos locales y
sistematicos inducidos por un farmaco, droga, ingrediente funcional o compuesto a ensayar tras
una sola exposicion a concentraciones altas (Goodman, 1998; Arencibia-Arrebola et al., 2003),
brindando informacidon sobre la toxicidad intrinseca del producto, el posible riesgo de su
exposicion aguda y la identificacion de organos diana, ademds de aportar informacion para la
seleccion de los niveles de dosis para estudios subcronicos para proximos estudios a dosis repetida

(subcronicos y cronicos) (Arencibia-Arrebola et al., 2003; Stelljes, 2008).

El progreso en el campo de la toxicologia y la presion de grupos sociales protectores de animales
han llevado al desarrollo de métodos alternativos de toxicidad que se fundamentan en el principio
de las 3 R (refinamiento, reduccioén y reemplazo). Estos han sido aceptados y validados por las
entidades regulatorias como la OCDE, la FDA y la EPA, y tienen como finalidad la evaluacion de
la toxicidad de nuevas sustancias o mezclas de sustancias que pretendan un uso en seres humanos
(Kandarovad & Letasiova, 2011). Es asi que hoy en dia existen protocolos bien establecidos
reconocidos a nivel mundial como el de la dosis fija y el de las clases de toxicidad, reportados a
finales del 2002 que se consideran alternativos y se usan ampliamente por las industrias alimentaria
y farmacéutica para el desarrollo de nuevos productos (OECD/OCDE, 2001; Curren & Harbell,
2002; Arencibia-Arrebola et al., 2003; Gamez & Mas, 2007).

3.10.2. Estudios de toxicidad a dosis repetida

Las pruebas a dosis repetida se realizan después de haber obtenido informacion de la toxicidad
intrinseca de la sustancia con las pruebas agudas. Mediante este tipo de pruebas se obtiene
informacion sobre la toxicidad de una sustancia ante su exposicion repetida en una especie
considerando un tiempo de exposicion que puede variar de 14 a 90 dias segun sea el objetivo de

del estudio seleccionado (OECD/OCDE, 1981).
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Los estudios subcronicos muestran los efectos adversos por toxicidad acumulativa de la sustancia
administrada o de sus metabolitos, debido a la administracion por un periodo no mayor al 10% de
la vida del animal, generalmente entre 14 y 30 dias, permitiendo conocer la dosis maxima con la
que no se aprecia toxicidad (NOAEL) y el nivel de minimo efecto toxico observable ( LOAEL),
identificar los posibles 6rganos diana, asi como conocer si el estado de toxicidad presente en el o

los compuestos evaluados es reversible (Parasuraman, 2011; Ramos, 2016).

3.11. Nanoencapsulacion

La nanoencapsulacion es una tecnologia que implica formar particulas cargadas de un compuesto
bioactivo con didmetros que varian de 1 a 1000 nm (Reis & Neufeld, 2006). La palabra “nano”,
deriva de la palabra griega nanos, que significa enano o extremadamente pequefio (Davalos, 2014).
La encapsulacion se puede definir como el proceso de proteccion de compuestos bioactivos o
farmacos de factores ambientales y oxidacion. La encapsulacion es aplicada en diferentes campos,
como la biotecnologia, o industrias como la farmacéutica, alimentaria, agropecuaria y textil (Ray,

etal. 2016).

Las nanocapsulas son nanovesiculas donde se presenta una caracteristica estructural (Figura 4), un
nucleo y una capa, donde el compuesto bioactivo es revestido por una capa de polimeros, este
nucleo puede ser liquido o solido, que se puede llamar nucleo, relleno, fase activa, interna o de
carga util, en tanto que la membrana polimérica se llama recubrimiento, membrana, caparazon,
capsula, material de soporte, fase externa, material de pared o matriz (Ray et al., 2016) y puede
ser hidrofilica o hidr6foba segtin sea el método de preparacion, teniendo en cuenta el proceso de
operacion, las nanocapsulas también pueden presentar la sustancia activa en sus superficies o

cubierta por la membrana polimérica (Mora et al., 2010).

La nanoencapsulacion puede ser la solucion a problemas de biodisponibilidad de los nutrientes en
los alimentos, por su tamafio reducido, micro y nanosistemas puede mejorar la solubilidad,
ademas, por ser de un didmetro menor aumenta su tiempo en el transito digestivo, en comparacion
con otros compuestos bioactivos de mayor tamafo (de Souza Simdes et al., 2017), aunado a esto,

mejora las caracteristicas sensoriales de los alimentos, tal es el caso de enmascarar sabores
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desagradables, incluido el sabor amargo y la astringencia de los polifenoles (Ballesteros et al.,
2017) y protege a los compuestos bioactivos de la degradacion evitando reacciones fisicas y

quimicas indeseables (de Souza Simdes ef al., 2017).

a) b) )

Nucleo liquido

Nucleo liquido Matriz polimérica

Membrana

Membrana PN
polimérica

polimérica Membrana
polimérica Sustancia activa en
estado molecular

Figura 4. Estructuras de nanocdpsulas: (a) Nucleo liquido, (b) Matriz polimérica, (c) Sustancia activa
(Mora et al., 2010).

3.12. Métodos de nanoencapsulacion

Los procesos de encapsulacion se pueden dividir en dos: procesos quimicos y procesos mecanicos.
Los procesos quimicos se dividen en las técnicas de coacervacion, cocristalizacion, polimerizacion
interfacial, gelificacion i6nica, incompatibilidad polimérica, atrapamiento por liposomas e
inclusion molecular; dentro de los procesos mecanicos estan las técnicas de secado por aspersion,
secado por congelamiento/enfriamiento, electrospinning y electrospray, fluidos supercriticos

(SCF), método de difusion de emulsion (EDM), entre otros (Parra, 2011; Fathi et al., 2014).

3.12.1. Secado por aspersion

La técnica de secado por aspersion es muy utilizada en las industrias, también llamado secado por
atomizacion o pulverizacion, fue empleada inicialmente en la industria de los alimentos, esta
técnica, corresponde a la transformacion de un fluido en un material s6lido, atomizandolo en forma

de gotas mintsculas en un medio de secado en caliente (Pedroza, 2002; Gouin, 2004).

El secado se emplea como proceso continuo y escalable para convertir liquidos (soluciones,
emulsiones, suspensiones) en polvos solidos. Entre las ventajas del secado por aspersion se
menciona el hecho de que es adecuado para materiales sensibles al calor, debido a los cortos

tiempos de exposicion a las altas temperaturas (Guevara-Breton & Jiménez-Munguia, 2008).
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El secado por apersion incluye un equipo especifico usado para este trabajo, el Nano Spray Dryer
Biichi B-90, que utiliza una boquilla con malla vibratoria que es capaz de generar pequenas
particulas consistentes. Por esta boquilla se introduce la formulacidn que contiene el agente
encapsulante y el ingrediente activo es asperjado en pequenas gotas, cuando las gotas llegan a la
camara, un flujo de gas, en este caso aire, a alta temperatura, entra en contacto con la muestra
asperjada, evaporando el solvente, provocando la caida de las particulas en un colector de
particulas electrostaticas, con el que se obtienen altos rendimientos con voliumenes pequeiios de

muestra (Gu et al., 2015).

3.12.2. Encapsulacion de compuestos polifendlicos

Los compuestos fenodlicos son muy vulnerables a un entorno oxidante, como puede ser la luz,
oxigeno, humedad, entre otros, debido a la existencia de enlaces insaturados en las estructuras
moleculares. La encapsulacion tiene la ventaja de mejorar su estabilidad de almacenamiento, y
biodisponibilidad de los compuestos in vitro e in vivo, la optimizacion de las rutas para su
administracion, haciendolos mas seguros como ingredientes alimentarios (Fang & Bhandari, 2010;

Munin & Edwards-Lévy, 2011; Ballesteros ef al., 2017).

A continuacidn se presentan algunos trabajos de encapsulacion de compuestos fendlicos:

Se microencapsulo aceite de oliva extra virgen por secado por aspersion, empleando como material
de pared gelatina, goma arabiga, maltodextrina y el conjugado de caseinato de sodio-maltodextrina
(Calvo et al., 2012); mientras que para las antocianinas, la maltodextrina resultd ser el mejor
protector térmico (Ersus et al., 2010). Una mezcla de maltodextrina y goma arabiga se aplico para
encapsular procianidinas de semilla de uva (Zhang et al., 2007). El quitosano, como resvestimiento
fue aprovechado para encapsular extracto de hojas de olivo (Kosaraju ef al., 2006). La carragenina
mostro ser un material de pared adecuado para la conservacion de la actividad antioxidante para
diversos extractos ricos en polifenoles (Krishnaiah et al., 2009). Un extracto rico en polifenoles
de Quercus resinosa, fue encapsulado por la misma técnica, presentando una alta actividad
antioxidante, incluso a bajas concentraciones de fenoles, cuando la cobertura fue caseinato de

sodio y lactosa (Rocha-Guzman et al., 2010).
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4. JUSTIFICACION

El consumo de alimentos funcionales es cada vez mas frecuente, ya que se les atribuye una gran
cantidad de beneficios a la salud. Sin embargo, este efecto benéfico debe ser evaluado y
autenticado para que el etiquetado del alimento sea fidedigno, lo que ofreceria beneficios reales a
los consumidores. Aunque el yogurt es considerado tradicionalmente como un alimento funcional
tipo probiotico, debido a su contenido de bacterias acido lacticas que ayudan a evitar algunos
problemas estomacales e intestinales, en este proyecto de investigacion se propuso darle un nuevo
caracter como alimento plurifuncional. Este aspecto se consigui6 mediante la adicion de aceite
vegetal saludable, rico acidos grasos isaturados y compuestos fendlicos nanoencapsulados. Los
compuestos fendlicos se extrajeron de cortezas de encino, las cuales son consideradas como
desechos de la industria forestal. Los acidos grasos y los compuestos fendlicos han sido
relacionados con efectos hipocolesterolémicos e hipolipidémicos. La inocuidad del mismo se
determin6 mediante la realizacion de estudios toxicoldgicos agudos y subcronicos, mientras que
su efectividad in vivo se evalué usando un modelo de hamsteres Golden Syrian. Sumado a lo
anterior, el producto puede tener un gran impacto en el mercado de alimentos saludables,
orientandose al grupo de consumidores que cuidan su bienestar y/o que padecen de enfermedades

cronico-degenerativas.
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5. HIPOTESIS

Un yogurt adicionado con aceite vegetal y nanocapsulas de un extracto polifenolico de Quercus
spp disminuira las concentraciones de colesterol y lipidos en un modelo lipémico de hamsteres

Golden Syrian.

38



6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la incorporacion de un aceite vegetal y de polifenoles nanoencapsulados de
corteza de una especie mexicana de encino (Quercus spp.), en las propiedades

hipocolesterolémicas e hipolipidémicas de un yogurt evaluado en hamsteres.

6.1. Objetivos particulares

1. Establecer las mejores condiciones de extraccion de compuestos fenolicos a partir de
cortezas de Quercus crassifolia, Quercus laurina y Quercus scytophylla.

Determinar la capacidad antioxidante de los extractos crudos de encino.

Efectuar la purificacion del extracto crudo con las mejores caracteristicas antioxidantes.

Determinar la toxicidad del extracto purificado en ratas Wistar.

wok N

Realizar la caracterizacién quimica de compuestos fendlicos presentes en el extracto
purificado.

6. Estandarizar el método de nanoencapsulacion del extracto fenolico purificado.

7. Estandarizar la formulacion del yogurt conteniendo el extracto fenolico purificado.

8. Evaluar el efecto hipocolesterolémico e hipolipidémico del extracto purificado de corteza

de encino y aceite adicionados al yogurt.
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7. METODOLOGIA

7.1. Colecta de cortezas

Se realiz6 una colecta de cortezas de tres diferentes especies de encino en una plantacion forestal
ubicada en Ciudad Hidalgo, Michoacéan; asi como de ramas y hojas para posibilitar su
identificacion botdnica. Las especies con nombres comunes “roble”, “escobillo” y “blanco” fueron
elegidas teniendo en cuenta su importancia para la industria forestal del Estado de Michoacan. Las
cortezas colectadas fueron lavadas y durante este proceso se retird6 manualmente todo resto de
silice, liquenes y musgo, que pudieran afectar los resultados obtenidos durante la investigacion.
Posteriormente, las cortezas se fraccionaron en rectangulos de 5 por 5 cm y se secaron en hornos
a una temperatura de 40 °C durante 48 h. Se procedi6 a la molienda (Thomas Digital ED-5 Wiley®
Cutting Mill) y tamizado con malla # 40 (400 p). La corteza en polvo fue almacenada en la

oscuridad a 22 °C.

7.2. Extraccion de compuestos fendlicos

7.2.1. Extraccion por maceracion

Se realiz¢ la extraccion de los compuestos fendlicos por maceracion segun la metodologia descrita
por Diouf et al. (2009). Para ello se tomaron 20 g de corteza secada y molida (tamafio de particula
>0.40 mm), a la cual se le agregaron 200 ml de etanol al 90%, se mantuvo en agitacion constante
a 100 rpm por 24 h a temperatura ambiente, posteriormente se realizd un lavado con 200 ml de
etanol al 90% vy se filtro utilizando un papel Whatman® no. 42 para su posterior liofilizacion y

almacenamiento en frascos ambar a 4°C (Diouf et al., 2009).

7.2.2. Extraccion al agua caliente

Se tomaron 50 g de corteza seca, molida y tamizada en malla 40, se realiz6 la extraccion con 500
ml de agua bajo reflujo 1 h y los soélidos fueron separados por filtracién con un papel filtro
Whatman No. 42 y posteriormente lavados con 500 ml de agua caliente (Garcia-Pérez et al., 2010).

El extracto acuoso fue filtrado y liofilizado para almacenarse en frascos ambar a 4 °C.
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7.2.3. Purificacion del extracto de encino

Se llevo a cabo una purificacion y concentracion de compuestos fenolicos liquido-liquido del
extracto de Q. crassifolia al agua caliente segun la técnica propuesta por Diouf et al. (2009) con
algunas modificaciones, segun la cual, 100 mL de extracto crudo de corteza de encino se filtraron
con un crisol Gooch (Pyrex 40-60 um). La solucion fue desgrasada con hexano (Meyer) (5X100
ml), se recuper? la fraccion acuosa, posteriormente se concentraron los compuestos fendlicos con
acetato de etilo (Meyer) (5X100), el solvente fue evaporado y los solidos remanentes fueron

resuspendidos en agua.

7.3. Evaluacion de la composicion polifendlica de los extractos

En esta primera etapa se realiz6 una pre-caracterizacion quimica de los extractos obtenidos, que
consistio en la determinacion del contenido en fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,
proantocianidinas y flavonoides utilizando métodos espectrofotométricos descritos por diferentes
autores (Porter et al., 1986; Scalbert et al., 1989; Pharmacopoeia, 2002; Brighente et al., 2007).
Los resultados fueron comparados con los del extracto comercial Oligopin®, obtenido a partir de
cortezas del Pino maritimo francés (Pinus pinaster) reconocido mundialmente por su alto
contenido en polifenoles bioactivos y excelentes propiedades antioxidantes (Oliff, 2009;

D’Andrea, 2010) y circuma Terana para la capacidad de captar radicales 6xido nitrico.

7.3.1. Contenido de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales, se prepararon soluciones de los extractos disueltos
en una solucion 50:50 (v/v) de HHO/MeOH. Se mezclaron 2 ml de Na>COs, 2.5 ml de reactivo de
Folin y 500 pl de extracto, se colocd 10 min en bafio Maria a 50 °C y se midi6 la absorbancia a
750 nm. La determinacion del contenido total de fenoles se calculd por comparacion con una curva

de calibracion usando acido galico (Scalbert et al., 1989).

7.3.2. Contenido de dacidos fendlicos tipo hidroxicinamicos
Para determinar el contenido en 4cidos hidroxicindmicos, se utilizo la metodologia descrita en la
Farmacopea Europea para Fraxini folium (Pharmacopoeia, 2002). En un tubo de ensayo se afiadio

1 ml del extracto [1 mg/ml], 2 ml de HCI1 [0.5 M], 2 ml de reactivo Arnow, 2 ml de NaOH [2.125
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mol/L]y 3 ml de agua. La absorbancia se tomd a 525 nm. El contenido en 4cidos hidroxicinamicos

se realizo por comparacion con una curva de calibracion usando 4cido clorogénico como estandar.

7.3.3. Contenido de proantocianidinas

Para definir el contenido de proantocianidinas se tomd 1 ml del extracto [1 mg/ml], al cual se le
agregaron 6 ml de butanol acido en un tubo de ensayo, se anadieron 200 pl de reactivo de hierro a
cada tubo de ensayo y se agitd hasta homogeneizacion (= 5 s), se colocaron las muestras en el bafio
a 95 °C durante 50 min. Para detener la reaccion se utilizo hielo durante 10 min (se observo una
coloracidn roja, que esté relacionada a la presencia de proantocianidinas). La absorbancia se midid
a 550 nm. El contenido de proantocianidinas se calculé por comparacion con una curva de

calibracion usando como estandar cloruro de cianidina (Porter et al., 1986).

7.3.4. Contenido de flavonoides totales

Para establecer el contenido de flavonoides totales, se anadieron 2 ml del extracto en un tubo de
ensayo [1 mg/ml] y una solucién al 2% de AICls, se agitod vigorosamente, se incubd durante 1 hora
a 20 °C y se leyo la absorbancia a 415 nm. El contenido de flavonoides se determind por

comparacion a una curva de calibracion usando quercetina como estandar (Brighente et al., 2007).

7.4. Capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante de los 6 extractos fenolicos obtenidos a partir de
cortezas de especies mexicanas pertenecientes al género Quercus, se realizd por métodos
espectrofotométricos considerando su capacidad para captar especies oxidantes de relevancia
bioldgica como el anidon superoxido, peroxilo, hidroxilo, acido hipocloroso, peroxido de hidrogeno
y Oxido nitrico. Los resultados fueron comparados con los del extracto comercial Oligopin®. Los
resultados permitieron seleccionar el extracto con la mejor capacidad antioxidante, el cual fue

utilizado para el resto de la investigacion.

7.4.1. Capacidad de atrapar radicales peroxilo (ROO¢)
La capacidad de capturar radicales peroxilo (ROO¢) se determind por el método descrito por

Lopez-Alarcon y Lissi (2005) para lo cual se prepararon 10 ml de extractos a diferentes
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concentraciones (entre 0.1 y 1.0 mg/ml) en una solucion MeOH/H>O 1/1 a partir de una solucion
madre de 5 6 10 mg/ml. Se mezclaron 3 ml de la solucién de pirogalol rojo [30 uM] con 300 pul de
solucion de los extractos a diferentes concentraciones en los tubos de ensayo, posteriormente se
anadieron 50 pl de 2-azobis (2-metilpropionamidina) dihidrocloruro (AAPH) [600 mM] para
iniciar la reaccion y se colocaron en bafio Maria a 37 °C durante 2 h, se midi6 la absorbancia a

540 nm. El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la Ecuacion 1 (Lopez-Alarcon & Lissi, 2005):

% 1nhibicion = 1'[(A extracto inicial — A extracto ﬁnal) / (A control inicial — A control ﬁnal)] --------------- Ec. 1.

Donde:

A extracto inicial: absorbancia de la solucidon de extracto sin AAPH (sustituir con 50 pL de agua
destilada) y sin incubacion.

A control inicial: absorbancia testigo (es decir, sin extracto, por tanto, sustituir con 300 pl de

MeOH/H,0 1/1).

7.4.2. Capacidad para eliminar el anion superoxido (*02-)

La capacidad de los extractos para capturar al anidon superdxido (¢O2") se determind por un método
no enzimatico descrito por Nishikimi et al. (1972). Se prepararon 10 ml de extracto a diferentes
concentraciones (entre 0.1 y 1.0 mg/ml) a partir de una solucién madre de 10 mg/ml en
MeOH/agua [1:1] o en el disolvente utilizado para la solucion extraccion. Se mezcldo 1 ml de
nitroazul de tetrazolio (NTB), 1 ml de NADH y 1 ml de extracto. La reaccion se inicié con 100 pl
de metosulfato de fenazina (PMS), y se puso en el bafio Maria durante 15 min. Se midi6 la
absorbancia de las soluciones (A1) usando un espectrofotdmetro a una longitud de onda de analisis

de 560 nm. El porcentaje de inhibicidn se calcul6 con la Ecuacion 2 (Nishikimi ef al., 1972):

% INhIDICION = (A0 = (A1 = A2)) 7 AAD «evreeeee e Ec. 2.

Donde:
Ao: absorbancia testigo, se remplazo6 la solucion de extracto por 1 ml de disolvente utilizado en la
preparacion de los extractos.

Ay: absorbancia de las soluciones con extracto.
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Az: corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 1 ml de la solucion de extracto, a la

que se le agregaran 2.1 ml de solucion de tampdn fosfato salino.

7.4.3. Capacidad para eliminar el radical hidroxilo (OH*)

La actividad antirradicalaria de los extractos frente al radical hidroxilo (OHe¢) se determiné por el
método descrito por Smirnoff y Cumbes (1989). Se prepararon las soluciones de extractos a
diferentes concentraciones en dimetilsulfoxido (DMSO). En tubos de ensayo se agregaron 2 ml de
la solucion de extracto, 600 pul FeSO4 [8 mM], 500 uL de H>O> [20 mM]. Se inici6 la reaccion
mediante la adicién de 2 ml de la solucidn de acido salicilico [3 mM] y luego se llevé a bafio Maria
durante 30 min, se afiadi6 agua destilada hasta 900 pl, se centrifugd durante 10 min a 10000 rpm,
se recupero el sobrenadante y se midid la absorbancia (A1) a longitud de onda de analisis de 510
nm utilizando el espectrofotdémetro. El porcentaje de inhibicion se calculo utilizando la Ecuacion

3:

% NHIDICION = (A0 — (A1 = A2)) £ AD «vvveeeere e, Ec. 3.

Donde:

Ao: absorbancia testigo, se reemplazé la solucion de extracto con 2 ml de MeOH/agua.

Aj: absorbancia de las soluciones con los extractos.

A corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 2 ml de la solucion de extracto a la

cual se le anaden 4 ml de agua destilada.

7.4.4. Capacidad para eliminar peroxido de hidrogeno (H:0)

Se prepararon 10 ml de extracto a diferentes concentraciones (entre 0.1 y 0.5 pg/ml) a partir de
una solucion madre de 5 mg/ml en la solucion tampdn, en tubos de ensayo, a 3.4 ml de la solucion
de extracto, se afladieron 600 pl de solucion de H>O> [40 mM], se mantuvo a temperatura ambiente
durante 3 min. Se midi6 la absorbancia de las soluciones (A1) usando un espectrofotometro a una
longitud de onda de analisis a 230 nm. El porcentaje de inhibicion se calculd con la Ecuacion 4

(Ruch et al., 1989):

% ANHIDICION = (A0 — (A1 = A2)) 7 A+ vvreeeeeeee e Ec. 4.



Donde:

Ao: absorbancia testigo, corresponde a 3.4 ml de la solucion tampon fosfato salino.

Aj: absorbancia de las soluciones con los extractos.

Az: corresponde a la absorbancia de una mezcla compuesta de 3.4 ml de la solucion de extracto a

la cual se le anadieron 600 pl de solucion tampon fosfato salino.

7.4.5. Capacidad de captar oxido nitrico (NO*)

Se prepararon 10 ml de extracto a diferentes concentraciones (entre 0.2 y 2.0 mg/ml) a partir de
una solucion madre de 10 mg/ml en MeOH/agua [1:1], se mezclaron 0.5 ml de nitroprusiato de
sodio con 0.5 ml de extracto, se inicid la reaccioén colocando la muestra en bafio Maria (37 °C)
durante 2.5 h, seguido de 20 min a temperatura ambiente, se afiadidé 1 ml de reactivo de Griess,
posteriormente se mantuvo durante 40 min a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia de
las soluciones (A1) usando un espectrofotometro a una longitud de onda de andlisis a 548 nm. El

porcentaje de inhibicion se calcul6d con la Ecuacion 5 (Sreejayan & Rao, 1997):

% ANHIDICION = (A0 = (A1 = A2)) / AD wereeeree e, Ec. 5.

Donde:

Ao: absorbancia testigo, se reemplazoé la solucion de extracto con 0.5 ml de disolvente utilizado en
la preparacion de los extractos.

A: absorbancia de las soluciones con los extractos.

Az:corresponde a la absorbancia de la mezcla compuesta de 0.5 ml de la solucion de extracto, 0.5

ml de tampon fosfato salino y 1ml de reactivo de Griess.

7.4.6. Capacidad para inhibir el dacido hipocloroso (HCIO)

Para calcular la capacidad para inhibir el &cido hipocloroso, se introdujeron en los tubos de ensayo:
1 ml del extracto a concentraciones de 0.01 y 2.0 mg/ml, 1 ml de solucién de HOCI [14.3 mM] en
tampon fosfato salino (PBS), y se dejaron durante 15 min en el bafio a 37 °C, se adiciono la catalasa
a una concentracion final de 18 uM y se dejo durante 15 min en un bafio a 37 °C. Se midi6 a

longitud de onda de 240 nm. La capacidad de los extractos para atrapar HOCI se evalué mediante
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la comparacion de este valor a la diferencia en la absorbancia de la catalasa menos la absorbancia

de la catalasa mas HOCI en presencia del extracto (Aruoma & Halliwell, 1987).

7.5. Caracterizacion quimica del extracto

Para realizar la caracterizacion quimica del extracto, este fue fraccionado en tres fases (Garcia-
Pérez et al., 2012), para lo cual se resuspendieron 2 g de extracto purificado de corteza de Q.
crassifolia en 200 ml de agua desionizada, se afiadieron 200 ml de diclorometano (3X) y con ayuda
de un embudo de separacion se tomo la fraccion de diclorometano (FD), mientras a la fraccion

acuosa (FW) se le afiadi6 acetato de etilo (3X100 mL) para extraer una tercera fraccion (FE).

7.5.1. Analisis elemental

Se determiné la composicion elemental: carbono, hidrégeno y nitrégeno del extracto purificado y
de las fracciones, usando el equipo a Leco TruSpec CHN 628 series, para lo cual se colocaron 0.1
g de muestra, a la que se le afiadieron 0.3 g de Leco’s Com-Aid. Posteriormente se determiné el
contenido de azufre segtin el método por combustion, utilizando un Leco 628S series. El contenido

de oxigeno se calculo por diferencia de peso.

7.5.2. Analisis proximal

El método termogravimétrico fue empleado para la determinacién de carbon fijo, volatiles y
ceniza, tanto en el extracto purificado como en las FD, FE y FW, para ello se utiliz6 un analizador
termogravimétrico (TGA por sus siglas en inglés) SDTA851e (Mettler Toledo, US). Se colocaron
de 4 a 8 mg de muestra en un crisol, en una atmosfera inicial de nitrogeno (100 cm?/min) y durante
el proceso el gas fue cambiando a oxigeno para llevar a cabo la combustion de la muestra, mientras
que la temperatura se incremento6 de 298 K (temperatura ambiente) a 378 K a una velocidad de 10
K/min, manteniendo la temperatura de 378 K durante 15 min, después se incrementd la
temperatura a 873 K/min, manteniendo esta durante 10 min. La masa restante se reportd como
porcentaje de ceniza, en tanto que el carbono fijo fue calculado por diferencia del porcentaje de
material volatil, una vez que fue asignada la pérdida de peso a 423 K a la pérdida de agua libre y

no estructural. Cada analisis se realizo por triplicado (Stankovikj et al., 2017).
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7.5.3. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS)

Para determinar los compuestos volatiles y no volatiles presentes en el extracto purificado de
encino, se analizaron las fracciones, asi como el extracto completo, utilizando un cromatografo de
gases Agilent Technologies 7890 A GC con una columna Agilent 19091S-433 HP-5MS de 30
mx250 pmx0.25 pum (325 °C) y el programa NIST 2.0 f Mass Spectral Search Program. Se
prepararon soluciones al 3% w/w usando metanol como solvente, cada muestra fue filtrada (45
um) antes de ser inyectada en el cromatdgrafo (volumen de inyeccion de 1 pL). El método analitico
utilizado fue el siguiente: entrada frontal (250 °C, flujo total He 24 ml/min, flujo de purga de
tabique 3 ml/min, relacion de division 30:1, 30 ml/min), flujo de columna (1 mL/min), horno (40
°C durante 3 min, rampa a 280 a 3 °C/min). Los gases se introdujeron directamente en la fuente
de iones del detector selectivo de masas operado con el modo de ionizacidon por impacto de
electrones. El sistema de adquisicion de datos utilizado fue el software G1034C Chemstation con

una biblioteca NBS (2008).

7.5.4. Pirocromatrografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (Pyro- GC-MS)

Se realizd cromatografia de gases de pirdlisis/espectrometria de masas usando un muestreador
CDS Pyroprobe 5000 Series interconectado a un horno 5975B inert XL MSD el cual fue
precalentado a 500 °C. Se colocaron 5 mg de muestra en un capilar acoplado a un Agilent
Technologies 6890N Network GC Systems para ser pirolizadas. Los gases se inyectaron
directamente en el GC/MS para el andlisis (6890 N, Network GC System, Agilent Technologies)
equipada con una columna capilar HP-5MS 5% Phenyl Methyl Siloxane (Agilent 19091S-433),
de 30 m X 250 um X 25 um. El gas utilizado fue helio a un flujo constante de 20.0 mL/min. Los
espectros de masas se adquirieron con una energia de ionizacion de 20 Hz. La asignacion de los

compuestos se logré mediante la base de datos NISTOS.

7.5.5. UV de Fluorescencia

El extracto purificado de corteza de encino, asi como las tres diferentes fracciones del extracto
fueron diluidas en metanol a 10 ppm y analizadas en un espectrofotometro de fluorescencia

Shimadzu RF 5301 pc (software: Panorama Fluorescence 2.1).
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Se establecieron espectros de fluorescencia sincrona a una diferencia de longitud de onda
constante. La longitud de onda de excitacion se escane6 de 250 a 500 nm, y las longitudes de onda
de emision se registraron con una diferencia de 5 nm (de 260 a 510 nm). El ancho de la hendidura
de excitacion y el ancho de la hendidura de emision se configuraron a 5 nm. Los datos fueron

recolectados cada 1 nm.

7.6. Prueba de toxicidad oral aguda

Teniendo en cuenta que la activacion o desactivacion de los polifenoles bajo la influencia del
metabolismo es un aspecto critico en su eficacia terapéutica o toxica y considerando que la
extraccion por solvente no resulta completamente selectiva, pudiendo extraerse compuestos
toxicos para el organismo, en este proyecto se evalud la toxicidad oral aguda del extracto
purificado de Q. crassifolia, como un aspecto importante para su utilizacion como ingrediente

funcional en la formulacion del yogurt plurifuncional.

Se evalud la toxicidad oral aguda del extracto purificado de corteza de Quercus crassifolia
(EPQC), segun el método de clases de toxicidad propuesto por la OECD en la guia 423
(OECD/OCDE, 2001). Como modelo biologico se utilizaron ratas Wistar de 8 a 12 semanas de
edad, se mantuvieron en un bioterio del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Alimentos
(LIDA) de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo bajo las siguientes condiciones: 22+3 °C, humedad 70%, luz artificial con periodos de

12 hde luzy 12 h de oscuridad, alimento y agua ad libitum.

Al llegar al bioterio del LIDA, las ratas fueron pesadas a los 0, 7 y 14 dias. Se asignaron
aleatoriamente tres ratas al grupo control (C1), al cual se le administré agua destilada, y tres ratas
a cada uno de los grupos de estudio (G1, G2, G3, G4) a los cuales se les administr6 el extracto en
diferentes concentraciones usando una canula intragastrica. Se mantuvieron en aclimatacion
durante 7 dias. Al séptimo dia se pesaron y se les administré una dosis de solucidon acuosa del
extracto purificado de Q. crassifolia en concentracion de 300 mg/kg, el cual no excedid de 2

ml/100 g de peso del animal, previo ayuno de 8 h. Posteriormente, se administré el extracto al
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grupo G2, a una concentraciéon de 300 mg/kg, al grupo G3 a una concentracion de 2000 mg/kg, al

igual que al grupo G4 (2000 mg/kg).

Todos los grupos experimentales estuvieron en observacion constante durante la primera media
hora, cada media hora las primeras 4 h y cada hora durante las siguientes 24 h, posteriormente una
vez al dia durante 13 dias para determinar muerte o presencia de signos de toxicidad, tales como
cambios en el aspecto fisico (posiciones extrafas, piloereccion, posicion de la cola, orejas,
lagrimeo, excretas), comportamiento (consumo de agua y alimentos, actividad/inactividad,
comportamiento exploratorio, agresividad, sedacion), exdmenes fisicos (temblores musculares,
convulsiones, paralisis, alteracion de los reflejos, tamafio de pupila, opacidad corneal, lesiones en

piel) (OECD/OCDE, 2000).

Al dia quince se procedio al sacrificio por dislocacion cervical. Con puncion cardiaca se tomaron
muestras de sangre para la realizacion de las siguientes pruebas bioquimicas: biometria hematica
completa con diferencial, glucosa, creatinina, urea, fosfatasa alcalina, bilirrubina total, alanina
amino-transferasa (ALT), aspartato amino-transferasa (ALP) y gamma glutamil-transferasa
(GGT). Se extrajeron y pesaron el corazon, estdmago, pulmon, higado, bazo, pancreas, rifiones,
glandula adrenal, intestino grueso, intestino delgado, ovarios, tiroides y encéfalo, para llevar a
cabo un analisis macro y microscopico de éstos. Para el analisis histopatoldgico, se deshidrataron
los 6rganos antes mencionados, se incluyeron en parafina, fueron cortados en un micrétomo a 3
micras, se colocaron los cortes sobre un portaobjetos, se tifieron con hematoxilina-eosina y fueron

observados al microscopio.

7.7. Prueba de toxicidad oral a dosis repetida

Se determino la toxicidad oral a dosis repetida del extracto purificado de Quercus crassifolia,
utilizando como modelo bioldgico ratas Wistar. El estudio se llevo a cabo una vez que se realizo
la prueba de toxicidad oral aguda, ya que con los resultados de dicha prueba se tuvo un parametro
para establecer las dosis a las que se administrd el extracto. Esta prueba permite establecer el nivel

al que no se observan efectos adversos (NOAEL) (OCDE, 2006).
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Tomando como antecedente la prueba de toxicidad oral aguda (OCDE, 2001), en la cual se
mostraron dafios microscopicos en riiion y encéfalo, tanto en las concentraciones de 2000 mg/kg
como en 300 mg/kg, se propuso administrar el extracto en concentraciones de100 mg/kg/dia, 33

mg/kg/diay 11 mg/kg/dia.

Las ratas se obtuvieron recién destetadas, del bioterio de la Universidad Autonoma de México
Campus Juriquilla. Los animales sanos adultos se asignaron aleatoriamente al control y a los
grupos de estudio (5 ratas hembras y 5 ratas machos) como se muestra en la Tabla 2. Las hembras

eran nuliparas y no prefiadas.

Tabla 2. Concentracion de extracto fenolico administrado a cada grupo de ratas.

Grupo Sexo Codigo Dosis de Extracto
[mg/kg de peso/dia]

Control  Hembras CH 0
Control  Machos CM 0
Grupol Hembras Gl 100
Grupo2 Machos G2 100
Grupo3 Hembras G3 33
Grupo4 Machos G4 33
Grupo5 Hembras G5 11
Grupo 6 Machos G6 11
Satélite 1 Hembras S1 100
Satélite 2 Machos  S2 100

El experimento se llevd a cabo en bioterio de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, el cual se mantuvo a 22 °C (= 3 °C), la
humedad relativa minima del 30% y no excedio el 70%. La luz fue artificial, siguiendo
fotoperiodos de 12 h de luz, y 12 h de oscuridad. Se administré alimento y agua purificada ad

libitum.

Las ratas fueron pesadas al llegar al bioterio y posteriormente dos veces por semana. Se

mantuvieron en aclimatacion durante 7 dias, comenzando la administracion del extracto en la
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cuarta semana de edad. Al comienzo del ensayo, la variacion de peso no excedid el 20% del

promedio de peso para hembras y machos.

A los grupos experimentales se les administr6 durante 28 dias consecutivos el extracto concentrado
en solucion acuosa via oral a las concentraciones antes mencionadas usando una canula, a la misma
hora diariamente. El volumen de la solucién no excedio los 2 ml/100 g de peso de la rata. Se
observaron clinicamente los animales diariamente durante el periodo de experimentacion,
aproximadamente a la misma hora, mientras que se inspeccionaron por mortalidad o morbilidad

dos veces al dia, la condicion de las ratas fue registrada en los formatos disefiados para tal efecto.

Se tuvo un grupo satélite de 10 animales (5 hembras y 5 machos), a este grupo se le administro el
extracto de Q. crassifolia a la concentracién mas alta, en este caso 100 mg/kg de peso por dia. Se
mantuvieron durante 14 dias posteriores a la ultima administracion del extracto, antes de proceder

al sacrificio, para determinar efectos tardios, persistencia o recuperacion de los efectos toxicos.

Se realiz6 una observacion clinica detallada antes de comenzar la prueba y una vez a la semana,
esta se llevo a cabo fuera de la jaula, aproximadamente a la misma hora cada ocasion. Los signos
de toxicidad que se buscaba observar incluyeron cambios en la piel, pelo, ojos, membranas
mucosas, presencia de secreciones y excreciones y actividad neurovegetativa (lagrimeo,
piloereccion, tamafio de pupila, patron de respiracion anormal). Ademas de cualquier posible
cambio en la marcha, postura y respuesta a la manipulacion, asi como la presencia de movimientos
clonicos o tonicos, estereotipias (ej. acicalamiento excesivo, movimientos en circulos),

comportamiento anémalo (automutilacion, marcha hacia atras) (OECD, 1997, 2000).

Las ratas permanecieron en ayuno durante 8 h antes de la eutanasia; se procedi6 al sacrificio por
dislocacion cervical, se realizo la necropsia a cada rata y se tomaron muestras de sangre por
puncion cardiaca para realizar las siguientes pruebas: biometria hematica completa con diferencial,
glucosa, creatinina, urea, acido turico, colesterol, triglicéridos, fosfatasa alcalina, bilirrubina total,
bilirrubina directa, bilirrubina indirecta, alanina amino-transferasa (ALT), aspartato amino
transferasa (ALP) y gamma glutaril transferasa (GGT), fosfatasa alcalina, deshidrogenasa lactica,

proteinas totales, albimina, globulina, relaciéon A/G, sodio, potasio, cloro. Ademas se pesaron y
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tomaron muestras del bazo, testiculos, higado, rifion, ovarios, estdmago, intestinos, encéfalo, timo,
pulmon, corazon, glandulas suprarrenales, tiroides, utero, prostata y médula espinal. Se realizaron

los analisis histo-patologicos de encéfalo, rifion e higado.

7.8. Secado por aspersion del extracto de Q. crassifolia

El extracto purificado fue secado por aspersion a una temperatura de entrada de 106 °C, flujo de
aire 110 L/min, temperatura de la cdmara 120 °C, tamafio de membrana 7 pm. Fue almacenado a

4 °C en frascos ambar para su posterior analisis.

Se determinaron fenoles totales, dcidos hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides (Porter
et al., 1986; Scalbert et al., 1989; Pharmacopoeia, 2002; Brighente et al., 2007) y la capacidad de
captar especies reactivas de importancia biolégica como peroxilo, anion superdxido, radical
hidroxilo, peroxido de hidrogeno, 6xido nitrico y acido hipocloroso en el extracto de encino secado
por aspersion (Nishikimi et al., 1972; Aruoma & Halliwell, 1987; Ruch ef al., 1989; Smirnoff &
Cumbes, 1989; Sreejayan & Rao, 1997; Lopez-Alarcon & Lissi, 2005).

7.9. Nanoencapsulacion por secado por aspersion

7.9.1. Estandarizacion de las formulaciones de material de pared

A. Carga electrostatica

La carga electrostatica fue medida usando un Nano Particle Analyzer SZ-100 Horiba® (Figura 5),
expresada como Potencial (, todas las mediciones fueron hechas por triplicado, con tres lecturas
independientes para cada muestra. El Potencial  es una medida de la interaccion electrostatica o
bien la repulsion o atraccion entre las particulas afectando su estabilidad. Esta determinacion
contribuye a observar las causas de la dispersion, agregacion y floculacion, con esta informacion
se puede mejorar las formulaciones de soluciones como suspensiones y emulsiones (Coérdova,
2013). La medicion del Potencial € es una de las formas de acortar las pruebas de estabilidad al
reducir el nimero de formulaciones candidatas, por lo tanto, se reduce el tiempo y el costo de las

pruebas y se mejora la vida util (Malvern Instruments, 2014).
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B.  Punto isoeléctrico del caseinato de calcio

Se determind el punto isoeléctrico del caseinato de calcio en solucion acuosa con ayuda del
potencial (, para ello se prepararon soluciones del reactivo a concentraciones 0.2%, 0.6% y 1%
(p/v), se determind la viscosidad de cada solucidon, debiendo tener como caracteristica una
viscosidad menor a 3 cps. Se ajustd el pH de las diferentes soluciones en un rango de 2.5 a 7,

usando acido clorhidrico [0.2 N] e hidroxido de sodio [0.2 N].

C. Carga electrostatica de la mezcla de soluciones de maltodextrina-caseinato de calcio y
extracto purificado de Q. crassifolia

Se midio el potencial { de la mezcla de solucion de maltodextrina-caseinato de calcio en tres
diferentes proporciones: 50-50%, 75-25% y 25-75%, respectivamente. Se ajustaron las soluciones
a 30% de solidos y viscosidad menor a 3 cps. Sin embargo, la mezcla 75-25% produjo un gel con
una viscosidad mayor a 3cp, por lo que fue descartada para pruebas posteriores. Después, se
adiciono a las diferentes mezclas de material de pared el extracto purificado de Q. crassifolia en

proporcion 4:1.

Figura 5. Equipo Nano Particle Analyzer SZ-100 Horiba®.

7.9.2. Nanoencapsulacion
En la Tabla 3 se muestran las 12 formulaciones preliminares a diferente concentracion de

maltodextrina y caseinato de calcio. Todas las formulaciones se prepararon a una concentracion
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de 30% de solidos totales, mientras que la relacion material de pared-extracto de Q. crassifolia tue
4:1, respectivamente. Para inyectar la solucion en el nano-spray dryer se diluyo6 1:1 para adecuar
la viscosidad a 3 cps, en tanto que el pH se ajustd segun correspondid para cada formulacion

propuesta.

Tabla 3. Formulaciones preliminares para nanoencapsulacion.

Maltodextrina

Formulacion v Caseinato de Calcio % pH
1 50 50 3
2 50 50 35
3 50 50 4.5
4 50 50 5
5 75 25 3
6 75 25 3.5
7 75 25 4.5
8 75 25 5
9 25 75 3
10 25 75 35
11 25 75 4.5
12 25 75 5

Se inyect6 la solucion del material de pared y extracto en el Nano-Spray Dryer B-90 BUCHI
Labortechnik AG (Figura 6), bajo las siguientes condiciones de operacion: temperatura de entrada

de 105 °C, flujo del aire 110 L/min, temperatura de la camara 120 °C, tamafio de membrana 7 pum.
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Figura 6. Nano-Spray Dryer B-90
BUCHI®.

A. Eficiencia de encapsulacion

Se determin6 la eficiencia de encapsulacion del extracto de Q. crassifolia. Se tomaron en
consideracion los compuestos fenolicos que no fueron encapsulados, que se encuentran en la
superficie (CS) y la cantidad total de compuestos fenolicos que si se encuentran encapsulados
(CE). Para los CS se pesaron 50 mg de las capsulas, luego se agregaron 2 ml de una mezcla de
etanol y metanol [1:1], se agitd en el Vortex a temperatura ambiente por un 1 min y se filtr6. Se

determino fenoles totales con el método ya mencionado de Folin Ciocalteau (Scalbert ef al., 1989).

Para la determinacion de CE, se rompi6 la estructura del material de pared de las capsulas; se
pesaron 50 mg de las capsulas y se agregaron 2 ml de la solucion de metanol: acido acético: agua
[50: 8: 42, v/v/v], se agitod durante 1 min y se sonico durante 40 min. El sobrenadante se centrifug6d
a 5000 rpm durante 10 min. Por ultimo se midieron fenoles totales por el método de Folin
Ciocalteau (Scalbert et al., 1989) y con la Ecuacion 6 se determind el rendimiento de encapsulacion

como propone Robert et al. (2010).

Compuestos bioactivos de superficie
x100

BS(%) =

Total de compuestos bioactivos



Para determinar la Eficiencia de Encapsulacion (EE) se uso la ecuacion 7:

EE = 100 — CS(%0)- e v eee oo e Ec. 7.

B.  Rendimiento de encapsulacion

El rendimiento de encapsulacion se determind por el método propuesto por Dominguez et al.
(2012), para esto se cuantifico el porcentaje de solidos totales presente en la solucion del material
de pared y el extracto de Q. crassifolia, una vez que se sec6 la mezcla, se procedié a pesar el polvo

obtenido y se uso la Ecuaciéon 8 (Dominguez, 2012):

RM% = (Wi /Wpe) X 100, Ec. 8.

Donde:
Ws= Peso de la muestra seca en polvo (g)

Wpec= Cantidad de solidos totales presentes en la muestra (g)

Para determinar la cantidad de solidos totales se transfirieron 5 ml de la muestra a tres capsulas de
porcelana (a peso constante) y se colocaron en una estufa a 105 °C por 3 h, luego se colocaron en
un desecador por 30 min y se pesaron. Se calculd el porcentaje de solidos totales presentes en la

solucion utilizando la Ecuacion 9 (Pacheco ef al., 2013):

St = (Pr = P) VX100 .. e e oo, Ec. 9.

Donde:

Pr: Masa de la capsula mas el residuo (g)
P: Masa de la cépsula vacia (g)

V: Volumen de la porcion de ensayo (mL)

100: Factor matematico
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C. Tamario de particula

La caracterizaciéon de las nanocapsulas mediante la distribucion del tamafio de particula se
determind en el equipo Nano Particle Analyzer SZ-100 Horiba®. El analisis del tamafo de
particula se realizo por dispersion dinamica de luz (DLS). Dependiendo de las propiedades fisicas
de la muestra, el rango dinamico es de 0.3 nm - 8 um. El limite inferior estd influenciado por la
concentracion, la fuerza con que la muestra dispersa la luz y la presencia de particulas grandes no
deseadas. El limite superior estd influenciado por la densidad de la muestra, ya que DLS se modela
en todos los movimientos provenientes del movimiento browniano, no de la sedimentacion

gravitacional (Horiba, 2017).

Se colocaron 4 mg de las nanocépsulas en 4 mL de agua desionizada, esta mezcla se verti6 en una
celda de plastico y se midid bajo las siguientes especificaciones: indice de refraccion de la
maltodextrina, 1.535; indice de refraccion del solvente, en este caso del agua, 1.3333 (Flink &

Karel, 1972); temperatura, 25 °C; angulo de 90°.

D. Morfologia de las nanocapsulas visualizadas por microscopia optica y microscopia
electronica de barrido

Las estructuras externas de las nanocapsulas obtenidas fueron observadas por microscopia dptica
y microscopia electronica de barrido (MEB). Se utilizé un microscopio 6ptico de la marca
LABOMED para observar la morfologia de las nanocapsulas, colocando una pequeia cantidad de

capsulas en una laminilla y observando a 10X, 40X y 100X.

Para MEB se uso6 el Microscopio JEOL JSM-7600F como se puede apreciar en la Figura 7, donde

la muestra es metalizada con cobre.
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Figura 7. Microscopio electronico de barrido JEOL JSM-7600F.

E.  Cuantificacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en las nanocdpsulas
Usando métodos espectrofotométricos se determinaron fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,
proantocianidinas y flavonoides (Porter ef al., 1986; Scalbert et al., 1989; Pharmacopoeia, 2002;
Brighente ef al., 2007) y la capacidad de captar especies reactivas de importancia bioldgica como
peroxilo, anidén superoxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrogeno, 6xido nitrico y acido
hipocloroso (Nishikimi et al., 1972; Aruoma & Halliwell, 1987; Ruch et al., 1989; Smirnoff &
Cumbes, 1989; Sreejayan & Rao, 1997; Lopez-Alarcon & Lissi, 2005).

7.10. Elaboracion de yogurt

La elaboracion del yogurt plurifuncional se llevé a cabo segiin la formulacion de Tranquilino et
al. (2012) con algunas modificaciones. El proceso de elaboracion del yogurt adicionado con grasa
vegetal se llevo a cabo en dos etapas: primero, se mezcl6 la leche Sello Rojo® (0% grasa) [91.95
%] con la grenetina [0.25%] y la sacarosa [5%], llevando esta mezcla a 60 °C con agitacion
constante, mientras que en la segunda etapa se mezcld el aceite vegetal con los mono y diglicéridos
a una temperatura cercana a 80 °C, cuando la mezcla se encontrd perfectamente homogénea fue

vertida a la primer mezcla. Posteriormente, se pasteurizo a 63 °C durante 30 min, se llevo a 4 °C

58



y se agregd el cultivo lactico (S. thermophilus y L. bulgaricus) a una concentracion de 0.03 g/L, se
mantuvo en incubacion por 9 h a 43 °C (Figura 8), se enfrio hasta alcanzar los 4 °C y finalmente
se agregaron las nanocéapsulas, en una concentracion de 2.45 g de nanocapsulas por cada 10 g de

yogurt.

DOLEERREL LR RN R AT e .

Figura 8. Proceso de fermentacion.

7.10.1. Analisis proximal del yogurt

A. Determinacion de humedad

La determinacién de humedad consistido en evaporar el agua presente en la muestra, a 105 °C
durante 3 hr en capsulas con peso constante, para después por diferencia de peso obtener el

porcentaje de humedad (A.O.A.C., 2000).

B. Determinacion de extracto etéreo
Se determino extracto etéreo de acuerdo con el Método Gerber. NMX-F-387-1982 basado en la
A.O.A.C. (2000). Se realizo la extraccion con equipo Soxhlet y hexano, durante 4 hr se tuvo la

muestra en contacto con el solvente en reflujo constante.
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C. Determinacion de proteina

La proteina se cuantificod por el Método oficial de la A.O.A.C. 2001.11 “Determinacion de
proteinas, proteina cruda Método Kjeldahl”. El cual consiste en la digestion de muestras con
H>SO4y catalizadores, convirtiendo todo el N orgéanico e inorganico en N> amoniacal. Se procedid
a una destilacion donde el amonio se liberd al agregar un alcali, por tltimo se tituld el exceso de
acido con un alcali estandarizado, que en forma indirecta proporciona el contenido de N>

(A.0.A.C., 2000),

D. Determinacion de cenizas
Se calcul6 el porcentaje de cenizas por medio de la incineracion de la muestra en una mufla hasta
la obtencion de residuos inorgénicos, considerados como la fraccion de minerales de la muestra

(A.0.A.C., 2000).

E. Cuatificacion de fibra dietética soluble e insoluble
Se hizo la cuantificacion de fibra dietética por el método enzimatico de Prosky et al. (1988). Se

realizd en dos partes: digestion y filtracion.

7.10.2. Anadlisis fisicoquimicos

A. Determinacion de dcidez titulable

Se reportd la acidez como porcentaje de acido lactico, de acuerdo con la NMX-F-511-1988, en
base a una titulacion acido-base (NMX-F-511-1988. Alimentos determinacion de acidez en leche

reconstituida, 1988).

B.  Determinacion de pH
Se determind el pH del yogurt de acuerdo con la NMX-F-317-S-1978. Se midio
electrométricamente la actividad de los iones hidrogeno presentes en una muestra del producto

(NMX-F-317-5-1978. Determinacion de pH en alimento, 1978).

C. Determinacion del grado sinéresis
Para medir la sinéresis se utiliz6 la técnica descrita por Guinee et al. (1995). Se pesaron 10 g de

yogurt, se centrifugd a 5000 rpm por 20 min y se tomo el sobrenadante. Los calculos se realizaron
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con el peso de la muestra y el peso del sobrenadante multiplicado por cien, como se muestra en la

Ecuacién 10.

.y . Peso del sobrenadante
Grado de sinéresis = X100, . Ec. 10.
Peso de la muestra

D. Determinacion de viscosidad
Se midi6 la viscosidad con el equipo Brookfield Rheometer DV3T, a 4-100 rpm, torque a 40-50

%, para ello se tomaron 18 mL de la muestra a 4 °C.

E.  Andlisis microbiologico

Para determinar la cantidad de microorganismos viables en el yogurt se implementd el método
para yogures en los que ambos microorganismos, Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus y
Streptococcus thermophilus, estan presentes (ISO 7889:2003. Yogurt - Enumeration of

characteristic microorganisms - Colony-count technique at 37 °C, 2009).

Se cuantificaron mohos y levaduras segiin la Norma Oficial Mexicana 111 (NOM-111-SSA1-,
1994) de la Secretaria de Salud. Las unidades formadoras de colonia de colifomes totales se

determinaron segun lo recomendado por la NOM 113 (NOM-113-SSA1-, 1994) de la misma

Secretaria.

7.10.3. Analisis sensorial del yogurt plurifuncional
A. Seleccion de jueces sensoriales
Se selecciond un grupo de jueces sensoriales en el Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de

Alimentos, durante el periodo de agosto a septiembre del 2018.

Se convoco a los estudiantes de la Facultad de Quimico Farmacobiologia de la UMSNH, que
consumieran regularmente yogurt, asistieron 50 personas, a las que se les aplic6 una encuesta
sociodemografica (Anexo 1) para conocer edad, sexo, tipo de alimentacion, asi como el estado de
salud (si presentaba alguna enfermedad o consumo de medicamentos controlados y tabaco)

(Meiselman, 1993).
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A quienes fueron seleccionados segin la encuesta, se les realizd una prueba de sensibilidad al
amargor segun la metodologia propuesta por Bartoshuk ez al. (1998), utilizando un papel filtro
impregnado con una solucidon de 6n-propiltiouracilo (PROP) [1.6 mg/ml]. Se pidi6 a cada panelista
colocar el papel filtro en su lengua, manteniéndolo durante 20 s, por Ultimo registro la percepcion
de amargor en la escala “Green” (Anexo 2) (Predero & Pangborn, 1997; Bartoshuk et al., 1998;
Fortin & Desplancke, 2001). Se seleccion6 a los catadores que registraron una percepcion de

amargor “alta” a “muy alta” en la prueba PROP.

Posteriormente, se sometieron a una prueba de identificacion de sabores basicos (Anexo 3), con el
objetivo de determinar la habilidad de los candidatos para discriminar varios estimulos presentados
a intensidades por arriba de los niveles de umbral (Lawless & Heymann, 2010). Se prepararon
cinco soluciones en agua destilada a temperatura ambiente en las concentraciones que se muestran
en la Tabla 4, se agregd como referencia una muestra de agua destilada. Las muestras se
etiquetaron con tres numeros seleccionados al azar y de la misma forma fueron ordenadas para ser
presentadas a los jueces. Se indico a los panelistas que cataran las muestras de izquiera a derecha,
colocandolas en la cavidad bucal, haciendo un enjuage con agua purificada al inicio de la prueba
y entre cada muestra, se pidio identificar cada uno de los sabores y registrar la percepcion en la
papeleta proporcionada para tal propdsito (Anexo 3). La prueba de identificacion de sabores
basicos se realizd con cuarenta y dos personas, 22 mujeres y 20 hombres, se eligido a los

participantes que obtuvieron mas de 60% de aciertos.

Tabla 4. Concentraciones para prueba de sabores bdsicos.

Sabor Estimulo Concentracion (g/L)
Acido Acido citrico 0.5
Amargo Cafeina 1.0
Dulce Sacarosa 20
Salado Cloruro de sodio 2.0
Umami Acido glutamico 0.05

Se realizd un entrenamiento para el uso de escalas: se les proporciond una papeleta (Anexo 4), y

se pidi6 a los participantes contestaran segun el ejemplo que se indicé en la misma.
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B.  Perfil sensorial del yogurt

Se realiz¢ el perfil sensorial de las diferentes formulaciones del yogurt plurifuncional usando la
metodologia “Perfil ideal basado en preguntas (CATA)” por sus siglas en inglés, “Check all that
aply”. Se les proporcion6 a cada juez una papeleta (Anexo 5) para cada formulacion, yogurt sin
grasa (F1), yogurt con grasa vegetal (F2), yogurt plurifuncional (F3), esta papeleta contenia los
descriptores sensoriales del yogurt que se reportaron (Karagiil-Yiiceer & Drake, 2013) como
aroma, textura, color, sabor y apariencia. El juez sensorial, marcé en la papeleta el descriptor que

percibid y considero apropiado para cada formulacion de yogurt (Figura 9).

Figura 9. Jueces sensoriales catando yogurt.

7.11. Estudio del efecto de un extracto acuoso purificado de Quercus crassifolia

administrado a hamsteres dislipidémicos (21 dias)
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Se determin6 el efecto de un extracto purificado de Quercus crassifolia nanoencapsulado,
utilizando como modelo biolégico hamsteres Golden Syrian con condicion dislipidémica. El
estudio se llevo a cabo después de haber determinado la toxicidad oral aguda y a dosis repetida
del extracto de encino, ya que con ayuda de estas pruebas se establecid el nivel al que no se
observan efectos adversos (NOAEL) (OCDE, 2006) a una concentracion de extracto de 11 mg/kg,

el cual fue establecido como la dosis a administrar a los hamsteres.

Los animales se obtuvieron del bioterio de la Unidad Experimental de Animales de Laboratorio,
del Centro de Investigacion y Estudios avanzados del Instituto Politénico Nacional con sede en la
Ciudad de México. Los hamsteres se adquierieron a las 8 semanas de edad. Fueron pesados al
llegar y dos veces a la semana. Los animales sanos, 6 adultos machos fueron asignados

aleatoriamente al control y a los grupos de estudio, como se describe en la Tabla 5.

Tabla 5. Dietas y tratamientos administrados a los diferentes grupos de hamsteres.

Grupo Dieta Tratamiento

A ( N Yogurt plurifuncional (yogurt+aceite
1 IN-93M (contro
vegetal+nanocépsulas)

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y Atorvastatina (colesterol), Bezafibrato

2 10 % aceite de coco (triglicéridos)

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y Yogurt plurifuncional (yogurt+aceite
. 10 % aceite de coco vegetal+nanocépsulas)

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y Yogurt con dcidos grasos sin fenoles
) 10 % aceite de coco (Yogurt+aceite vegetal)

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y
5 Extracto de encino sin encapsular

10 % aceite de coco

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y
6 _ Extracto nanoencapsulado
10 % aceite de coco

AIN-93M adicionado con 2 % colesterol y o _
7 Yogurt sélo con probioticos (sin grasa)
10 % aceite de coco
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El experimento se llevo a cabo en la instalaciones del Bioterio de la Facultad de Quimico
Féarmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, el cual se mantuvo a
22 °C (£ 3 °C), la humedad relativa minima del 30% y no excedio el 70% durante la limpieza. La
luz fue artificial, siendo el fotoperiodo de 12 hr de luz, y 12 hr de oscuridad (Figura 10). Se
administré alimento con 20% de caseina, 3.5% de minerales, 1% de vitaminas, 0.3% de cistina,
0.3% de colina y 7% de aceite de soya, de acuerdo con el Instituto Americano de Nutricién-93
(Reeves et al., 1993; Martinez-Flores et al., 2004) y agua purificada ad libitum. El consumo de

alimento fue medido diariamente.

Los hamsteres se mantuvieron en aclimatacion durante 7 dias, comenzando la administracion del
yogurt plurifuncional (el cual fue preparado una vez a la semana) en la semana 9 de edad. A los
grupos experimentales se les administré durante 21 dias consecutivos los tratamientos como se
observa en la Tabla 5: 2 ml yogurt por 100 g de peso de hamster, 2 ml/100 g de peso de hamster
de yogurt plurifuncional adicionado con extracto de Quercus crassifolia nanoencapsulado,
mientras que los medicamentos (atorvastatina 40 mg/kg/dia y bezafibrato 50 mg/kg/dia), el
extracto nanoencapsulado y sin encapsular se administré en solucion acuosa via oral a las
concentraciones antes mencionadas usando una canula, procurando la misma hora diariamente. El
volumen de la solucion no excedio los 2 ml/100 g de peso del hamster. Se colectaron las heces de
los dias 6, 13 y 21, fueron secadas en un horno durante 24 hr a 40 °C, se determinaron lipidos por

el método soxhlet, usando éter como solvente.

En el dia 22 los hamsteres fueron dejados en ayuno durante 8 hr antes de la eutanasia, se
anestesiaron con Pentobarbital y se procedio a la eutanasia por exanguinacidn, se realizd la
necropsia a cada hamster. Se tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca para realizar las
siguientes pruebas: glucosa, colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, colesterol HDL e indice

aterogénico.

Ademads, se pesaron y se tomaron muestras del bazo, testiculos, higado, rifion, estdémago,

intestinos, cerebro, pulmon, corazdn, glandulas suprarrenales, tiroides y médula espinal.

65



Figura 10. Hamsteres durante la prueba con el yogurt plurifuncional.

Se determiné extracto etéreo en higado. Se colectd una muestra fresca de higado: se peséd 1g de
higado, que fue homogeneizado com 10 ml cloroformo/metanol (v/v, 1:2), se agrego y se mezclo
con 1.25 ml de cloroformo y 1.25 mL de agua destilada, se centrifugd a 1500 rev/min durante 10
min, el sobrenadante se transfirid a un tubo para determinar colesterol y triglicéridos (Peng et al.,

2011).

7.12. Analisis estadistico

Cada una de las determinaciones fue realizada por triplicado. Los resultados experimentales fueron

expresados como la media £+ la desviacion estandar. Se analizaron las variables mediante las
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pruebas de Shapiro-Wilk y Levene. Se usaron los software de analisis estadistico XLSTAT 2018.5
de Addinsoft y Statistica 13.3 de Tibco.

Para las pruebas de rendimiento de extraccidon, concentracion de compuestos fenolicos y capacidad
antioxidante, se realizd6 una prueba T de student (p < 0.05). En las pruebas de capacidad
antioxidante los resultados fueron analizados con una analisis de varianza (ANOVA) (p<0.05) y
se realizd una prueba de Duncan para la comparacion de medias (p<0.05). La prueba de correlacion
de Spearman fue usada para determinar la correlacion (p<0.05) entre el contenido de diferentes

clases de fenoles determinados durante la pre-caracterizacion quimica y la capacidad antioxidante.

Para las pruebas de toxicidad oral aguda y a dosis repetida, los resultados experimentales fueron
expresados como media + desviacion estandar de las repeticiones. Se realizé un analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Tukey o de las pruebas de

Kruskal-Wallis y Dunnett.
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8. RESULTADOS

8.1. Colecta y acondicionamiento de cortezas

8.1.1. Identificacion botanica de especies de encino
Se colectaron cortezas de tres especies encinos de interés comercial, blanco, roble y escobillo
(Figura 11), en una plantacién forestal ubicada en Ciudad Hidalgo, Michoacan; asi como ramas y

hojas para posibilitar su identificacién botéanica.

Tabla 6. Nombres comunes de encinos y especies identificadas.

Nombre comun Especie

Blanco Quercus crassifolia
Escobillo Quercus laurina
Roble Quercus scytophylla

Fueron identificadas por los expertos en botanica forestal, Dr. Pablo Cuevas Reyes y y el M.C
Javier Madrigal, mientras que la especie de Q. crassifolia fue identificada por el Dr. Emmanuel
Pérez Calix, botanico del "Instituto de Ecologia" en Patzcuaro, Michoacan, y depositadas en este

herbario (Tabla 6).

Figura 11. Corteza de a) Q. crassifolia, b) Q. laurina y ¢) Q. scytophylla.
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8.1.2. Rendimientos de extraccion

Los rendimientos de extraccion para cada una de las tres especies de encino recolectadas utilizando
la maceracion con etanol/agua (90:10 v/v) y el agua caliente con recirculacion se presentan en la
Tabla 7. Los resultados obtenidos muestran que los mayores rendimientos de extraccién con agua
caliente en recirculacion fueron para las especies de Q. crassifolia y Q. laurina, mientras que para
0. scytophylla, no hubo diferencia significativa (p<0.05) en el rendimiento de extraccion cuando
se comparan los dos métodos de extraccion utilizados. En general se obtuvieron los mayores
rendimientos de extraccion con agua caliente en recirculacion, lo cual concuerda con los resultados
descritos por Garcia-Pérez et al., quienes en 2010, obtuvieron mayores rendimientos de extraccion
por este método cuando maceraron cortezas de Betula alleganiensis Britton, Picea mariana, Abies
balsamea y Pinus banksiana Lamb. Las diferencias obtenidas podrian atribuirse a diferencias en
la solubilidad de varios compuestos presentes en la corteza y a una mayor transferencia de masa a
la temperatura mas elevada que se usa durante la extraccion con agua caliente (Garcia-Pérez et al.,

2010).

Tabla 7. Rendimientos de extraccion de los extractos crudos de especies de encino mexicanas obtenidas por

maceracion y con agua caliente.

Extracto Meétodo de extraccion % Rendimiento de extraccion*
Q. crassifolia Agua caliente 21.03£8.09°
0. crassifolia Maceracion 4.55+0.50°
0. laurina Agua caliente 15.11£5.53?
0. laurina Maceracion 5.77+0.09°
0. scytophylla Agua caliente 7.07+1.98 °
0. scytophylila Maceracion 1.86+0.08°

%% (mm™' corteza seca) Medias con diferente letra como superindice en la misma columna presentan diferencias

estadisticamente significativas a una p<0.05 (ANOVA, seguida de una prueba de Duncan).

8.1.3. Composicion polifendlica de los extractos crudos de especies de encino michoacano

obtenidas por maceracion y por agua caliente

En la Tabla 8 se presenta el contenido de fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,

proantocianidinas y flavonoides totales en los extractos obtenidos utilizando los dos métodos de
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extraccion. Es posible observar que se obtiene una mayor cantidad de flavonoides totales en todas
las especies utilizando la extraccion al agua caliente, mientras que los extractos obtenidos por
maceracion presentaron un mayor contenido en acidos hidroxicinamicos en las 3 especies
analizadas, al igual que en proantocianidinas. En el caso de fenoles totales, para Q. crassifolia no
hubo diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a los métodos utilizados, siendo la extraccion
por maceracion la que obtuvo la mayor cantidad de fenoles en Q. laurina y al agua caliente para

el extracto de Q. scytophylla.

Tabla 8. Contenido de fenoles totales, flavonoides totales, dcidos hidroxicinamicos y proantocianidinas de los

extractos crudos.

Extracto Fenoles totales Flavonoides Acidos Proantocianidinas

(mg EAG/g) totales hidroxicinamicos (mg ECIC/g)
(mg EQ/ g) (mg EACl/g)

Q. crassifolia agua 746.54+41.09% 25.42+0.64% 234.67+1.53¢ 25.74+1.254

Q. crassifolia 694.88+61.88* 14.01+£0.314 268.67+36.90° 53.50+0.96°

maceracion

Q. laurina agua 474.04+43.92° 24.08+1.12° 132.67+4.04%f 14.19+0.38¢

0. laurina 756.13+£16.82% 15.73£0.21¢ 145.33+17.01¢f 24.28+1.844

maceracion

0. scytophylla agua 329.46+37.51¢ 24.08+0.47° 113.00+3.46%" 12.55+2.32¢

0. scytophylla 521.13+40.06° 12.89+0.33¢ 172.67+12.90%¢ 48.41+3.82¢

maceracion

Oligopin ® 735.71+£19.94* 6.44+0.24f 336.67+£27.96% 69.22+0.822

Medias con diferente letra como superindice en la misma columna presentan diferencias estadisticamente
significativas a una p<0.05 (ANVA, seguida de una prueba de Duncan). Donde: EAG, equivalentes de dacido galico;
EQ, equivalentes de quercetina;, EACI, equivalentes de dcido clorogénico y ECIC, equivalentes de cloruro de

cianidina.

Tomando en cuenta estos resultados, la técnica de maceracion obtuvo los extractos con mayor

contenido en flavonoides totales, acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas, concordando con
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trabajos anteriores (Garcia-Pérez et al., 2010; Naima et al., 2015) en los cuales se ha analizado la
relacion entre diferentes métodos de extraccion, solventes y rendimiento en diferentes clases de
compuestos fendlicos. Q. crassifolia y Q. laurina obtuvieron la mayor cantidad de fenoles totales,
similar a la cantidad determinada para el Oligopin®. En cuanto a flavonoides totales el extracto
crudo al agua caliente de Q. crassifolia obtuvo una alta cantidad de flavonoides totales, mientras
que Q. crassifolia extraido por maceracion mostrd una alta cantidad de acidos hidroxicinamicos y

proantocianidinas.

De acuerdo con la Tabla 8, el Oligopin® contiene una mayor cantidad de fenoles totales, acidos
hidroxicindmicos y proantocianidinas, comparada con los extractos crudos de las especies de
encino michoacanas que se analizaron. Se puede resaltar el contenido de flavonoides totales del
extracto crudo de Q. crassifolia por agua caliente, el cual es significativamente mayor que el del
Oligopin®. El menor contenido de 4cidos hidroxicinamicos y proantocianidinas de las especies de
encino michoacanas comparadas con el extracto comercial Oligopin® puede ser debido al hecho
de que estos extractos son extractos crudos, los que deben contener cantidades relativamente altas
de compuestos polares no selectivamente extraidos usando estos métodos (ej. azlcares), a
diferencia del extracto comercial Oligopin® que representa la fraccion acetato de etilo del extracto
acuoso de cortezas del Pino maritimo francés. Efectivamente, la literatura demuestra que para
aumentar el contenido en fenoles totales, flavonoides, acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas
en extractos polifenolicos crudos suele ser necesario emprender un proceso ulterior de purificacion

(Diouf et al., 2009a; Garcia-pérez et al., 2012; Fan et al., 2015).

8.1.4. Capacidad antioxidante de los extractos crudos de especies de encino michoacano
obtenidos por maceracion y por agua caliente

La Tabla 9 muestra los valores de capacidad antioxidante de los extractos crudos de las tres
especies de encino michoacano obtenidos por maceracion y por agua caliente, asi como del
Oligopin® y la curcuma Terana®, considerando su capacidad para captar radicales y especies
reactivas de relevancia bioldgica como como 16n superdxido, radical hidroxilo, radical peroxilo,
perdxido de hidrogeno, 6xido nitrico y acido hipocloroso. Dadas las caracteristicas de estos

métodos antioxidantes, estos proveen informacion acerca de la reactividad quimica intrinseca de

71



los extractos polifendlicos para captar a los diferentes radicales y especies reactivas que se

mencionan.

Los valores de ECso mostraron que los extractos de Q. crassifolia, tanto por maceracion como por
agua caliente, fueron los extractos con la mejor capacidad para capturar el anion superoxido (40.89
png/ml y 80.45 pg/ml, respectivamente), mientras que el extracto de Q. crassifolia con el agua
caliente mostr6 la mejor capacidad para capturar el radical hidroxilo (918.19 pg/ml), incluso que
Oligopin® (1270.92 pg/ml). En cuanto a la capacidad de captar el radical peroxilo, el extracto de
0. scytophylla al agua caliente obtuvo la mejor capacidad de captar al radical peroxilo (390.47
pug/ml), seguido por Q. crassifolia agua (577.01 ug/ml) y Q. laurina agua (621.67 ng/ml), los

cuales obtuvieron valores similares al Oligopin (563.49 pg/ml).

Sin embargo, los extractos de Q. scytophylla mostraron un desempefio pobre frente a otros
extractos en la capacidad de captar el radical superdxido e hidroxilo. En cuanto a la capacidad de
captar peroxido de hidrogeno, Q. crassifolia al agua caliente, Q. crassifolia por maceracion, Q.
laurina al agua, Q. laurina por maceracion, asi como Q. scytophylla por maceracion, no se

encontraron diferencias (p <0.05).

Para deteminar la capacidad de los extractos para captar el 6xido nitrico se evalu6 a la par al
extracto circuma, obtenido a partir de rizomas secos de Curcuma longa, es un material de color
dorado, de uso comun en todo el mundo como condimento y colorante alimenticio. Varios estudios
han sido publicados en los ultimos afios relacionados a la actividad bioldgica de la curcumina
incluyendo sus propiedades antioxidantes, antitumorales, anti-inflamatorias, antiviral,
antibacterianas y antifungicas, atribuyendo estos a su alta capacidad para captar el 6xido nitrico
(Sueth-Santiago ef al., 2015). Fue el extracto de circuma Terana® (Terana S.A) el que registro
mejor capacidad de captar 6xido nitrico (53.84 pug / ml), seguido por el extracto de Q. laurina por

maceracion (149.47 ug / ml).

En cuanto a la capacidad de inhibir al acido hipocloroso, Q. laurina por maceracion obtuvo la
mejor capacidad antioxidante (386.94 pg / ml), seguida por la especies de Q. crassifolia al agua

caliente (740.37 ug/ ml) y Q. laurina al agua caliente (774.47 pg / ml).
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Como podemos ver, en los resultados generales destacaron los extractos de Q. crassifolia al agua

caliente y Q. laurina por maceracion, con mayor eficiencia para captar los diferentes radicales y

especies reactivas, sin embargo, Q. crassifolia tavo un mayor rendimiento de extraccion (Tabla

7).

Tabla 9. Actividad antioxidante de extractos crudos de especies de encino michoacano.

Extracto OH- Oy ROO- H>0O» NO-e HCIO
ECso ECso ECso ECso ECso ECso
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0. crassifolia  918.19£9.17* 80.45+0.71*°  577.01+40. 596.92+162. *Sin 740.37+53.9
agua 30°¢ 49° actividad 3b
Q. crassifolia  2023.55+197 40.89+16.40" 1747.26£86 652.61+122. 873.39+48. 1275.68+39.
maceracion .65° .70¢ 26° 96° 81°¢
0. laurina 1257.04+£75. 628.81+8.87* 582.14+15. 727.34+£56.8  *Sin 774.47+191.
agua 15° 11° 5° actividad 61°
0.  laurina *Sin 3212764917 621.67+47. 519.11£116. 149.47+17. 386.94+85.9
maceracion actividad! 340 92°¢ 46° 19? 32
0. 1864.55+£396 *Sin 390.47+£160 1101.64+48. *Sin 866.29+183.
scytophylla 37° actividad® 29% 80° actividad ¢ 33°
agua
0. *Sin 406.20+=134.  856.38+£23. 1049.76£165 661.03£177 952.66+211.
scytophylla actividad 67" 60¢ .80° 39° 64°
maceracion
Oligopin® 1270.92+72. 104.44+8.00° 563.49+32. 174.43+£9.54* *Sin 1310.42+114
05° 85b¢ actividad! 41°
Curcuma 53.84+39.0
Terana® 4

ECs50>2000 ug ml'. Medias con diferente letra como superindice en la misma columna presentan diferencias

estadisticamente significativas a una p<0.05 (ANOVA, seguida de una prueba de Duncan).
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Para identificar la asociacion de los distintos tipos de contenido polifenodlico con la actividad
antioxidante, se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman. La habilidad para captar radicales
superoxido estuvo correlacionada con la cantidad de &cidos hidroxicindmicos (r = -0.829, p =
0.001) y fendles totales (r = -0.567, p = 0.004), lo cual coincide con lo reportado por Natic et al.
(2015), quienes encontraron que los polifenoles presentes en las frutas de mora cultivadas en
Vojvodina poseen una alta actividad antioxidante-antirradical, actuando como potentes
eliminadores del anion superdxio, también encontraron que los acidos fendlicos predominantes
fueron el &cido protocatéquico y el 4cido ferulico, que mostraron una alta correlacion positiva con

la capacidad para captar al radical anionico superdxido (Nati€ et al., 2015).

El contenido de flavonoides (r =-0.631, p =0.001) y fenoles totales (r =-0.441, p = 0.035) en los
extractos esta en correlacion con la capacidad de capturar radicales hidroxilo, como se encontrd
en los extractos de Matricaria pubescens estudiado por Metrouh-Amir ef al. (2015), en el que los
resultados revelaron una correlacion significativa entre el contenido de compuestos fenolicos y

flavonoides y la actividad antioxidante evaluada por la capacidad de eliminacion de radicales

hidroxilo (Metrouh-Amir et al., 2015).

La actividad de captacién de perdxido de hidrégeno estd mas fuertemente asociada al total de
fenoles (r = -0.821, p = 0.002) que a los 4cidos hidroxicindmicos (r = -0.545, p = 0.007). La
capacidad de los extractos de especies de madera canadienses para eliminar H,O, se asocid

también con el contenido total de fenoles, tal como lo describié Garcia-Pérez et al. (2010)-

La concentracion de flavonoides totales y el contenido de proantocianidinas tuvo correlacion con
la capacidad de captar acido hipocloroso, r = -0.532 (p = 0.009) y r = 0.688 (p = 0.0002),
respectivamente. Quettier-Deleu ef al. (2000), también demostraron una alta asociacion entre los
compuestos de flavonoides y las actividades antioxidantes en extractos de c4scara y harina de trigo
sarraceno (Quettier-Deleu et al., 2000). Ademas, la concentracion total de flavonoides tiene
correlacion con la capacidad para capturar el 6xido nitrico (r=0.511, p=0.013). Eso significa que
a concentraciones altas de proantocianidinas y flavonoides totales muestran una mayor capacidad

para captar acido hipocloroso y 6xido nitrico.
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8.1.5. Rendimiento de extraccion del extracto purificado

El rendimiento de extraccion del extracto crudo y purificado se puede observar en la Tabla 10, en
donde el rendimiento de extraccion del extracto purificado disminuyd considerablemente en
comparacion con el rendimiento de extraccion del extracto crudo de Q. crassifolia al agua caliente.
Esto es razonable debido a que en esta etapa se esta obteniendo solo la fraccion correspondiente a

aquellos compuestos solubles en acetato de etilo.

Tabla 10. Rendimiento de extraccion del extracto de Q. crassifolia crudo y purificado/ 50 g de corteza seca.

Extracto Rendimiento de

extraccion (%)

0. crassifolia 20.04£7.71%*
agua crudo
0. crassifolia 2.70+0.33

agua purificado

Medias con *en la misma columna son significativamente

diferentes estadisticamente. Prueba t (p < 0.05).

8.1.6. Determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos en el extracto de Q,
crassifolia crudo y purificado.

En la Tabla 11 se presenta el contenido de fenoles totales, acidos hidroxicinamicos,
proantocianidinas y flavonoides totales en el extracto obtenido por el método de extraccion al agua
caliente crudo y el purificado, este ultimo considerado como una fraccion enriquecida en

compuestos fendlicos.

Como se puede observar en la Tabla 11, después del proceso de purificacion y concentracion de
compuestos fenolicos con hexano y acetato de etilo, desechando la fraccion acuosa, se determind
la cantidad de fenoles totales del extracto purificado, teniendo una mayor cantidad de fenoles
totales, flavonoides totales asi como una mayor cantidad de acidos hidroxicinamicos. Sin embargo,
la concentracion de proantocianidinas disminuyd, de 25.74 equivalentes a 9.95 equivalentes de
cloruro de cianidina, lo cual concuerda con el estudio efectuado por Diouf et al. (2009a), trabajo

en el cual se determind el contenido de fenoles totales y proantocianidinas de un extracto acuoso
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de corteza de Picea mariana, tanto del extracto crudo, como de la fraccion de acetato de etilo.
Estos autores obtuvieron como resultado un aumento en la cantidad de fenoles totales para la
fraccion acetato de etilo, en comparacion con el extracto crudo, mientras que la concentracion de

proantocianidinas, disminuy6 en la fraccion de acetato de etilo.

Tabla 11. Contenido de fenoles totales, flavonoides totales, acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas del extracto

de Q. crassifolia crudo y purificado.

Extracto Fenoles totales Flavonoides Acidos Proantocianidinas

(mg EAG/g) totales hidroxicinamicos (mg ECIC/g)
(mg EQ/g) (mg EACV/g)

0. 746.54+41.09° 25.42+0.64° 234.67+1.15° 25.74+1.25°

crassifolia

agua crudo

0. 2391.04£185.01° 43.59+0.31° 362.37£13.47° 9.35+0.32°

crassifolia

agua

purificado

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes estadisticamente con una
significancia de p<0.05. (Prueba t). Donde: EAG, equivalentes de dcido galico; EQ, equivalentes de quercetina;

EACI, equivalentes de dcido clorogénico y ECIC, equivalentes de cloruro de cianidina.

Este resultado puede explicarse si se considera que la fraccion acuosa, que se desecha como
resultado de la purificacion, contiene principalmente proantocianidinas poliméricas, mientras que
la fraccion de acetato de etilo esta compuesta principalmente por proantocianidinas oligoméricas.
Esto supondria que una parte de las proantocianidinas de elevado peso molecular se perderia como
resultado del proceso de purificacion en consecuencia disminuyendo la concentracién de

proantocianidinas totales en la fraccion acetato de etilo.

Cabe destacar que se ha demostrado que las proantocianidinas oligoméricas, debido a su menor
peso molecular, poseen mayor actividad bioldgica que las poliméricas. De hecho, estas ultimas,
dado su gran tamafio, son incapaces de atravesar las membranas bioldgicas y consecuentemente
no pueden interferir en las vias de sefializacion relacionadas con la patogénesis de enfermedades

(Crozier et al.,2010; Zhao et al., 2014).
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8.2. Capacidad antioxidante del extracto de Q. crassifolia crudo y purificado obtenido

por agua caliente

La Tabla 12 muestra los valores de capacidad antioxidante del extracto crudo de Q. crassifolia al
agua caliente y del extracto purificado de Q. crassifolia, considerando su capacidad para captar
especies reactivas como el i6n superoxido, radical hidroxilo, radical peroxilo, peroxido de

hidrégeno y 4cido hipocloroso.

Como podemos observar, el extracto purificado mejoro la capacidad de captar al radical hidroxilo,
16n superoxido, peroxido de hidrogeno y acido hipocloroso, es decir se requiere una menor
concentracion del extracto de encino purificado para poder captar al 50% de las especies reactivas
que se mencionaron. De igual forma, en el trabajo de (Diouf et al., 2009a), se pudo observar, que
la fraccion de acetato de etilo del extracto de corteza de Picea mariana, tuvo, en general, una

mayor capacidad antioxidante que el extracto crudo.

Tabla 12. Actividad antioxidante del extracto de Q. crassifolia purificado.

Extracto OHe 02e- ROOe H,0, NOe HCIO
ECs ECs ECs ECso ECs ECs
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

0.

crassifolia ~ 918.19£9.17*°  80.45+0.71* 577.01+40.30° 596.92+162.49° >4000* 740.37+53.93?

agua crudo

0.

crassifolia

agua 467.05£50.00° 58.07+1.61°  716.62+9.18° 21.97+1.82°  >4000* 107.97+24.70°

purificado

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes estadisticamente con una
significancia de p<0.05. (Prueba t). OH e: radical hidroxilo;, O°e- : anién superéxido; ROOe: radical peroxilo;, H2O::

peroxido de hidrogeno; NOe : radical oxido nitrico; HCIO: acido hipocloroso.

Mientras que para el radical peroxilo, aunque hubo diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05), el radical purificado, aumento6 la ECso en comparacion al extracto crudo, esto puede ser

debido a la pérdida en la fraccion acuosa de compuestos que pudieran estar relacionados con la
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capacidad de captar radicales peroxilo, tales como proantocianidinas poliméricas, taninos

hidrolizables, lignanos, estilbenos, entre otros, los cuales no fueron determinados en este trabajo.

En lo que respecta al radical 6xido nitrico, tanto el extracto crudo como el extracto purificado, a
concentraciones menores a 4000 pg/ml, no tuvieron capacidad de captar a la especie reactiva de

nitrogeno.

8.3. Caracterizacion quimica del extracto purificado de Q. crassifolia

Se obtuvieron tres fracciones del extracto purificado de encino (EP), mostrandose los siguientes
rendimientos: Fraccion de diclorometano (FD), 49.61%; Fraccién acuosa (FW), 29.62% y

Fraccion de acetato de etilo (FE), 20.77%.

8.3.1. Analisis elemental

En la Tabla 13 se muestra el analisis elemental del extracto purificado de encino y de las tres
fracciones. Como se puede apreciar, la fraccion de diclorometano, presenta las proporciones mas
altas de carbono, hidrégeno, azufre, nitrogeno y proteinas, mientras que la fraccion acuosa presenta

un mayor porcentaje de ceniza y oxigeno.

Tabla 13. Andlisis elemental del extracto de encino y sus fracciones.

C H N S Proteina Ceniza O
Muestra

% % % % % % %
EP 52.88+0.03  4.95+0.02 0.17£0.01  0.05+0.08 1.05+0.04 6.76+0.26 35.19+0.11
FW 49.29+0.21 438+0.05 0.14+0.01 0.90+0.03 0.90+0.03 6.94+2.13 38.34+0.23
FE 54.74+0.87  4.82+0.25  0.08+0.02 0.48+0.1 0.48+0.10  5.44+1.33 34.44+1.00
FD 55.18+0.11 5.35+0.01 0.18+0.01 1.13£0.04 1.13£0.04 4.15+0.61 34.01+0.15

8.3.2. Analisis proximal
En la Tabla 14 se puede observar en el anélisis proximal, que el contenido de compuestos volatiles
es mayor en la fraccion de diclorometano y la fraccion acuosa muestra un contenido mayor de

carbono fijo.
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Tabla 14. Andlisis proximal del extracto de encino y sus fracciones.

Volatiles Carbon fijo Ceniza
Muestra
% % %
EP 63.97+0.36 29.27+0.14 6.76+0.26
FW 60.85+5.94 32.21+£3.84 6.94+2.13
FE 63.55£1.15 31.02+1.07 5.44+1.33
FD 67.53+0.24 28.33+0.53 4.15+0.62

8.3.3. GC-MS

En la Tabla 15 se muestran los compuestos identificados, podemos ver los cromatogramas tanto
en el extracto purificado de encino (Figura 12), como en las tres diferentes fracciones (Figura 13,
14 y 15). Se identificaron 85 compuestos diferentes, tanto en el extracto purificado, como al
analizar las tres fracciones del mismo, clasificandolas en aldehidos (1.18%), acidos carboxilicos
(5.88%), acido nitroso (1.18%), alcanos (2.35%), alcoholes (16.47%), alquenos (2.35%), amidas
(4.71%), aminas (12.94%), aminoacidos (1.18%), azoles (2.35%), azlcares (4.71%), cetonas
(15.29%), cicloalcanos (2.35%), cicloalquenos (3.53%), ésteres (4.71%), éteres (1.18%), fenoles
(12.94%), furanos (1.18%), glicoles (1.18%), hidrazinas (1.18%) y perdoxidos (1.18%).

Como podemos observar en el analisis por cromatografia de gases, la mayor proporcion de
compuestos volatiles y semivolatiles detectados fueron cetonas. Tomando en cuenta los resultados
obtenidos anteriormente, donde se reportd para el extracto purificado de corteza de Quercus
crassifolia un alto contenido de polifenoles (860.40 = 5.68 mg EAG/g), entre los que destacan el
alto contenido de flavonoides (43.597 £ 0.31, mg EQ/g) y &cidos hidroxicindmicos (362.37+13.47
mg EACl/g) y aunque la cantidad de proantocianidinas presentes en el extracto de encino es baja,
la presencia de taninos tanto hidrolizables como condensados es caracteristica del género Quercus,
los taninos por ser moléculas oligoméricas y poliméricas, no son facilmente observables mediante

cromatografia de gases.
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Figura 12. Cromatograma del extracto purificado de corteza de Q. crassifolia (EP).
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Figura 13. Cromatograma de la fraccion de acetato de etilo (EF).
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Figura 15. Cromatograma de la fraccion de diclorometano (DF).

81



Dentro del grupo de compuestos fendlicos que pudieron ser detectados destacan como
mayoritarios: el 72, 4-hydroxy-Benzeneethanol, también conocido como tyrosol, el cual esta
presente en dos de los componentes principales de la dieta mediterranea: el vino y el aceite de
oliva, este ultimo se ha reportado, es absorbido al ingerir oralmente dosis sostenidas y moderadas
de aceite de oliva virgen. Ademas de evitar la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
previniendo la peroxidacion lipidica y el proceso de aterosclerosis (Covas et al., 2003; Mir6-Casas
et al., 2003). Por ejemplo, el 4-hydroxy-Benzeneethanol, ha sido detectado en vinos afiejados en
barricas de encino Quercus petraea (Simon et al., 2014), ademas de ser uno de los principales
componentes de la biomasa de Cunninghamia lanceolata, una especie conifera asiatica (Zhang et

al., 2015).

El compuesto 66, Phenol,2,6,dimetoxy, también conocido como siringol, fue detectado en vinos
cuando se afiejaron en barricas de Quercus petraea (Simon et al., 2014), mientras que ha sido
encontrado también en flores de Erigeron canadensis, Sanguisorba officinalis y hojas de Rubus
plicatus y Fragaria vesca, reportando que los glicoconjugados de estas plantas poseen capacidad
protectora contra la radiacidon-gamma en un sistema celular in vitro y mitigaron el dafio por la
radiacion en linfocitos, atribuyendo estas cualidades a la alta concentracoin de siringol y acido

feralico (Szejk et al., 2017).

El compuestos nimero 81, Scyllo-inositol fue descubierto por primera vez en tiburones, en rifion,
higado, bazo y branquias, sin embargo, también se encuentra en tejidos vegetales, incluyendo el
coco, guanabana, uva, algunos citricos, vegetales de la familia 4Apiaceae y la corteza del roble
blanco y el inglés. Ademas, a este compuesto bioactivo y sus isdmeros, se les ha atribuido la
capacidad de regular el metabolismo del azticar y proteger a las células de los dafios oxidativos,
citotoxicos y mutagénicos (Kallio et al., 2009). Aunado a esto, se tienen reportes de ensayos in
vivo en ratones donde se ha demostrado que el scyllo-inositol inhibe los déficits cognitivos y
mejora significativamente la patologia de la enfermedad, lo que sugiere que podria ser eficaz en
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer (Fenili et al., 2007), mientras que ensayos
preclinicos y clinicos en humanos, se han obtenido resultados positivos en el tratamiento la
enfermedad predominante Alzheimer, también han generado gran interés en este compuesto de

origen natural (Ma ef al., 2012).
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Tabla 15. Compuestos identificados en el extracto de encino por Cromatografia de Gases.

No. TR Compuestos identificados Fraccion
(min)
1 9.672 Cycloserine EP
2 12.398 Acetic acid, anhydre with formic acidAcetic acid, anhydre with formic EP
acid
3 12.903 [(aminocarbonyl)amino]oxo-Acetic acid EP
4 12.916 hexyl-Thiophane EF
5 14.141 2-Acetylamino-2-cyano-acetamide EP
6 14.33 (propoxymethyl)-Benzene WF
7 14.418 3 methyl-1-Penten-3-ol EP
8 14.86 tetrahydro-5-methyl-cis-Furfuryl alcohol EP
9 15.1 3-ethoxy-3-methyl-2-Butanone EP
10 15.958 Methanol, chloro-, acetate EP
11 16.249 Pentanoic acid, 2 (aminooxy)- EP
12 16.703 2-Propenoic acid, 2-methyl-, ethenyl ester EP
13 18.761 Ether, 3-butenyl pentyl EP
14 19.645 Pantolactone EP
15 19.746 Cyclopentanol, 1-methyl- EP
16  20.617 (2,3,3-Trimethyloxiranyl)methanol E
17  20.665 2-Hexanone,3-hydroxy-3,5-dimethyl DF
18  20.692 Acetamide, N-(aminocarbonyl)- EF
19 21.93 1,2-Hydrazinedicarboxamide EF
20 22.511 Butanemide, N,N-dimethyl- EP
21 23.457 1-H-Imidazol-2-amine EP
22 26.096 Ethylamine, 1-methyl-2-(5-methyl-1-H-pyrazol-3-yl)- EP
23 26.891 Ethanol, 2-butoxy- EP
24 27.661 Hydrazinecarboxamide DF
25 27.724 L-(+)-Rhamnose EP, EF
26  28.116 Furan, 2,4-dimethyl- EP
27  28.128 2-cyclopenten-1-one, 2 methyl EP, DF
28  28.154 Hex-4-yn-3-one EF
29  28.419 Cyclohexyl 2,2-dimethylpentanoate EP
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

29.1
30.148
30.628
30.64
30.678
31.941
31.954
32.143
33.127
33.519
33.632
34.011
34.352
34.365
34.882
34.907
35.274
35.362
35.577
36.448
36.713
37.155
37.596
39.149
39.162
39.591
41.056
41.068
43.101
43.53
44.174
44.666
47.494
49.085

2-Hydroxy-2-methyl-but-3-enyl 2-methyl-2(Z)-butenoate

N,N'-Diacetylethylenediamine
2,3-Butanediol,2,3-dimethyl-
D-(+)-Xilose
Hydrazine, (1-methylethyl)-

1-Butanol, 4-(1-methylethoxy)-
2-Hydroxy-2-methylbutyric acid

1-Butanol, 4-(1-methylethoxy)-
2-Furamethanol, tetrahydro-5-methyl-, trans-
Acetic acid, hydrazide
2-cyclopenten-1-one, 3 methyl
1-Pentene,4,4-dimethyl
2-Buten-1-ol, €

1,3-Butanediol, (S)-
3-Hexanol, 2,3-dimethyl-
Pentanoic acid, 2-Hydroxy-4-methyl-,ethyl ester
4(1H)-Pyrimidinone, 6-methyl-
4,5-Octanediol
Paraldehyde
3-Methyl-1-[(1H)-1,2,4-triazol-1-yl]butan-2-one
4H-Imidazol-4-one, 2 amino-1,5-dihydro
1H-Tetrazol-5-amine

1-Hexanone, 5 methyl-1-phenyl
2-Cyclopenten-1-one, 3,4,5-trimethyl-
Phenol, 2-methoxy-, acetate
Oxirane, (ethoxymethyl)
Cyclohexene, 1-methoxy-
1-Hexene-3,5-dione

Ethanol, 2-(2-butoxyethoxy)-

Benzeneethamine, N-hydroxy-2,5-dimethoxy-a,4-dimethyl-

ter-Butyl Hydroperoxide
2-Cyclopenten-1-one, 2-hydroxy-3-methyl-
2-(2-Furyl)-2,5-dimethyltetrahydrofuran
2,3-Dimethyl-3-pyrazolin-5-one

EP
EP

EF

DF

WF
EF, DF
EP

EP

EF

WF
EP, DF
EP, DF
EP

EF

EP, EF
DF

EP, DF
EF

EF

EF, DF
DF

DF

EP, DF
DF

EP, WF
EF

EF, DF
EP

EF

EF

EP, EF, DF
EF, DF
DF

EP, EF, DF
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64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85

50.473
50.486
52.746
53.756
56.053
57.265
58.035
59.866
61.267
65.534
65.534
67.087
68.084
68.337
68.753
70.079
72.717
72.743
74.674
77.426
80.141
84.193

4-Acetoxy-3-methoxystyrene
Phenyl-1,2-diamine, N,4,5-trimethyl-
Phenol,2,6,dimetoxy
3,5-Dimethyl-1-dimethylphenylsilyloxybenzene
2-(Methylmercapto)-benzothiazol
4-Ethylbiphenyl
2-Fluoro-6-trifluoromethylbenzoic acid, 3 -tridecyl ester
2H-Pyran-2-one, 4 methoxy-6-(2-oxopropyl)
Benzeneethanol, 4-hydroxy-Benzeneethanol, 4-hydroxy-
1,2-Butanediol, 1-(2-furyl)-3-methyl-
B-D_Glucopyranose,1,6-anhydro
2-Chloro-5-methoxybenzimidazole
9H-Fluorene, 9-methylene-
1-Methyl-1,6-diazaplenalene
4,4’-Dimethylbiphenyl
2,4,6,(1H,3H,5H)-Pyrimidinetrione, 5-acetyl-
DL-Arabinose

Scyllo-Inositol

Phenethylamine, 2,4,5-trimethoxy-o-methyl-
Doxilamine Succinate
17,21-Dimethylheptatriacontane

Apigenin 7-glucoside

DF
EP

EP, EF, DF
EF

EF

EF

DF

EP, EF, DF
EP, EF, DF
EP, EF

DF

DF

WF, DF
EF

EF

EP, EF, DF
WF

EP

EF

EF

EF

EP

Donde EP: extracto purificado de Q. crassifolia, WF: fraccidon acuosa, EF: fraccion de acetato de

etilo y DF: fraccion de diclorometano.

8.3.4. Pyro- GC-MS

En la Tabla 16 podemos observar los compuestos identificados en la pirocromatografia de gases,

en tanto que en las Figuras 16, 17, 18 y 19 se muestran los pirogramas, de los cuales se

determinaron 351 compuestos, clasificindolos en: acido carboxilico (3.42%), acidos grasos
(2.56%), alcanos (9.97%), alcoholes (9.97%), alcoholes (5.13%,), aldehidos (2.85%), alquenos
(2.85%), alquinos (0.57%), amida (2.56%), amina (7.12%), azoles (1.42%), aztcar (1.14%),
benzofuranos (0.57%), cetonas (8.54%), cicloalcanos (4.27%), cicloalquenos (16.81%),
cicloalquinos (0.57%), ésteres (0.85%), esteroides (0.57%), éteres (2.28%), fenoles (22.79%),
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hidracina (0.28%), indol (0.57%), inositol ((0.28%), oxido (0.57%), quinolina (0.28%),
sesquiterpeno (0.28%), terpeno (0.28%) y tiazol (0.28).

LAk 107 —
297
B0 105 —
6.0 10 —

40105 —

2.0% 108 —

262
| 276
dod o

30 Hr S0 40

Tiempo (min}

Figura 16. Pirograma del extracto purificado de corteza de Q. crassifolia (EP).
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Figura 17. Pirograma de la fraccion de acetato de etilo (EF).
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Figura 18. Pirograma de la fraccion de agua (WF).
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Figura 19. Pirograma de la fraccion de diclorometano (DF).

Entre los compuestos indentificados destacan el 115, Phenol, 2,4-dimethyl- y el 294, Phenol, 2,2'-
methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-, ambos detectados cuando se realiz6 un tratamiento
hidrotérmico de celulosa (Gao et al., 2012); ademds existid6 cantidades significativas del
compuesto numero el 127, el Resorcinol, que también se ha detectado en cereales como cebada,
centeno, trigo, mostrando efectos antioxidantes y moduladores de membrana (Naczk & Shahidi,
2006), ademas se ha reportado que posee actividad anti-tirosinasa, pudiéndose usar como
despigmentante de la piel (Stratford et al., 2013); ademas se muestra el compuestos 299, 4-
Methoxy-4',5'-methylenedioxybiphenyl-2-carboxylic acid, identificado como wuno de los

principales componentes en madera de Cunninghamia lanceolata (Zhang et al., 2015).

El compuesto 88, Phenol, 4-methyl-, también llamado p-Cresol, se emplea principalmente en la
sintesis de antioxidantes tales como butilhidroxitolueno (Scott & Summit, 1985), y es proveniente
de la termodegradacion de la lignina, por lo tanto, se ha reportado en la composicion quimica de
compuestos volatiles de vinos afiejados en barricas elaboradas con madera de encino americano

(Quercus alba) y francés (Quercus sessilis) (Cerdan et al., 2002).
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Mientras que otros compuestos que se encontraron en alta proporcion en las tres fracciones fueron
los acidos grasos como Eicosano, n-Hexadecanoic acid, Heneicosane, los cudles han sido
compuestos ampliamente reportados en andlisis de compuestos en cortezas de Quercus suber y

Betula pendula después de ser sometidas a una hidro6lisis alcalina (Pinto et al., 2009).

Tabla 16. Compuestos identificados en el extracto de encino utilizando Pirolisis y Cromatografia de Gases.

No TR Compuestos identificados Fraccion
(min)

1 1.52 Carbon dioxide EP, EF, WE,
DF

2 1.658  Dimethylamine EF

3 1.753  Acetone EF, WF

4 1.826  O-Methylisourea EF

5 1.835  2-Propanamine WF

6 1.89 Nitrous Oxide EP, DF

7 1.925  Butanal EP

8 2.029  Cyclopropanecarboxaldehyde EP

9 2.042  Aziridine, 2,2-dimethyl- WF

10 2.051 3-Butenamide EF

11 2.063 Cyclobutanol WE, DF

12 2.089  Ethylene oxide DF

13 2.137  Furan, 2-methyl- EF, WF

14  2.154  Propanenitrile, 3-(methylamino)- EF

15 2.184  Ethyl Acetate EP, EF, WF

16 2309  Acetic acid EF, WF

17 2365  2-Formylhistamine EF

18  2.56 Benzene EP, EF, WF,
DF

19 2991  trans-1-Ethoxy-1-butene EF

20  3.008 Formamide, N-(1-cyanoethenyl) WF

21 3.051 Butanal, 2,2-dimethyl- EF

22 3.064 1-Propene, 3-methoxy- WF
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

3.099
3.539
3.694
3.811
3.827
3.88
4.039
4.208
4.332
4.345
4.354
4.402
4.949
4.98
4.997
5.036
5.118
5.122
5.338
5.351
5.519
5.549
5.7
5.889
6.231
6.265
6.373
6.395
6.455
6.58
6.602
7.05
7.089
7.098

1,3-Hexadien-5-yne

3-Pentanone, 2-methyl-

Oxirane, 2-methyl-2-(1-methylethyl)-
Toluene

Cyclopropanecarboxylic acid, cyclo hexylmethyl ester
1,3,5-Cycloheptatriene
2,4-Pentanedione
3-Methylenecyclohexene

Heptane, 3-methylene-
3-Hexene-2,5-diol

Butane, 1-(ethenyloxy)-
1-(2-Phenylsulfanyl-ethyl)-pyrrolidine
Cyclotrisiloxane, hexamethyl-
1,5-Cyclooctadiene

Benzo[h]quinoline, 2,4-dimethyl-
Furfural

Cyclooctanone

3(2H)-Pyridazinone

Ethanol, 2-[2-(2-ethoxyethoxy)ethoxy]-
1-Methoxymethoxy-hexa-2,4-diene1-Pentanol, 5-methoxy-
2,3-Butanediol, 2,3-dimethyl-

(SS)- or (RR)-4-methyl-2,3-pentanediol
Ethylbenzene

o-Xylene

Styrene
1,1-Difluoro-2-vinylcyclopropane
Bicyclo[4.2.0]octa-1,3,5-triene
1,3,5,7-Cyclooctatetraene

2-Propanol, 1-methoxy-2-methyl-
2-Propanol, 1-[1-methyl-2-(2-propenyloxy)ethoxy]-
2-Cyclopenten-1-one, 2-methyl-
2-Methyl-5-hexen-3-ol

3-Pentanol, 2,4-dimethyl-

Cyclohexanone

DF
WF

EF

EP, EF, DF
EP, EF
EF

EF

EF

EP

WF

EF

WF
EP, DF
WF

DF

EP, WF
EF

WF

EF, DF
WF

EF

WF

EP

EP

EP, EF
WF

EF, DF
DF

EF

EP

EP, EF, WF
EF

EF

WF
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57
58
59
60
61
62
63
64

65
66
67
68
69

70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

7.175
7.516
7.555
7.606
7.736
7.797
7.814
7.87

7.999
8.077
8.379
8.452
8.539

8.827
8.832
8.836
8.849
8.879
9.156
9.371
9.418
9.522
9.53
9.604
9.617
9.898
9.902
9.958
10.225
10.346
10.51

Piperidine, 1-methyl-

2-Propenoic acid

2,5-Furandione, 3-methyl-
2,5-Furandione, dihydro-3-methylene-
2H-Pyran-2-one

Hydrazine, 2-propenyl-
2-Propen-1-ol, 2-methyl-
Benzaldehyde

2-Furancarboxaldehyde, 5-methyl-
2-Cyclopenten-1-one, 3-methyl-
Propane, 1-(1-methylethoxy)-
1-Propyne, 3-bromo-

Phenol

7H-Dibenzo|b,g]carbazole, 7-methyl
(R,R)-(-)-2,3-Dimethoxy-1,4-bis(dimethylamino)butane
Cyclotetrasiloxane, octamethyl-
Oxazolidine, 2-butyl-2-ethyl-3-methyl-
2H-Pyran, 3,4-dihydro-2-methoxy-
Sorbic Acid

Benzene, 1,2,3-trimethyl-

Benzene, 1-ethyl-3-methyl-
Butyrolactone

Benzene, 1-propenyl-

1-Hexanol, 2-ethyl-
1,2-Cyclopentanedione, 3-methyl-
Methylenecyclopropane

Thiazole, 2,5-dimethyl-

Indene

3-Phenylbut-1-ene

Phenol, 2-methyl-

Acetophenone

EP
EF

EF, WF

EP

EP

EF

WF

EP, EF, WF,
DF

EP, WF

EF

EF

EP

EP, EF, WF,
DF

EP

EF

DF

WF

EP

EF

EF

EP

WF

EP

EP, EF, DF
EF, WF

WF

EF

EP

EP

EP, EF, DF
EP, EF, WF,
DF
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88

89
90
91
92
93

94
95
96
97
98
99
100
101

102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118

10.885

10.942
11.002
11.006
11.027
11.084

11.317
11.356
11.412
11.433
11.477
11.562
11.714
11.739

11.946
12.283
12.386
12.512
12.52

12.603
12.654
12.663
12.667
12.822
12.887
13.077
13.081
13.133
13.284
13.336
13.366

Phenol, 4-methyl-

Phenol, 3-methyl-

Hydrouracil, 1-methyl-

Formamide, N,N'-1,3-propanediylbis
2,4,5-Trihydroxypyrimidine

Phenol, 2-methoxy-

N-Hydroxymethylacetamide
Propanoic acid, 2-methyl-, decyl ester
Nonanal

Benzofuran, 7-methyl-
2-Butenediamide, 2-methyl-, (Z)-
Cinnamaldehyde, (E)-

2-Furanmethanol

5-(3,7-Dimethylocta-2,6-dienyl)-4-methyl-2,3-dihydrothiophene 1,1-

dioxide

Benzene, 1-methyl-2-(2-propenyl)-
Benzene, (2-methyl-2-propenyl)-
Phenol, 2,3-dimethyl-

Benzene, (1-methylene-2-propenyl)-
Naphthalene, 1,2-dihydro-

Triquinacene

Cyclopentasiloxane, decamethyl-
Tetracyclo[5.3.0.0<2,6>.0<3,10>]deca-4,8-diene
Benzene, 1-butynyl-

Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-
1,4-Dihydronaphthalene

Phenol, 4-ethyl-

Phenol, 3-ethyl-

Phenol, 2,4-dimethyl-

Benzeneacetic acid, .alpha.,4-dihydroxy-
Benzenecarboxylic acid

Naphthalene

EP, EF, WF,
DF

EF, WF

WF

EF

EP

EP, EF, WF,
DF

WF

EF

WF

EP

EF

EP

EF

EP

EP
EP

EP

EF

EP

EP, EF

DF

EP, EF

EP

EP

EP

EF

EP

EP

EF

EP, EF, WF
EP
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119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149
150
151

13.486
13.521
13.551
13.599
13.616
13.711
13.875
13.974
14.147
14.173
14.341
14.802
14.876
15.026
15.165
15.273
15.286
15.372
15.501
15.618
15.704
15.786
15.95

16.032
16.049
16.265
16.321
16.326
16.33

16.416

16.554
16.644
16.964

2-Phenyl-4-penten-2-ol

Ethanol, 1-(2-butoxyethoxy)-
2H-Thiopyran-3(4H)-one

Phenol, 2-methoxy-4-methyl-
2-Methoxy-5-methylphenol
4H-Pyran-4-one, 3,5-dihydroxy-2-methyl-
Ethanone, 1-(2-hydroxy-5-methoxyphenyl)-
1,2-Benzenediol

Resorcinol

3(2H)-Pyridazinone, 6-methyl-
Catecholborane
(1-Methylenebut-2-enyl)benzene
2-Amino-3-hydroxypyridine
Naphthalene, 1,2-dihydro-3-methyl-
1H-Indene, 1,1-dimethyl-

Naphthalene, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-
1,2-Benzenediol, 3-methoxy-
1H-Cyclopropa[b]naphthalene, 1a,2,7,7a-tetrahydro-
1H-Indene, 1-ethenyl-2,3-dihydro-
Phenol, 4-ethyl-2-methoxy-
1H-Inden-1-one, 2,3-dihydro-
Hydroquinone

Naphthalene, 1-methyl-

Benzonitrile, 4-methyl-

1,2-Benzenediol, 4-methyl-
2,4-Diaminophenol

Naphthalene, 2-methyl-
1,4-Methanonaphthalene, 1,4-dihydro-
Benzocycloheptatriene

2-Methoxy-4-vinylphenol

1,2-Benzenedicarboxylic acid
N-(2-Fluoro-phenyl)-2-iodo-benzamide
Methanamine, N-(phenylmethylene)-

EP
EF

WF

EP, EF, WF
WF

EF, WF

EP

EP

WF

EF

EP

EP

EF

EP

EP

EP, DF

EF, WF

EP

EP

EP, EF, WF
EP

WF

EP, EF

EP

EP, EF, WF
EP

EP

EF

DF

EP, EF, WF,

DF
DF
EP
EP, EF
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152

153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184

17.266

17.382
17.438
17.456
17.551
17.728
17.827
18.012
18.016
18.141
18.18

18.379
18.547
18.551
18.676
18.749
18.887
19.203
19.293
19.306
19.306
19.341
19.349
19.414
19.414
19.638
19.768
19.772
19.798
20.035
20.117
20.19

20.251

Phenol, 2,6-dimethoxy-

Phenol, 2-methoxy-5-(1-propenyl)-,(E)-
Benzylidenemalonaldehyde
3-Phenyl-2-propyn-1-ol

5-Hexen-3-ol, 2,3-dimethyl-

D-Erythro-Pent-1-enitol, 1,5-anhydro-2-deoxy-, cyclic ethylboronate

Biphenyl

2,2'-Bipyridine

Benzene, 1-methyl-4-(phenylmethyl)
1,4-Hexadiene, 2,3,4,5-tetramethyl
1,2,3-Benzenetriol

Naphthalene, 2,7-dimethyl-
1,3-Disilacyclobutane, 1,1,3,3-tetramethyl-

Phenol, 2-[5-(2-furyl)pyrazol-3-yl]-4-methoxy-

Naphthalene, 1,4-dimethyl-

Naphthalene, 2,6-dimethyl-

Naphthalene, 1,4-bis(bromomethyl)-
Benzeneethanol, 4-hydroxy-
1,2,4-Trimethoxybenzene

Biphenylene

Hydrazine, 1-(3-hydroxybenzyl)-
4-Methoxy-2-methyl-1-(methylthio)benzene
(1H)Imidazole-4-acetonitrile
1,1,6,8-Tetramethyl-1,2-dihydro-naphthalene
Naphthalene, 2,3-dimethyl-

2-Allylphenol

1-Pentadecanol

2-Cyclopenten-1-one, 3-ethyl-2-hydroxy-
Phenol, o-(tert-butylthio)-
1-Isopropenylnaphthalene

Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-2,2,5,7-tetramethyl-

Ethanone, 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-

1,2,4-Benzenetriol

EP, EF, WF,
DF

EF

EP

EF

EF

EF

EP, EF

EP

WF

EP

EP, EF, WF
EP, DF

DF

EP

EP

EP

EP

EP, EF, WF
DF

EP

WF

EF

WF

EF

EP

EP

EP

WF

EF

EP

EP, EF, DF
EP

EF
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185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203

204
205
206

207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

20.281
20.325
20.475
20.514
20.549
20.579
20.699
20.79

20.795
20.829
20911
20.929
21.071
21.113
21.127
21.243
21.282
21.412
21.575

21.58
21.679
21.683

21.696
21.899
21.989
22.029
22.085
22.223
22.403
22.417
22.46

22.68

L-Mannose, 6-deoxy-

Benzoic acid, 4-hydroxy-3-methoxy-, methyl ester
1,6-Anhydro-.beta.-D-glucopyranose(levoglucosan)
D-Allose

Acetamide, N-(4-hydroxycyclohexyl)-, cis-

Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)

Naphthalene, 1,2-dihydro-1,4,6-trimethyl-
1-Allyloxy-1-ethyl-1-silacyclohexane

Ethyl .beta.-d-riboside

Heptanoic acid

Benzene, 1,1'-ethylidenebis-

Phenol, 3-[(trimethylsilyl)oxy]-

Benzeneacetic acid, 4-hydroxy-3-methoxy-
5-Benzocyclooctenol, 5,6,7,8-tetrahydro-8,8-dimethyl-
2(1H)-Quinazolinone

Naphthalene, 1,2-dihydro-1,5,8-tri methyl-
Azulene, 4,6,8-trimethyl-

2-Naphthyl methyl ketone

Naphthalene, 1,6,7-trimethyl-

Naphthalene, 2,3,6-trimethyl-

(E)-Stilbene
(3,3-Dimethyl-5-methylthio-3,4(2H)-dihydropyrrol-2-
ylidene)acetonitrile

2,3,5,6-Tetrafluoroanisole

Benzaldehyde, 4,6-dihydroxy-2,3-dimethyl-

Fluorene

3-Hydroxy-4-methoxybenzoic acid

Naphthalene, 1,4,5-trimethyl-

1-Propanone, 3-hydroxy-1-(4-hydrox y-3-methoxyphenyl)-

Phenanthrene, 1,2,3,3a-tetrahydro-cyclopentadef]-
2'.4'-Dihydroxyacetophenone oxime
1,4,5,8-Tetramethylnaphthalene

Phenol, 3,4,5-trimethoxy-

EP
EF

EP, EF, WF
EP, EF, WF
EF

DF

EP

EP

EF

EF

EP

EF

EP, WF

EP

EF

EF

EP

EF

EP, EF, WF,
DF

DF

DF

EP, WF

EF
EF
EP
EF
EP, EF
EP, EF
EP
EF
EP
EP, EF
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217

218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249

22913

23.042
23.09

23.331
23.366
23.487
23.56

23.564
23.59

23.676
23.68

23.974
23.978
23.983
23.987
24.255
24.323
24.324
24.349
24.496
24.798
24.923
24.971
25.242
25.523
25.549
25.57

25.63

25.833
26.377
26.381
26.463
26.472

Benzophenone

Ethanone, 1-(2,2-dimethylcyclopentyl)-
Propanoic acid, 2-methyl-,nonyl ester
Phenol, 4-(ethoxymethyl)-2-methoxy
Phenol, 2-methoxy-4-(methoxymethyl)-
Mephenesin
3-(2-Methyl-propenyl)-1H-indene
1'-Acetonaphthone
2,4,6,(1H,3H,5H)-Pyrimidinetrione, 5-acetyl-
Naphthalene, 1,4,6-trimethyl-
6-Methoxy-9-thia-bicyclo[3.3.1]non-2-ene
D-glycero-D-gulo-Heptonic acid, .delta.-lactone
Phenylthiotrimethylsilane

Cyclododecane, ethyl-

2-Propenoic acid, pentadecyl ester

Phenol, 2,6-dimethoxy-4-(2-propenyl)-
[1,1'-Biphenyl]-4-methanol

Azulene, 7-ethyl-1,4-dimethyl-

Benzoic acid, 2-ethylhexyl ester
2,2'-Dimethylbiphenyl

2,4,6(1H,3H,5H)-Pyrimidinetrione, 5-ethyl-1,3-dimethyl-

Ethanone, 1-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-
3,4-Dimethoxy-6-methylpyrocatechol
Tetradecanoic acid
2,4(1H,3H)-Pyrimidinedione, 6-phenyl-
2-Pentanone, 1-(2,4,6-trihydroxyphenyl)
Benzenepropanol, .beta.-phenyl-

Phenanthrene

Benzenamine, 4-isothiocyanato-N,N-dimethyl-
Isoquinoline, 1-butyl-
1-Methyl-4-phenyl-3,4-dihydroisoquinoline
9H-Carbazole, 2-methyl-

4(1H)-Quinolinone, 7-chloro-2,3-dihydro-

EP, EF, WF,
DF

WF
WF
EP, WF
EF

EF

EP

WF
EF, WF
WF

EP

DF

EP

WF

EF

EP, EF
DF

EP, EF
EP

EF

EF

EP, EF
EF

EP, EF, WF
EF

EP, WF
EF

EP

EF

EF

EP

EP

WF
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250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262

263
264
265
266
267
268
269
270

271
272
273
274
275
276

277
278
279
280

26.558
26.925
26.938
27.132
27.227
27.231
27.36

27.365
27.378
27.624
27.986
28.257
28.659

30.139
30.458
30.462
30.644
30.734
30.864
31.118
31.179

31.234
31.235
31.299
31.317
31.541
31.7

32.084
32.115
32.145
32.162

Benzoic acid, 4-hydroxy-3,5-dimethoxy-
Pentadecanoic acid

1,1'-Biphenyl, 2,3'-dimethyl-

s-Triazine, 2,4-diamino-6-(o-aminophenyl)-
6-Tridecene, (Z)-

Cyclotetradecane

3-Ethoxy-2-nitro-phenol

Acetamide, N-(4-hydroxyphenyl)-
1-Chloro-1-ethyl-3-methyl-1-germacyclopent-3-ene
Diphenylmethane

Hexadecanoic acid, methyl ester
4,6-Dimethyl-2-propylsulfanyl-nicotinamide

n-Hexadecanoic acid

Benzene, 1-methyl-3-(phenylmethyl)
Cyclopentadecane

1-Nonadecene

8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester
11-Octadecenoic acid, methyl ester
3-(6-Phenyl-1,3,5-hexatrienyl)pyra zole

Octadecanoic acid, methyl ester

Tricyclo[4.4.1.0(2,5)]undeca-1(10) ,3,6,8-tetraene,

methylethylidene)-
2(1H)-Quinolinone, 4-phenyl-
4-Cyclopropylnorcarane
9-Octadecenoic acid, (E)-
14-Pentadecenoic acid
Bi-1,3,5-cycloheptatrien-1-yl

Octadecanoic acid

1H-Benzotriazole, 1-[(m-chlorobenzylidene)amino]-

Ethyl 4-[4-fluorophenyl]-2,4-dioxo butyrate

2(5H)-Furanone, 4-methyl-5,5-bis(2-methyl-2-propenyl)-

Docosane

EF
EP, WF
EF

EF

WF
EP, EF
EP

WF

EF

EP, WF
EF

EP

EP, EF, WF,
DF

EF

WF
EP, EF
EF

EF

EF

EF

EF

EP
EP

EP, DF

EF

EF

EP, EF, DF,
WF

DF

EF

DF

EP, EF, WF
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281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293

294
295
296
297
298
299
300
301
302

303
304
305
306
307
308
309
310
311
312

32.568
32.917
33.568
33.586
33.754
33.823
33.831
33.996
34.168
34.233
34.272
35.027
35.19

35.337
35.756
37.244
37.55

38.271
38.318
38.331
38.396
38.547

38.78

38.987
39.017
39.448
39.466
39.768
39.893
39.957
40.225
40.281

Bicyclo[5.1.0]oct-3-ene, 4-iodo-

3,4-2H-Isocoumarin-3-one, 4,4,5,6, 7-pentamethyl-
Nonadecane, 2-methyl-

Octadecane

9,10-Anthracenedione, 1,2,5,8-tetrahydroxy-

Menthyl salicylate

6-Hexadecenoic acid, 7-methyl,methyl ester (Z)
.delta.5-Androsten-3,17-dione

6-Amino-2,4-dimethylphenol
13-Hexyloxacyclotridecan-2-one

1,2-Benzisothiazole, 3-(hexahydro-1H-azepin-1-yl)-, 1,1-dioxide
Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
1,4-Methanonaphthalen-9-ol, 1,2,3,4-tetrahydro-, acetate,
stereoisomer

Phenol, 2,2'-methylenebis[6-(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-
Octadecane, 1-chloro-

Silane, dimethoxymethylphenyl-

Hexacosane

Tetracosane
4-Methoxy-4',5'-methylenedioxybiphenyl-2-carboxylic acid
10,11-Dihydro-10-hydroxy-2,3-dimethoxydibenz(b,f)oxepin
Benzene, 1-(1-buten-3-yl)-4-decyl-
4H-Naphtho[2,3-b]pyran-4-one, 5,6-dihydroxy-8-methoxy-2-
methyl-

Heptacosane

Eicosane

Heptadecane

Octadecane, 1-iodo-

Docosane, 11-butyl-

Cyclohexane, 2-butyl-1,1,3-trimethyl-

Heneicosane

Octacosane

1-Chloroeicosane

Pyridine-3-carboxamide, oxime, N-(2-trifluoromethylphenyl)-

EF
EF

EP

EP, WF

EF

DF

EP

EF

EF

DF

EF

EF,WF, DF
EF

EF
EF, WF

EP, EF

EP, EF, WF
EP, WF

EF, WF, DF
WF

EF

EF

EF, WF
EP, EF
EF, DF
WF

EF

EF

WF
EF, WF
EF

EF
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313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325

326
327
328
329
330

331
332
333
334
335
336
337

338
339
340
341
342
343

40.561
40.596
40.613
40.738
40.937
41.023
41.092
41.113
41.191
41.303
41.346
41.446
41.7

41.761
41.899
42.166
42.27

42.438

42.68

42.964
43.253
43.348
43.71

43.741
44.172

44.224
44.34
44.358
45.51
45.924
46.489

Hexacosane, 13-dodecyl-

Nonadecane

Tricosane, 2-methyl-

Pentacosane

1-Hexacosene

Nonadecane, 9-methyl-

Nonacosane

Nonadecane, 1-chloro-

2H-Isoindole, 4,5,6,7-tetramethyl-

Dodecane, 1,1'-oxybis-

Benzaldehyde, 2,4-dihydroxy-

Cadina-1(10),6,8-triene

Benzamide, = N-(4-chlorodifluoromethoxyphenyl)-4-(3-hydroxy-3-
methyl-1-butynyl)-

Tricosane

Hexacosane, 9-octyl-

.beta.-Vatirenene

Hexadecane, 1-iodo-
N-(4-Acetyl-phenyl)-2-(2-thiazol-5-yl-benzoimidazol-1-yl)-
acetamide
N-(2,2-Diphenylethyl)-2,2-dimethylpropionamide
4-Methoxy-2-octadecylphenol
Benz[3,4]anthra[2,1,9,8-opqra]naphthacene
1H-Pyrrole-2,5-dione, 1,1'-(methylenedi-4,1-phenylene)bis-
4-Dehydroxy-N-(4,5-methylenedioxy-2-nitrobenzylidene)tyramine
Octadecane, 3-ethyl-5-(2-ethylbutyl)-

Ethyl 4,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-one, 3-methylenamine,
N-oxide

Methoxyacetic acid, heptadecyl ester

cis-Inositol tri-methylboronate
5-Acetamido-4,7-dioxo-4,7-dihydrobenzofurazan
Cyclohexane, (1-methylpropyl)-
4-Allyl-5-furan-2-yl-2,4-dihydro-[ 1,2,4]triazole-3-thione

Heneicosane, 3-methyl-

EF
WF
EF
EP, EF
EF
WF
EF
WF
EF
EF
DF
EF
EF

WF
EF
EF
EF
EF

EF
EF
EF
EF
DF
EF, WF
EF

EF
EF
EF
EF
EF
EF

99



344 46.73  Bengz|b]-1,4-oxazepine-4(5H)-thione, 2,3-dihydro-2,8-dimethyl- EF

345 47.399 Stigmastan-3,5,22-trien EF
346 47.826 1H-Indole, 1-methyl-2-phenyl- DF
347 47.869 Purine-2,6-dione, 8-(3-ethoxypropylamino)-1,3-dimethyl-3,9- EF
dihydro-
348 47947 Benzene, 1-(1-formylethyl)-4-(1-buten-3-yl)- EF
349 49211 Oxazole, 2,2'-(1,4-phenylene)bis[4-methyl-5-phenyl- EF
350 49.724 Octadecane, 9-ethyl-9-heptyl- WF
351 49.746 Silane, trimethyl[5-methyl-2-(1-methylethyl)phenoxy]- EF

Donde EP: extracto purificado de Q. crassifolia, WF: fraccion acuosa, EF: fraccion de acetato de etilo y DF: fraccion

de diclorometano.

8.3.5. UV de Fluorescencia

Como se describid anteriormente, los compuestos polifendlicos se encuentran en una alta
concentracion en la corteza de Q. crassifolia, pudiéndose determinar la presencia de flavonoides,
acidos hidroxicinamicos y proantocianidinas. Ademas, el género Quercus se caracteriza por la
presencia de taninos hidrolizables. Dentro de estos grupos de compuestos fenolicos podemos
encontrar fenoles simples, sistemas conjugados pequeiios, asi como estructuras policondensadas
(taninos poliméricos). Diferentes conféormeros con diferentes angulos diedros entre los anillos
aromaticos caracterizan los dimeros de fenol, oligdbmeros y estructuras poliméricas (Garcia-Pérez

etal., 2018).

En la Figura 20, podemos observar el espectro de UV de fluorescencia, en el cual se aprecia que
la fraccion de acetato de etilo concentra una mayor cantidad de compuestos monoméricos, seguida
por la fraccion de diclorometano, y por ultimo la fracciéon acuosa. En cuanto a compuestos
diméricos y conjugados de cadena corta se muestra que la fraccion de diclorometano presenta una
mayor concentracion. Mientras que la mayor cantidad de compuestos poliméricos, se obtiene en
la fraccion de acetato de etilo, seguida por la fraccion de diclorometano, lo cual indica que en el
extracto purificado de corteza de encino, se encuentran presentes un amplio espectro de moléculas
consideradas como polifenoles, que pueden ir desde estructuras simples hasta complejas, sin
embargo, la mayor concentracion de estos compuestos pertenecen a fenoles monomeéricos, seguida

por estructuras policondensadas (Del Rio ef al., 2013).
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Figura 20. Espectro de Fluorescencia del extracto purificado de corteza de Q. crassifolia
8.4. Prueba de toxicidad oral aguda

8.4.1. Registro de alimento consumido y pesos de las ratas

Algunos pardmetros criticos para la evaluacion toxicoldgica son los cambios en el peso corporal,
el comportamiento y la ingesta de alimentos (Gad, 2007). En la Figura 21 se observan los pesos
corporales de las ratas Wistar al iniciar el periodo de prueba y cada 7 dias. Todos los grupos
siguieron la misma tendencia de aumento de peso corporal en el tiempo. No se registraron

diferencias significativas (p<0.05) en comparacion al grupo control y los grupos a los cuales se les

administro el extracto de encino.
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Figura 21. Pesos corporales de ratas Wistar (hembras y machos) durante prueba de toxicidad oral a dosis
repetida con el extracto purificado de Q. crassifolia. Los valores son expresados como media + desviacion estandar

3

Tiempo de exposicion en semanas

—&- Control (0 mg/kg)
—0—Grupo 1 (300 mg/kg)
—— Grupo 2 (300 mg/kg)
—&—Grupo 3 (2000 mg/kg)
=¥=Grupo 4 (2000 mg/kg)

p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).

En la Figura 22 se muestra la cantidad de alimento consumido por las ratas del grupo control y de

los grupos de prueba G1, G2, G3 y G4. No hubo diferencias significativas (p<0.05) en

comparacion al grupo control y los grupos a los cuales se les administro el extracto de encino.
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Figura 22. Cantidad de alimento consumido por las ratas Wistar utilizadas para la prueba de toxicidad oral
aguda. Media + Desviacion estandar. *Diferente estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).

8.4.2. Registro de signos de toxicidad

No se registraron muertes ni signos de toxicidad en el grupo control ni en los grupos a los que se

les adminsitro el extracto de Q. crassifolia en las diferentes dosis.

8.4.3. Necropsia
Se realiz6 la observacion macroscépica de las ratas del grupo control, del grupo G1, G2, G3 y G4,
no hubo alteraciones perceptibles en la posicion, aspecto y/o morfologia de los tejidos de las ratas

de los grupos observados.
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A. Pesos de los organos de las ratas Wistar

En la Tabla 17 se observan los pesos de los tejidos y las longitudes de los intestinos grueso y

delgado de las ratas tanto del grupo control, como de los grupos de prueba. No se registraron

diferencias significativas significativas (p<0.05) entre el grupo control y los grupos G1, G2, G3 y

G4.

Tabla 17. Medidas de los organos de las ratas.

Organo Control Gl G2 G3 G4

(300 mg/kg) (300 mg/kg) (2000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Bazo (g) 0.63+0.11 0.58+0.06 0.68+0.15 0.57+0.06 0.64+0.03
Corazén (g) 0.86+0.07 0.88+0.09 0.96+0.04 0.84+0.06 0.97+0.13
Encéfalo (g) 1.81+0.07 1.83+0.02 1.80+0.17 1.81+£0.02 1.79+0.14
Estomago (g) 1.57+0.13 1.6140.15 1.52+0.26 1.49+0.07 1.63£0.26
Suprarrenal 0.07+£0.019 0.04+0.02 0.05+0.01 0.05+0.02 0.06+0.01
derecha (g)
Suprarrenal 0.05+0.01 0.06+0.01 0.05+0.01 0.06+0.01 0.05+0.01
izquierda (g)
Higado (g) 9.72+1.18 8.81+0.53 9.04+0.64 7.67+0.04 8.68+1.12
Intestino
delgado (cm) 124.17+4.25 121.33+8.14  118.83+1.04 117.67+1.53  114.67+8.33
grueso (cm) 23.33+£2.08 22.00+£3.88 21.33+£1.53 21.33+£3.21 21.83+£2.00
Ovario
derecho (g) 0.10+0.02 0.09+0.01 0.09+0.01 0.09+0.02 0.11+0.02
izquierdo (g) 0.09+0.05 0.35+0.46 0.11+0.01 0.10£0.02 0.100.02
Pancreas (g) 0.27+0.15 0.27+0.17 0.58+0.16 0.45+0.20 0.47+0.05
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Pulmén
derecho (g)
izquierdo (g)

Rinén
derecho (g)
izquierdo (g)

Tiroides (g)

Utero (g)

0.74+0.13
0.49+0.10

0.96+0.13

0.94+0.15

0.23+0.17

0.21+0.09

0.79+0.22 1.06+0.07
0.57+0.12 0.51+0.07

0.89+0.09 1.03+0.14

0.90+0.14 1.01+0.05

0.42+0.09 0.45+0.05

0.23+0.05 0.15+0.01

0.85+0.08
0.47+0.05

0.95+0.06

0.94+0.05

0.45+0.17

0.15+0.02

0.93+0.16
0.42+0.05

0.99+0.03

0.95+0.05

0.40+0.03

0.19+0.07

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

En la Tabla 18 se muestran los pesos relativos de los tejidos en relacion al peso total de la rata

observada. No se muestran diferencias significativas (p<0.05) al comparar el grupo control y los

grupos a los que se les administro el extracto.

Tabla 18. Pesos relativos de los organos de las ratas (%,).

Organo Control Gl G2 G3 G4
(300 mg/kg) (300 mg/kg) (2000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Bazo (%) 0.27+0.04 0.24+0.03 0.27+0.06 0.25+0.02 0.28+0.02
Corazon (%) 0.37+0.02 0.36+0.01 0.39+0.01 0.37+0.01 0.42+0.04
Encéfalo (%) 0.78+0.06 0.75+0.06 0.72+0.08 0.80+0.04 0.77+0.03
Estomago (%) 0.67+0.06 0.66+0.02 0.61+0.09 0.65+0.02 0.70+0.05

Suprarrenal

derecha (%)
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0.03+0.01 0.01+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01 0.03+0.01

izquierda (%) 0.02+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01 0.03+0.01 0.02+0.01
Higado (%) 4.16+0.33 3.61+0.08 3.62+0.19 3.36+0.21 3.74+0.25
Ovario

derecho (%) 0.0440.01 0.0440.01 0.03+0.01 0.0440.01 0.05+0.01
izquierdo (%) 0.04+0.02 0.04+0.01 0.04+0.01 0.04+0.01 0.04+0.01
Péancreas (%) 0.11+0.06 0.12+0.08 0.23+0.06 0.19+0.08 0.20+0.01
Pulmoén

derecho (%) 0.32+0.06 0.3240.10 0.42+0.03 0.37+0.01 0.40+0.07
izquierdo (%) 0.21%0.05 0.23+0.05 0.20+0.03 0.21+0.03 0.18+0.01
Rifnon

derecho (%) 0.41+0.03 0.36+0.02 0.4140.05 0.4140.05 0.43+0.03
izquierdo (%) 0.40+0.04 0.37+0.03 0.41£0.01 0.41+0.04 0.41+0.02
Tiroides (%) 0.10+0.07 0.17+0.03 0.19+0.02 0.19+0.06 0.17+0.01
Utero (%) 0.09+0.04 0.09+0.01 0.06+0.01 0.06+0.01 0.08+0.02

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

8.4.4. Analisis hematologico y bioquimico

La Tabla 19 muestra los resultados correspondientes a la biometria hematica completa de los
grupos control y experimentales (300 mg/kg y a 2000 mg/kg). Se observo para los grupos a los
cuales se les administré una concentracion de 2000 mg/kg, un aumento significativo (p<0.05) en
la Concentracion de hemoglobina corpuscular media, asi como una disminucidn significativa en

la Amplitud de distribucion de globulos rojos (%) en comparacion con el grupo control, sin
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embargo, todos los valores se encuentran dentro de los limites permitidos (Giknis & Clifford,
2008; Arcila-Quinceno et al., 2009), mientras que en los parametros restantes no hubo diferencias

significativas (p<0.05) estadisticamente.

Tabla 19. Biometria hematica completa de los grupos de ratas control y de prueba.

Concentracion de extracto administrado (mg/kg)

Parametro

Control

300

2000

Leucocitos totales

(10%/uL)

Linfocitos (%)

2.63+1.50

2012.67+1234

2.75+1.47

1812.83+672

2.37+1.04

1753.33+£848

Bandas (%) 0 0 0
Segmentados (%) 466.00+193 451.17+ 223 428.33+136
Monocitos (10*/uL) 154.67+ 96 132.00+ 90 155.334+ 68
Eosinofilos (%) 0 0 0
Basofilos (%) 0 0 0
Globulos rojos (10%/uL) 8.13+£0.14 8.28 £0.32 7.75 +£0.61
Hemoglobina (g/dl) 15.63 £0.25 16.18 £0.69 15.53 +£0.91
Hematocrito (%) 46.30+ 0.10 47.42+1.48 42,93+ 3.15
Volumen corpuscular

57.03+0.85 57.40+1.32 5548+ 1.15
medio (fL)
Volumen corpuscular
medio de la hemoglobina 19.20£0.36 19.517+0.79 20.017 £ 0.99
(Pg)
Concentracion
hemoglobina corpuscular 33.70+ 0.50 34.08+ 1.10 36.17+ 1.54%
media (g/dl)
Amplitud de distribucion

14.20+0.37 13.90+ 0.67 12.77+ 0.86*

de globulos rojos (%)
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Conteo de plaquetas

655.33+ 83 518.83+ 231 620.17+ 239
(10°/uL)
Volumen corpuscular
medio de las plaquetas 11.97+ 0.06 10.90+ 1.32 11.43+0.46
(fL)
Ancho de distribucion de

20.57+0.21 19.33+1.91 20.22+ 0.60
las plaquetas (%)
Procalcitonina (%) 0.23+0.39 0.21+0.29 0.23+0.29

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

La Tabla 20 muestra los resultados correspondientes a la realizacion de pruebas bioquimicas para
los grupos control y experimental. En ésta se encontré una disminucion significativa (p<0.05) en
la concentracion de creatinina en la sangre para los grupos de prueba a los cuales se les administrd
el extracto de encino a una concentracion de 2000 mg/kg, comparados con el grupo control.
Aunque, no se han establecido las causas claras de la disminucién de creatinina, este efecto pudiera
ser consecuencia de una disminucion de la masa muscular en el grupo que recibio la dosis mas alta
del extracto de encino. Lo cual pudiera estar relacionado con la capacidad de los taninos de quelar

proteinas exodgenas, impidiendo su asimilacion (Makkar, 2003).

Tabla 20. Quimica sanguinea de los grupos de ratas control y de prueba.

Concentracion de extracto administrado (mg/kg)

Parametro Control 300 2000
Glucosa (mg/dl) 148.47 £31.77 148.05 +31.21 13495+ 16.15
Urea (mg/dl) 38.17£5.80 50.27 £6.37 50.75+£9.03
Bilirrubina (mg/dl) 17.67 +2.50 23.43+2.99 23.67+4.23
Creatinina (mg/dl) 0.75+£0.08 0.89+0.10 0.50+0.13*

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).
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La Tabla 21 muestra el perfil hepatico de los grupos control y experimentales. No se presentaron
diferencias significativas (p<0.05) para los parametros analizados entre los grupos de prueba y el
control, excepto en los valores de la concentracion de fosfatasa alcalina, estos se muestran
disminuidos en los grupos a los que se les administro el extracto de encino a una concentracion de

2000 mg/kg, en comparacién al grupo control.

Tabla 21. Perfil hepatico de los grupos de ratas control y de prueba.

Concentracion de extracto administrado

Parametro (mg/kg)
Control 300 2000
Bilirrubina total (mg/dl) 0.33+0.03 0.69+0.36 0.59+0.09
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0.23 £0.03 0.43+£0.20 0.33+0.05
Bilirrubina directa (mg/dl) 0.10£0.01 0.27+0.17 0.26 +£0.09
Aspartato amino transferasa 166.03 +68.41 213.47 +48.08 152.17482.30
Alanina aminostransferasa 58.37+16.81 68.58 +20.71 50.47 +35.02
Fosfatasa alcalina 117.93 +18.74 94.57 £17.73 83.40 £15.17*
Gama glutamil transpeptidasa 10.80 = 1.39 9.92 +2.57 935+ 1.64

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

La fosfatasa alcalina, es una enzima hidrolasa responsable de eliminar grupos fosfatos de varios
tipos de moléculas como nucledtidos, proteinas y alcaloides. Los niveles bajos de fosfatasa
alcalina, pueden deberse a indicios de dafio hepatico o desnutricion debida a deficiencias de
proteinas, lo cual concuerda con los resultados encontrados en la quimica sanguinea y que pudieran
corresponder a la baja disponibilidad proteica debida a la accién quelante de los compuestos
fendlicos, lo cual ha sido reportado como un efecto de los taninos a altas concentraciones,
presentando en los animales a los que les fueron administrados un decremento en la ingesta de
alimento, en el crecimiento, en la eficiencia del alimento, en la energia metabolica neta, asi como
la digestibilidad de proteinas (Bravo, 1998), debido a la capacidad de los taninos de formar
complejos y reducir la digestibilidad de las proteinas, ademas del decremento en la eficiencia o

incluso inhibicion de las enzimas digestivas en la absorcion de nutrientes y su eficiencia en la
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conversion de estos a nuevas sustancias (Niho ef al., 2001; Bentivegna & Whitney, 2002; Mennen

et al.,2005).

8.4.5. Analisis histopatolégico

En el analisis histopatologico que se llevd a cabo, no se encontraron alteraciones microscopicas
atribuibles al extracto de Quercus crassifolia purificado en los tejidos de corazén, pulmon, higado,
bazo, pancreas, glandula adrenal, intestino grueso e intestino delgado, ttero, tiroides, estbmago y
ovarios. Mientras que en el rifidén, organo por excelencia encargado de la eliminacion de
xenobidticos del organismo, se encontrd que la administracion del extracto a una concentracion de
300 mg/kg presentd un engrosamiento moderado de las membranas basales glomerulares (Figura
23). Mientras que para los grupos de ratas a los cuales se les administro el extracto a una
concentracion de 2000 mg/kg se observo dafio microscopico atribuible a la administracion del
extracto. En sintesis, estos resultados indican la presencia de dafio renal, caracterizado por un
engrosamiento tanto moderado como intenso de las membranas basales glomerulares, asi como
aumento del espacio de Bowman (A) que se presenta en forma dosis-dependiente a consecuencia

de la administracion oral del extracto purificado de Q .crassifolia.

A nivel encefélico también se presentaron alteraciones histopatoldgicas (Figura 24). De hecho, al
comparar al grupo control con los grupos de prueba a los que se les administro el extracto de
encino, se apreciaron dafios microscopicos. En el encéfalo de los grupos a los que se les administrd
el extracto a concentraciones de 300 mg/kg se observo la presencia escasa de astrocitos reactivos
con citoplasma condensado eosindfilo, asi como gliosis de escasa a moderada, lo cual se intensifica
para los grupos a los que se les administro el extracto a concentraciones de 2000 mg/kg notando
la presencia intensa de astrocitos reactivos con citoplasma condensado eosindfilo ademas de

gliosis intensa.

Como se ha mencionado anteriormente, se han encontrado relativamente pocos reportes cientificos
de toxicidad oral de encino, entre la que se destaca el realizado por Pérez ef al. (2011), quienes
evaluaron los efectos toxicos de hojas jovenes de Quercus pyrenaica en ganado de pastoreo,
reportando dafio renal atribuido a la presencia de taninos hidrolizables. Sin embargo, los

mecanismos precisos que favorecen el desarrollo de la toxicidad atin son objeto de investigacion.
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Niho et al. (2001), reportaron presencia de dafio en higado y rifion, al administrar concentraciones
altas de acido galico, que puede ser obtenido por la hidrolisis de galotaninos a partir de semillas

de Quercus infectoria Oliv. y Quercus stenophylla.

R1) R2)

Figura 23. Andlisis histopatologico a nivel renal después de la administracion oral del extracto purificado de Q.
crassifolia. R1) Grupo control; R2) Grupo al que se le administraron 300 mg/kg; R3) Grupo al que se le administraron
2000 mg/kg. Las flechas indican engrosamiento tanto moderado (300 mg/kg) como intenso (2000 mg/kg) de las
membranas basales glomerulares, asi como aumento del espacio de Bowman (4).
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Figura 24. Andlisis histopatologico a nivel encéfalo después de la administracion oral del extracto purificado de
Q. crassifolia. R1) Grupo control; R2) Grupo al que se le administraron 300 mg/kg, R3) Grupo al que se le
administraron 2000 mg/kg. Las flechas indican la presencia de astrocitos con citoplasma condensado eosindfilo, ast
como gliosis escasa a moderada (300 mg/kg) como intensa (2000 mg/kg).

8.5. Prueba de toxicidad a dosis repetida

8.5.1. Registro de alimento consumido y pesos de las ratas

En la Figura 25 se pueden observar los pesos corporales de las ratas Wistar machos y hembras al
iniciar el periodo de prueba y cada 7 dias hasta el final del experimento. Todos los grupos siguieron
la misma tendencia de aumento de peso corporal en funcion del tiempo. No se registraron
diferencias significativas (p<0.05) en comparacion al grupo control tanto en hembras como en

machos y los grupos a los cuales se les administro el extracto de encino.
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Figura 25. Pesos corporales de ratas Wistar (hembras y machos) durante prueba de toxicidad oral a dosis
repetida con el extracto purificado de Q. crassifolia. Los valores son expresados como media + desviacion estandar
p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).

En la Figura 26 se muestra la cantidad de alimento promedio consumido por las ratas de los grupo
control de hembras y machos y de los grupos de prueba G1, G2, G3, G4, G5, G6, S1 y S2. No
hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos control y los grupos a los cuales se les

administro el extracto de encino.
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Figura 26. Cantidad de alimento consumido (g) por las ratas Wistar durante la exposicion a dosis repetida del
extracto purificado de Q. crassifolia. Los valores son expresados como media =+ desviacion estandar
p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).

8.5.2. Signos de toxicidad

En la Tabla 22 se observan los grupos control y los grupos a los que se les administraron diferentes
dosis de extracto de Q. crassifolia purificado. Durante el periodo experimental no se registraron
muertes ni signos de toxicidad evidentes de los grupos administrados con el extracto ni en los

grupos control.

Tabla 22. Registro de signos de toxicidad.

Grupo Dosis M/T Signos de
mg/kg toxicidad

CH 0 0/5 Ninguno
CM 0 0/5 Ninguno
Gl 100 0/5 Ninguno
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G2 100 0/5 Ninguno

G3 33.33 0/5 Ninguno
G4 33.33 0/5 Ninguno
G5 11.11 0/5 Ninguno
G6 11.11 0/5 Ninguno
S1 100.00 0/5 Ninguno
S2 100.00 0/5 Ninguno

Donde M/T: muertes/total de ratas vivas.

8.5.3. Necropsia
Se realizé la observacion macroscopica de las ratas de los grupos control, G1, G2, G3, G4, GS,
G6, S1 y S2. La administracion oral repetida del extracto de encino no afect6 las caracteristicas

macroscopicas de los 6rganos relacionados con su posicion, color, aspecto y morfologia.

En las Tabla 23 y 24 se muestran los pesos relativos de los organos de los grupos control,
experimental y satélite. Para las hembras, no hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los
grupos experimental, satélite y control con respecto a los pesos relativos de los érganos analizados.
El peso relativo del higado de los machos administrados con 11 mg/kg de peso corporal/dia de
extracto de Q. crassifolia purificado mostr6 una disminucioén significativa (p<0.05). Asimismo, se
encontr6 una disminucién significativa (p<0.05) con respecto al control en el peso de la glandula
suprarrenal derecha en los machos del grupo administrado con 100 mg/kg de peso corporal/dia de
extracto. Sin embargo, cuando se sumaron los pesos de las glandulas suprarrenales derecha e

izquierda, no se encontraron diferencias significativas (p<0.05).

El grupo satélite de los machos mostr6é una disminucion significativa (p<0.05) en el peso relativo
del cerebro, aunque no se encontraron efectos relacionados con el tratamiento en la histopatologia

ni en las observaciones clinicas para este grupo.

El rifion izquierdo del grupo de los machos a los que se les administraron 33 mg/kg de peso
corporal/dia present6 una disminucion significativa (p<0.05) de peso cuando se compara con el
control (p <0,05). De hecho, se observo una tendencia hacia la disminucion del peso de los rifiones,

especialmente en los machos. Esta alteracion se ha relacionado con la nefrotoxicidad, la necrosis
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y el dano degenerativo (Babaknejad ef al., 2016), que se confirm6é mediante hallazgos

histopatologicos y bioquimicos, como se describen a continuacion.

Tabla 23. Pesos relativos de los organos de las ratas hembras.

) Grupo
Organo
CH Gl G3 G5 S1

Bazo (%) 0.29+0.02 0.33+0.04 0.26+0.02 0.28+0.04 0.28+0.02

Corazon (%) 0.42+0.07 0.40+0.04 0.42+0.06 0.42+0.02 0.40+0.04

Encéfalo (%) 0.87+0.04 0.86+0.08 0.87+0.05 0.88+0.05 0.82+0.05

Estomago (%) 0.68+0.10 0.70+0.08 0.64+0.07 0.66+0.06 0.58+0.06

Suprarrenal derecha

(%) 0.02+0.01 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.00

izquierda (%) 0.02+0.01 0.02+0.00 0.02+0.00 0.02+0.01 0.02+0.00

Higado (%) 3.83+0.26 3.594+0.28 3.83+0.41 3.63+0.24 3.55+0.36

Ovario

derecho (%) 0.040.02 0.03+0.01 0.03+0.00 0.04+0.01 0.03+0.01

izquierdo (%) 0.04+0.02 0.03+0.01 0.03+0.01 0.04+0.01 0.03+0.01

Pancreas (%) 0.32+0.05 0.36+0.05 0.36+0.09 0.38+0.05 0.32+0.04

Pulmoén

derecho (%) 0.38+0.06 0.36+0.062 0.36+0.07 0.40+0.07 0.34+0.02

izquierdo (%) 0.21+0.08 0.19+0.02 0.19+0.02 0.20+0.03 0.18+0.01

Rifidon

derecho (%) 0.42+0.04 0.41£0.02 0.44+0.04 0.42+0.02 0.400.02

izquierdo (%) 0.42+0.05 0.41£0.02 0.4+0.05 0.41+0.02 0.38+0.02

Tiroides (%) 0.22+0.05 0.26+0.05 0.29+0.07 0.24+0.03 0.27+0.04

Utero (%) 0.04+0.01 0.05+0.01 0.07+0.02 0.07+0.02 0.05+0.01
Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05. *Diferente

estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).
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Tabla 24. Pesos relativos de los organos de las ratas machos.

Organo Grupo

CM G2 G4 G6 S2
Bazo (%) 0.30+0.05 0.28+0.03 0.30+0.05 0.29+0.04 0.24+0.02
Corazon (%) 0.370.02 0.42+0.02 0.37+0.05 0.41+0.03 0.37+0.04
Encéfalo (%) 0.67+0.04 0.660.02 0.68+0.02 0.68+0.03 0.58+0.04*
Estomago (%) 0.55+0.13 0.59+0.05 0.62+0.02 0.57+0.04 0.54+0.03
Suprarrenal
derecha (%) 0.02+0.01 0.0120.00* 0.01+0.00 0.01+0.00 0.01+0.00
izquierda (%) 0.020.01 0.01£0.00 0.01£0.01 0.01£0.00 0.01£0.00
Higado (%) 3.82+0.21 3.62+0.16 3.68+0.22 3.52+0.19% 3.48+0.21
Péancreas (%) 0.390.09 0.35+0.07 0.33+0.06 0.44+0.15 0.29+0.02
Pulmén derecho
(%) 0.30+0.04 0.31+0.04 0.35+0.03 0.32+0.03 0.31+0.04
izquierdo (%) 0.19£0.05 0.17+0.02 0.18+0.02 0.17+0.02 0.160.02
Rifidén
derecho (%) 0.42+0.09 0.42+0.04 0.39+0.06 0.46+0.04 0.39+0.03
izquierdo (%) 0.43+0.05 0.40+0.03 0.37+0.06* 0.42+0.01 0.39+0.03
Testiculo
derecho (%) 0.60+0.05 0.54+0.08 0.62+0.03 0.600.02 0.60+0.05
izquierdo (%) 0.59+0.06 0.58+0.03 0.60+£0.04 0.60+0.03 0.59+0.05
Tiroides (%) 0.21+0.05 0.21+0.03 0.2120.02 0.25+0.05 0.160.02
Vesicula

seminal derecha

(%) 0.070.01 0.07£0.02 0.07£0.02 0.07£0.02 0.07+0.02
izquierda (%) 0.09+0.02 0.07+0.01 0.09+0.03 0.070.02 0.08+0.01

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

8.5.4. Analisis hematologico y bioquimico
A. Biometria hematica
El sistema hematopoyético se considera un objetivo para sustancias toxicas. Las Tablas 25 y 26

muestran los resultados de la biometria hematica completa con diferencial para ratas hembras y
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machos, respectivamente, después de la administracion oral de EP. Para las hembras, la
hemoglobina corpuscular media (HCM) disminuy6 significativamente (p<0.05) cuando se
administraron a 11 y 33 mg/kg de peso corporal/dia, sin mostrar una tendencia dosis dependiente.
En los machos se observo también que la HCM disminuy¢ significativamente (p<0.05) a dosis de
extracto de 11, 33 y 100 mg/kg de peso corporal/dia, mostrando recuperacion en los grupos de

satélites.

La concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CMHG) disminuy6 cuando se administrd
EPall, 33y 100 mg/kg de peso corporal por dia para hembras y machos (p <0.05) con un aumento
significativo en los grupos de satélites, mientras que el ancho de distribucion de gldbulos rojos
(RDW, %) disminuy6 en los grupos de satélites en comparacion con los controles (p <0.05). El
recuento total de leucocitos (WBC) mostrd una tendencia no significativa a aumentar a través de
las dosis administradas en hembras y machos, alcanzando significancia estadistica en los grupos
satélite. Estos resultados podrian indicar que EP tiene propiedades inmunomoduladoras, como se

ha demostrado con otros extractos de plantas polifenolicas (Garcia-Pérez et al., 2018).

Tabla 25. Biometria hematica completa de los grupos de ratas hembra control y de prueba.

Parametro Grupo

CH Gl G3 G5 S1
Eritrocitos 6.48+0.63 6.91+0.80 6.97+0.58 7.36+0.34 6.74+0.80
(10"6/UL)
Hemoglobina 14.2+0.76 14.14+1.74 13.85+1.02 14.56+0.71 15.33+1.94
(g/dL)
Hematocrito (%)  40.64+4.18 43.86+4.84 43.08+3.59 44.44+1.17 40.23+4.43
VGM (fL) 62.72+1.35 63.50+1.69 61.80+0.46 60.44+1.79 59.70+1.10
HCM (pg) 22.04+1.84 20.44+0.37 19.90+0.29* 19.54+0.74* 22.73+1.10
CMHG (g/dL) 35.14+2.64 32.22+1.11* 32.20+0.54* 32.30+0.64* 38.07+1.36*
RDW (%) 13.74+0.45 13.80+0.34 13.98+0.80 13.78+0.30 12.23+£0.21*
Leucocitos 4320.00£558. 5940.00+£2003  5075.00+£2010 6040.00£1761 9166.67+4593
totales (uL) 57° 25% .60 .53 .84%*
Neutrofilos (%) 13.60+3.98 15.40+5.51 13.50+6.14 14.00+3.39 16.33+6.35
Linfocitos (%) 81.00+6.44 79.20+6.61 83.75+6.08 80.60+4.04 81.33+4.16
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Monocitos (%) 4.0043.00 5.00+£2.45 2.25+1.26 4.00£1.23
Eosinofilos (%) 1.40+1.14 0.40+0.89 0.50+0.58 1.40+1.14
Basofilos (%) 0+0 0+0 0+0 0+0
Plaquetas (uL) 456200.00£41  634000.00+£35 511250.00+£52  610400.00+34
8210.71 2186.74 3682.08 1195.40
Volumen 7.80+2.02 8.2242.08 7.80+1.28 7.08+1.14
plaquetario (fL)
Neutrofilos (uL)  584.40+165.7 854.404262.9  629.50+224.8  824.60+232.8
9 7 3 2
Linfocitos (uL)  3514.20+631. 4797.00+£2054 4318.50+£1957 4885.40+1506
51 .00 52 31
Monocitos (uL)  134.20+130.9 269.40£107.2 106.75+49.05  246.60+124.5
6 2 5
Eosinodfilos (uL)  57.204+46.12 19.20+42.93 20.25+24.39 83.40+60.58
Basofilos (uL) 0+0 0+0 0+0 0+0

0.67£1.16
1.67+1.53
0+0
157333.33+21
9696.00
8.20+0.52

1536.33+1139
.67*%
7400.67+3478
43*
54.00+93.53

175.67+153.5
1
0+0

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05). Donde: VGM, volumen globular medio;, HCM, hemoglobina corpuscular media,

CMHG, concentracion de hemoglobina corpuscular media; RDW, ancho de distribucion de globulos rojos.

Tabla 26. Biometria hematica completa de los grupos de machos control y de prueba.

Parametro Grupo

CM G2 G4 Go6 S2
Eritrocitos 6.39+0.50 7.31£0.29% 6.27+0.82 6.88+0.30 7.14+0.52
(10"6/UL)
Hemoglobina 14.05+1.25 14.65+0.57 12.75+1.75 14.10+£0.37 15.64+1.32
(g/dL)
Hematocrito 40.55+4.10 47.12+1.98 39.72+5.54 43.47+1.09 43.40+4.01
(%0)
VGM (fL) 63.40+1.46 64.45+£1.07 63.32+£1.92 63.25+1.66 60.74+1.52
HCM (pg) 22.00+0.22 20.07+0.84* 20.33+0.64* 20.52+0.51* 21.88+0.42
CMHG (g/dL) 34.70+0.55 31.12+0.92* 32.10+0.38* 32.43+0.46* 36.06+0.31*
RDW (%) 14.43+0.77 14.8+0.80 14.67+0.82 15.35+1.25 13.04+0.52*
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Leucocitos 4775.00£1150. 6116.67+£2611. 5250.00£1291. 5583.33+1440. 6940.00+1312.

totales (uL) 00 07 12 02 63
Neutrofilos 15.5046.35 14.00+5.73 12.67+6.77 17.67+1.37 12.6+7.34
(%)

Linfocitos (%) 80.50+7.85 81.83+6.24 84.50+6.90 76.83+2.32 84.20+8.59

Monocitos 3.50+1.29 3.67+1.75 2.17+0.98 4.83+1.17 2.40+1.82
(%)

Eosinéfilos 0.667+1.00 0.333+0.52 0.33+0.82 0.50+0.55 0.80+0.84
(%)

Basofilos (%) 0+0 00 0+0 0.167+0.41 0+0

Plaquetas (uL) 444500.00+49  365833.33445 416166.67+44  740833.33+38  362200.00+44

7356.68 5360.70 2768.75 6698.03 3444.13
Volumen 8.384+2.69 9.73+2.01 8.53+2.07 7.52+2.35 8.12+1.17
plaquetario
(fL)
Neutrofilos 628.33+307.18 887.83+613.97 670.17+411.36 994.67+308.86 867.40+561.08
(uL)
Linfocitos 4031.00£1122. 4938.67+1851. 4448.33+£1228. 4285.33+£1092. 5847.60+1325.
(uL) 53 87 28 47 25
Monocitos 151.33£41.61  252.174244.96  109.00+50.31  268.50+83.60  176.80+£139.66
(uL)
Eosinoéfilos 17.00+34% 20.33432.40 9.334+22.86 28.67+31.60 48.20+48.08
(uL)
Basofilos (uL) 0+0 0+0 0+0 0.17£15.11 0+0

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo
comparado con el control (p <0.05). Donde: VGM, volumen globular medio;, HCM, hemoglobina corpuscular media,

CMHG, concentracion de hemoglobina corpuscular media; RDW, ancho de distribucion de globulos rojos.

Como se observa, los parametros determinados en la biometria hematica, la quimica sanguinea, el
perfil hepatico y los electrolitos séricos se encuentran dentro de los valores de referencia para ratas
Wistar, tanto de hembras como de machos (Arcila-Quinceno et al., 2009; Melo et al., 2012). Sin

embargo, la disminucion de HCM, CMHG y RDW, pudieran ser indicadores de deficiencias de
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hierro, lo que conduciria a anemia microcitica (Munker et al., 2007; Weiss, 2012). Lo cual pudiera
estar relacionado con la capacidad de los taninos de quelar hierro y zinc, ademas de proteinas
exodgenas, impidiendo su asimilacion (Makkar, 2003). Generalmente, se espera que los eventos
toxicos en animales sigan un patron de dosis-respuesta en relacion con la incidencia y la gravedad
(Dorato & Engelhardt, 2005), no obstante, esta tendencia no se observo para los parametros
hematolégicos, por lo que estas alteraciones no se atribuyeron a la toxicidad de EP. Serian
necesarios mas estudios para analizar cuidadosamente los efectos de este extracto en el sistema

hematopoyético.

B.  Quimica sanguinea

En las Tablas 27 y 28 se observan los parametros medidos en la quimica sanguinea, tanto para
hembras como machos, respectivamente. Se presenta un aumento significativo (p<0.05) en la
concentracion de creatinina entre los grupos control y los satélite. Ademas, los machos a los que
se les administro EP a 100 mg/kg de peso corporal/dia y el grupo de satélite mostraron niveles
elevados de urea (p <0.05). Cabe mencionar que ambos parametros son indicadores de dafo renal,
ya que al ser productos del desecho del metabolismo proteico, si los rifiones no realizan
correctamente su funcion, tanto la urea como la creatinina se acumulan en la sangre elevando su
concentracion (White et al., 2001), concordando con los resultados reportados en el estudio de
(Niho et al., 2001), evidenciando que la administracién subcrénica de compuestos polifenolicos,
como el acido galico producen dafio renal, resultados que se apoyan en los hallazgos

histopatologicos que seran descritos posteriormente.

Tabla 27. Quimica sanguinea de los grupos de ratas hembras control y de prueba.

Parametro Grupo

CH Gl G3 G5 S1
Glucosa 120.637£12.34  151.708+38.06  135.932+34.60 143.558+£35.91 118.708+27.96
(mg/dL) 3 4 2 9 7
Urea 38.225+4.836  36.048+5.686  41.15248.193 33.012+3.886  38.263+6.579
(mg/dL)
Creatinina 0.2+0.063 0.22+0.045 0.18+0.045 0.2+0 0.3+0*
(mg/dL)
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Acido urico  2.067+0.543 3.8242.402 2.54+1.374 2.183+0.945 1.9+£0.503
(mg/dL)

Colesterol 69.367+£8.036  68.516+6.474  63.154+7.879  66.683£5.719 71.69+2.092
(mg/dL)

Triglicérido  109.078+£94.76  75.09+48.662  81.652+25.606 54.772+15.802  63.183£20.501
s (mg/dL) 9

Los valores son expresados como media =+ desviacion estandar p<0.05.*Diferente

estadisticamente significativo comparado con el control (p <0.05).

Tabla 28. Quimica sanguinea de los grupos de ratas machos control y de prueba.

Parametro Grupo
CM G2 G4 G6 S2

Glucosa 136.396+39.085 140.3£31.041  138.6+60.104 147.468+60.179 134.733+33.774
(mg/dL)

Urea 27.14£3.687 32.0274£3.364* 30.068+4.168  29.315+£2.237  36.652+4.346*
(mg/dL)

Creatinina 0.16+0.055 0.233+0.052  0.233+0.052 0.183+0.041 0.35+0.055%*
(mg/dL)

Acido urico 3.14+1.464 3+0.844 2.317+1.065 2.567+0.891 2.033+0.683
(mg/dL)

Colesterol 55.892+4.263 54.218+5.314 54.877+£3.107 57.518+10.345 55.5+9.761
(mg/dL)

Triglicéridos ~ 92.704+35.569  81.472+13.645 88.71+£16.825 75.627+11.583  88.792+15.245
(mg/dL)

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

C. Perfil hepatico

La concentracion de los parametros evaluados en el perfil hepatico son exhibidos en las Tablas 29
para las hembras y 30 para machos. En la primera se aprecia un decremento significativo (p<0.05)
en la concentracion de bilirrubina total en comparacion con el control, presente cuando se
administrd6 EP a 11 y 33 mg/kg peso corporal/dia y en el grupo satélite. Las hembras también

presentaron una disminucion significativa (p<0.05) de los valores de bilirrubina indirecta cuando
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se administro el extracto a 11 y 33 mg/kg de peso corporal/dia, asi como en el grupo satélite, sin
una tendencia dosis dependiente en ambos parametros. También se observdO un aumento
significativo (p<0.05) en la concentracion de deshidrogenasa lactica en el grupo satélite de las
hembras. Para los machos las proteinas totales y la globulina aumentaron significativamente

(p<0.05) en el grupo satélite.

La concentracion de fosfatasa alcalina disminuy6 en el grupo de satélites en comparacion con el
control (p <0.05), que podria estar asociada con anemia (Yuji ef al., 2014) debido a la presencia
de taninos en el extracto como se explico anteriormente (Makkar, 2003) o como consecuencia de

la nefropatia (Weiss & Wardrop, 2012).

Las alteraciones en las concentraciones de bilirrubina, fosfatasa alcalina, proteinas totales y
parametros de globulina pueden indicar dafio hepatico (Shaffer & Romagnuolo, 2012). Sin
embargo, cabe destacar que las enzimas aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa,
ambas muy sensibles a las lesiones hepaticas, en nuestro estudio permanecieron sin cambios.
Ademas, las alteraciones en estos parametros bioquimicos no se correlacionaron con los resultados
del analisis histopatologico, por lo que estos hallazgos no se consideraron como indicativos de
dafio hepatico. No obstante, el hecho de que en muchos casos estos parametros cambiaron en el
grupo satélite podria indicar que el dano hepatico podria ocurrir como un efecto retardado después

de la exposicion oral con 100 mg/kg de peso corporal/dia de EP.

Tabla 29. Perfil hepatico de los grupos de ratas hembras control y de prueba.

Parametro Grupo

CH Gl G3 G5 S1
Bilirrubina 0.117+0.075 0.1+0 0+0* 0+0* 0+0%*
total (mg/dL)
Bilirrubina 0.05+0.055 0.06+0.055 0+0 0+0 0+0
directa
(mg/dL)
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Bilirrubina
indirecta
(mg/dL)
Aspartato
aminotransfer
asa  (TGO)
(U/L)
Alanino
aminotransfer
asa (TGP)
(U/L)
Fosfatasa
alcalina (U/L)
Gamma
Glutamil
Transpeptidas
a (GGT)
(U/L)
Deshidrogena
sa lactica
(U/L)
Proteinas
totales (g/dL)
Albiimina
(g/dL)
Globulina
(g/dL)
Relacion A/G
(g/dL)

0.067+0.052

341.583+291.46
5

69.15+48.015

176.933+25.355

0.333+0.816

1373.683+1119.
480

6.3+0.762

4.268+0.374

2.032+0.519

2.183+0.496

0.04+0.055

378.68+383.1

62

70.42+60.180

175.74+66.17

0
0+0

1614.4+1035.

780

6.6£1.107

4.506+0.758

2.094+0.530

2.22+0.444

0+0*

514.74+349.67
9

97.82+55.229

164.68+49.772

0.16+0.230

2167.68+1099.
246

5.74+0.329

4.018+0.163

1.722+0.180

2.344+0.169

0+0*

263.033£148.5
62

48.717+£25.932

170.017+£25.69
6
0.783+0.886

1196.617+815.
420

6.033+0.250

3.967+0.497

2.067+0.543

2.023+0.567

0+0*

405.925+260.
625

87.4+49.831

141.1+£32.128

0.7+0.837

3230.8+632.1
33*

5.625+0.222

3.9240.102

1.705+0.230

2.29+0.360

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).
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Tabla 30. Perfil hepatico de los grupos de ratas machos control y de prueba.

Parametro Grupo

CM G2 G4 G6 S2
Bilirrubina 0.08+0.084 0.05+0.055 0.05+0.055 0.017+0.041 0.017+0.041
total (mg/dL)
Bilirrubina 0+0 0.017+0.041 0.017+0.041 0+0 0+0
directa
(mg/dL)
Bilirrubina 0.08+0.084 0.033+0.052 0.033+0.052 0.017+0.041 0.017+0.041
indirecta
(mg/dL)
Aspartato 401.32+£186.93  412.117£244.8  313.783%+131. 287.933+184. 284.767+193.
aminotransfer 1 45 404 335 831
asa (TGO)
(U/L)
Alanino 77.06+30.487 74.754£33.923  65.417+18.93  51.9+26.413  70.333+£28.31
aminotransfer 7 3
asa (TGP)
(U/L)
Fosfatasa 252.3+£19.319  249.3334£34.02  201.767429.7  211.333+£37.3  161.983+£30.9
alcalina 4 69 09 03*
Gamma 0+0 0.117+0.286 0.183+0.449 0.1+0.245 0.267+0.653
Glutamil
Transpeptidas
a (GGT)
(U/L)
Deshidrogena  2072.38+1093.  1662.767+874.  1926.05+£965.  1284.3+£835.2  1488.5+954.3
sa lactica 094 514 880 60 60
(U/L)
Proteinas 5.540.592 5.667+0.314 5.55+0.207 5.683+0.223 5.95+0.105*
totales (g/dL)
Albiimina 3.774+0.385 3.905+0.251 3.737+0.165 3.882+0.136 4.035+0.108
(g/dL)
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Globulina 1.726+0.224 1.762+0.103 1.813+0.079 1.802+0.142 1.915+0.181*

(g/dL)
Relacion A/G 2.192+0.143 2.217+0.142 33.572+77.12 2.16+£0.156 2.1224+0.276
(g/dL) 4

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

D. Electrolitos séricos

En las Tablas 31 y 32 se muestra la concentracion de electrolitos séricos determinados para las
ratas Wistar, tanto de los grupos control de hembras y machos, asi como de los grupos de prueba,
como se puede apreciar, no existen diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos control y

los grupos a los cuales se les administr6 el extracto de Q. crassifolia.

Tabla 31. Electrolitos séricos de los grupos de ratas hembras control y de prueba.

Parametro Grupo

CH Gl G3 G5 S1
Na (mmol/L) 141.167+1.941  138.4+1.140  142.8+1.924  142.167+1.602  141+2.160
K (mmol/L) 5.6+0.790 6.26+0.832 6.46+0.841 6.017+0.637 5.85+0.507
CI (mmol/L) 106.16742.401  104.6+1.517 108.4+2.881 107.667+1.862  106+1.414

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).

Tabla 32. Electrolitos séricos de los grupos de ratas macho control y de prueba.

Parametro Grupo

CM G2 G4 G6 S2
Na (mmol/L) 141+1.87 143.542.07 139.83+£2.93 142+2.83 143+2.683
K (mmol/L) 5.8440.69 5.840.79 6.32+0.63 6.5+£0.75 6.33+0.67

CI (mmol/L) 107.06+1.47 106.17+1.47 105.17+1.72 106.67+1.75 107+1.27

Los valores son expresados como media + desviacion estandar p<0.05.*Diferente estadisticamente significativo

comparado con el control (p <0.05).
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8.5.5. Analisis histopatolégico

El anélisis histopatoldgico se llevo a cabo en higado, rifién y encéfalo, ya que los resultados
reportados en la prueba de toxicidad oral aguda mostraron estos 6rganos como posibles dianas de
los compuestos fendlicos, presentes en el extracto purificado de Q. crassifolia (Valencia-Avilés et
al., 2017). No se encontraron lesiones significativas o cambios patologicos atribuibles a la
administracion oral del EP por una duracion subaguda en el higado y el cerebro de los animales
en los grupos tratados y satélites en comparacion con el control (datos no mostrados). Sin embargo,
se observo dafio renal caracterizado por hiperplasia endotelial en la corteza y la médula, tanto para
hembras como machos a dosis de 33 y 100 mg/kg de peso corporal/dia. Estas alteraciones

persistieron en los grupos satélite de machos y hembras (Figura 27).

Como se demostro en la caracterizacion quimica, de los compuestos identificados, los polifenoles
estan presentes en gran proporcion al extracto de Q. crassifolia, con un 12.94% en la cromatografia
de gases y un 22.79% en la cromatografia de gases de pir6lisis. A pesar de su potencial para ofrecer
propiedades beneficiosas para la salud, la ingesta alta y cronica de estas moléculas puede provocar
efectos renales dafiinos (Inoue et al., 1992; Lambert et al., 2007). Se ha postulado que los
conjugados polifendlicos-glutation (PP-GSH) y sus metabolitos muestran propiedades
electrofilicas y redox que frecuentemente exceden al del polifenol original. Las células con altas
cantidades de y-glutamil transpeptidasa, como las cé€lulas epiteliales tubulares proximales renales,
tienen la capacidad de acumular PP-GSH, quedando sujetas a las propiedades redox y electrofilicas
de este, causando dafio renal cuando los polifenoles se encuentran en altas concentraciones (Monks

& Lau, 1998).

Como se mencionod anteriormente, se han encontrado relativamente pocos informes disponibles
sobre la toxicidad oral de las preparaciones de encino, en los cuales se discuten resultados
contradictorios, entre estos destaca el realizado por Pérez et al. (2011), quienes evaluaron los
efectos toxicos de hojas jovenes de Quercus pyrenaica en ganado de pastoreo, informando dafo
renal atribuible a la presencia de taninos hidrolizables (Pérez et al., 2011). Sin embargo, los

mecanismos precisos que favorecen el desarrollo de la toxicidad atin son objeto de investigacion.
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Figura 27. Andlisis histopatologico a nivel renal después de la administracion oral del extracto purificado de Q.
crassifolia. R1) Grupo de hembras al que se le adminstro 100 mg/kg/dia; R2) Grupo de hembras al que se le adminstro
33 mg/kg/dia; R3) Grupo satelite de hembras,; R4) Grupo de machos al que se le adminstro 100 mg/kg/dia; R5) Grupo
de machos al que se le adminstro 33 mg/kg/dia; R6) Grupo satélite de machos.

La administracion oral aguda y subaguda de la capa interna de la fruta de Q. brantii no mostrd
cambios en el comportamiento animal de ratas Wistar ni en los 6rganos diana a dosis de 5000
mg/kg (Mirzaei & Mirzaei, 2012). Los terneros administrados por via oral con 22.8 y 10.7 kg de
bellotas y hojas de Q. robur durante 22 y 30 dias, respectivamente, mostraron rifiones palidos y
nefrosis tubular aguda, lo que sugiere que el rifidon es un 6rgano diana para compuestos presentes
en Quercus sp en concentraciones altas (Dutra et al., 2014). Se deben realizar investigaciones
adicionales para determinar las moléculas responsables de la nefrotoxicidad de EP y para dilucidar

los mecanismos toxicoldgicos involucrados.

En general, los resultados presentados aqui muestran dafio renal atribuido a la administracion oral
de EP a 33 y 100 mg/kg de peso corporal/dia, que se manifiesta por hiperplasia endotelial en la
corteza y la médula. Estos resultados estan respaldados por alteraciones en los parametros
bioquimicos (creatinina y urea), la pérdida significativa de peso del rifion izquierdo para los
machos a 33 mg/kg de peso corporal/dia. Aunque en los grupos a los que se administro el extracto

a 100 mg/kg de peso corporal/dia no se observé una pérdida de peso renal significativa, los analisis
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bioquimicos e histopatoldgicos son concluyentes con respecto a la lesion renal tanto en hembras

como en machos cuando el extracto se administré durante 28 dias consecutivos.

Estos resultados demostraron que es fundamental, que como fase del desarrollo de un ingrediente
funcional usando un extracto polifendlico, se realice su evaluacion toxicologica para determinar
los niveles de dosis y la duracion de la exposicion donde ocurren eventos adversos sustanciales y

las concentraciones donde estos eventos no se presentan.

8.6. Estandarizacion del proceso de nanoencapsulacion del extracto purificado de Q.

crassifolia

8.6.1. Potencial
Se determind el potencial { con el objetivo de establecer el pH y la proporcion de materiales de
pared donde exista una solucion o emulsion que puede ser administrada al equipo de secado por

aspersion.

8.6.2. Punto isoeléctrico del caseinato de calcio
Se establecio el punto isoelectrico del caseinato de calcio al 0.2% en solucion acuosa, como se
observa en la Figura 28, se determind la carga electrostatica en solucion con el uso del potencial

C, en un rango de pH de 2.5 a 7.5, estableciendo las zonas de estabilidad para esta proteina.

La solucion de caseinato de calcio presentd valores de potencial { positivos en un rango de pH de
2.5 a 4, volviéndose negativos a valores de pH superiores a 4.3 (su punto isoeléctrico), que
concuerda con los valores presentados por Kleemann et al. (2018), donde mencionan que el punto
1soeléctrico de las proteinas de suero de leche se encuentra entre pH de 4.2 y 8.3 (Kleemann et al.,

2018), cercano a los rangos que se reportan para las caseinas de la leche (4.44 a 5.77) (Badui-2006).
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Figura 28. Potencial { del caseinato de calcio.

8.6.3. Carga electrostdtica de los materiales de pared en solucion

En la Figura 29 se observa la gréfica de los valores de potencial {, obtenidos en el rango de pH de
2.5 a 7.5 para la mezcla de caseinato de calcio y maltodextrina en concentracion de 25-75%
(CCMD 25-75) y 50-50% (CCMD 50-50) respecto a los so6lidos totales. Como se puede apreciar,
se obtuvieron valores positivos en el rango de pH de 2.5 (16.83+1.46 mV) a 4.5 (0.37+£0.06 mV),
en tanto que la solucion CCMD 25-75 aument¢ la electronegatividad conforme aument6 en pH de

5(-1.3+0.1 mV) a 7.5 (-30.33+0.12 mV).

Para la mezcla CCMD 50-50 se muestr6 una tendencia similar que la mezcla CCMD 25-75, con
ligeras diferencias, con valores de potencial { que van de 4.23+0.06 (pH 2.5) a2.43 £0.15 (pH 3.5)
en el rango positivo, mientras que se obtuvieron valores negativos de potencial { a pH 4 (-1.83 £
0.45) apH 7.5 (-25.63 = 0.31). Las diferencias en cuanto a concentracion de caseinato de calcio-
maltodextrina alteran los valores de potencial {, mostrando la concentracion CCMD 50-50
mayores similitudes que el comportamiento del caseinato de calcio, debido a que tiene una mayor

concentracion de este en la mezcla.
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Figura 29. Potencial { de la mezcla de caseinato de calcio y maltodextrina.

8.6.4. Carga electrostitica de los materiales de pared en solucion con el extracto de Q.
crassifolia

Se evalud el potencial { de la mezcla de los materiales de pared, en las dos formulaciones
propuestas, y el extracto de encino. Ambas mezclas siguieron la misma tendencia (Figura 30),
iniciando con un ascenso en al potencial { cuando se elevo el pH de 2 a 2.5, posteriormente
disminuy6 conforme aumento el pH de 3 (14.7 + 1.73) a 4 (8.6 £ 5.92) para la mezcla CCMD 50-
50 a la que se le afiadi6 el extracto (CCMDE 50-50), mientras que la mezcla CCMD 25-75 con el
extracto (CCMDE 25-75) present6 valores mas bajos de potencial { parapH 3 (16.9+3.7)a4 (1.8
+ 1.21), en tanto que los valores negativos comienzan para ambas concentraciones en pH de 4.5 (-
10.97 + 1.18, CCMDE 50-50; -13.3 £ 0.35, CCMDE 25-75) a 7 (-21.2 £ 7.16, CCMDE 50-50; y
-22.87 £3.97, CCMDE 25-75).
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Figura 30. Potencial { de la mezcla de los materiales de pared y el extracto de encino.

8.7. Produccion de nanocapsulas usando secado por aspersion

Se produjeron nanocapsulas de las dos diferentes formulaciones CCMDE 25-75 y CCMDE 50-50,
apH 3, 3.5,4.5y 5, ya que son las zonas que se identificaron como estables para la formacion de

una solucidn que pudiera ser inyectada en el nanospray dryer.

8.7.1. Cuantificacion de compuestos fendlicos del extracto purificado de Q. crassifolia secado
por aspersion y nanoencapsulado

Se determind la concentracion de compuestos fenolicos del extracto purificado de Q. crassifolia
secado por aspersion, asi como de las nanocdpsulas del mismo extracto. Como se observa en la
Tabla 33, la cantidad de compuestos fenolicos por gramo de extracto encapsulado disminuyd
notablemente, debido a que al mezclar los materiales de pared con el extracto de encino rico en

compuestos fendlicos estos se diluyen.

132



Tabla 33. Contenido de fenoles totales del extracto purificado y de las nanocapsulas de Q. crassifolia.

Extracto Fenoles totales
(mg EAG/g)

Extracto purificado de Q. crassifolia 664 £29*

Nanocapsulas de extracto de Q. crassifolia 18.82+ 0.2

Los promedios con * en la misma columna son diferentes a p <0,05 (prueba t de Student). EAG, equivalentes de acido

galico.

8.7.2. Eficiencia de encapsulacion

La Tabla 34 exhibe la eficiencia de encapsulacion de las formulaciones CCMDE 25-75 y CCMDE
50-50 a los diferentes pH. Los valores de eficiencia de encapsulacion oscilan en el rango de 53.3
a 72% para la formulacion CCMDE 50-50, mientras que para CCMDE 25-75, la eficiencia se
encuentra en el rango de 51.2 a 67.5%. Estos resultados se ubican en el rango reportado por
Kyriakoudi y Tsimidou (2018), quienes determinaron una eficienca de encapsulacion de 54y 81%,

sin embargo, la eficiencia de encapsulacion fue menor.

En cuanto al rendimiento de encapsulacion (Tabla 34) se observan rangos de 44.9 a 70.1% y 67.9
a 77.7% para las formulaciones CCMDE 50-50 y CCMDE 25-75, respectivamente, lo cual
concuerda con lo reportado por Kyriakoudi y Tsimidou (2018), quienes nanoencapsularon un
extracto de azafran usando como material de pared maltodextrina y secado por aspersion, bajo las
mismas condiciones de operacion y el nanospray drying de Biichi, obteniendo rendimientos de

extraccion de 71 a 87%, considerando estos rendimientos como satisfactorios-

Tabla 34. Eficiencia y rendimiento de encapsulacion del extracto de Q. crassifolia.

Formulacién Eficiencia de encapsulacion Rendimiento de encapsulacion (%)

Fenoles totales(%)

CCMDE 50-50% 58.5+£4.2°% 56.7 £ 8.6 ™
pH 3

CCMDE 50-50% 72.5+55% 61.9 £2.5 ¢
pH 3.5

CCMDE 50-50% 533+55°¢ 70.1+11.9 %
pH 4.5
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CCMDE 50-50%
pHS

CCMDE 25-75%
pH3

CCMDE 25-75%
pH 3.5

CCMDE 25-75%
pH 4.5

CCMDE 25-75%
pHS

68+2.8

51.2+1.33°¢

59.4+13"%

57.4+ 4720

67.5+7317%

449+3.6°

67.9+6.7%

77.7+£39°

77.0+5.8°

68.9+02®

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

8.7.3. Tamaiiano de particula

El tamafio medio de las nanocapsulas se muestra en la Tabla 35, en la que se observa que el tamano
de particula se encontré entre los rangos de 198 a 471 nm para CCMDE 50-50 mientras que para
CCMDE 25-75 el rango fue de 299 a 341 nm, sin embargo, no se mostraron diferencias en el
tamafio de las particulas entre las diferentes formulaciones. Dichos rangos concuerdan con los
reportados por Orozco-Alfaro (2017) de 206.73 y 356.50 nm, mientras que Mancilla en 2014,

reportd tamanos de particula de 2173 nm utilizando también Nano Spray Dryer bajo las mismas

condiciones de secado (Mancilla-Davalos et al., 2014).

Tabla 35. Tamario de particula de las nanocapsulas.

Muestra

Tamaifio de particula (nm)

CCMDE 50-50% pH3

CCMDE 50-50% pH 3.5

CCMDE 50-50% pH 4.5

CCMDE 50-50% pH 5

CCMDE 25-75% pH 3

198.6 £67.2%

279.6 £180.4*

471.5+246.8°

200+57.5%

299.8+£97.22
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CCMDE 25-75% pH 3.5 341.8+1964°

CCMDE 25-75% pH 4.5 314.1+779°?

CCMDE 25-75% pH 5 328+117.4°%

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

8.7.4. Morfologia de las nanocapsulas

A. Microscopia optica

Las nanocapsulas formadas en el Spray Dryer fueron observadas al microscopio optico, tanto en
las micrografias para las formulaciones CCMDE 50-50 (Figura 31) como en CCMDE 25-75
(Figura 32) en los diferentes pH, se pueden apreciar pequefios puntos, sin embargo, debido al
tamafio de particula y la resolucion con que cuenta este equipo, no fue posible observar con mayor
detalle, pudiendo observar inicamente aglomerados de las particulas, lo cual coincide con (Jones
y Mcclements, 2010), quien comenta que las cépsulas producidas por biopolimeros pueden
presentar estructuras esféricas, sin embargo, también se pueden observar aglomerados de las

mismas (Jones et al., 2010).
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pH 4.5

Figura 31. Micrografias con microscopio optico de las formulaciones CCMDE 50-50.
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pH3

pH 4.5

pH 3

Figura 32. Micrografias con microscopio optico de las formulaciones CCMDE 25-75.
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B.  Microscopia electronica de barrido

En las Figuras 33, 34, 35 y 36 se observan las micrografias de las nanoparticulas obtenidas por
microscropia electronica de barrido (MEB), siendo en su mayoria formas esféricas, sin embargo,
también se muestran algunas esferas con aspecto deshidratado, que puede suponerse fue debido al
proceso al que se sometieron de secado por aspersion, ademas de observarse particulas que puede
suponerse son nanocapsulas fracturadas. Cabe sefialar, que en las formulaciones CCMDE 25-75 a
las que se les ajusto el pH de 3.5, 4.5 y 5, presentaron morfologia esférica mas homogénea y las

nanocapsulas mejor formadas.
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Figura 33. Micrografias MEB de las nanocapsulas de las formulaciones CCMDE 50-50.
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Figura 34. Micrografias MEB de las nanocapsulas de las formulaciones CCMDE 50-50.
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Figura 35. Micrografias MEB de las nanocapsulas de las formulaciones CCMDE 25-75.
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pH 4.5

Figura 36. Micrografias MEB de las nanocapsulas de las formulaciones CCMDE 25-75.
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8.7.5. Cuantificacion de compuestos fendlicos en extracto purificado de Q. crassifolia secado
por aspersion y nanoencapsulado
Se determind la concentracion de compuestos fenolicos del extracto purificado de Q. crassifolia

secado por aspersion (Figura 37 a), asi como de las nanocapsulas del mismo extracto (Figura 37
b).

Figura 37. Extracto de Q. crassifolia a) secado por aspersion, b) nanocdpsulas.

Como se observa en la Tabla 36, la cantidad de compuestos fenolicos por gramo de extracto
encapsulado disminuy6 notablemente, tanto para fenoles totales, flavonoides totales, acidos
hidroxicindmicos y proantocianidinas, debido a que al mezclar los materiales de pared con el
extracto de encino, rico en compuestos fendlicos, estos se diluyen, no obstante, al comparar con
lo reportado por Yilma ef al. (2006), quienes determinaron la concentracion de fenoles totales de
extractos de piel de uva (14.99 = 5.97 mg EAG/g), que se caracteriza por un alto contenido en
compuestos fenolicos, en nuestro estudio el extracto nanoencapsulado de Q. crassifolia tuvo una

mayor concentracion (18.82 + 0.2 mg EAG/g).
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Tabla 36. Concentracion de fenoles del extracto de corteza de Q. crassifolia sin encapsular y nanoencapsulado.

Flavonoides Acidos
Fenoles totales Proantocianidinas
Extracto totales hidroxicinamicos
(mg EAG/g) (mg ECIC/g)
(mg EQ/g) (mg EACl/g)
Extracto purificado
664 + 29* 37.30+£3.11* 25.31 £9.48* 10.34 + 0.22*
de Q. crassifolia
Nanocapsulas  de
extracto de Q. 18.82+0.2 3.13+£0.05 0.12+0.07 0.03+0.00

crassifolia

Las medias con * en la misma columna son significativamente diferentes. Prueba T (p <0.05). Donde: EAG,

equivalentes de acido galico; EQ, equivalentes de quercetina; EACI, equivalentes de acido clorogénico y ECIC,

equivalentes de cloruro de cianidina.

8.7.6. Capacidad antioxidante del extracto de Q. crassifolia secado por aspersion y

nanoencapsulado

En la Tabla 37 se observa la capacidad antioxidante del extracto de Q. crassifolia secado por
aspersion y del extracto nanoencapsulado. Los valores de ICso de las nanocapsulas, para captar al
radical hidroxilo, superdxido, peroxilo y peroxido de hidrogeno son mayores a los determinados

al extracto de encino, correspondiendo con la conentracién de compuestos fendlicos disminuidos

en las nanocapsulas debido a la adicion del material de pared.

Tabla 37. Actividad antioxidante del extracto de Q. crassifolia secado por aspersion y nanoencapsulado.

OH- 02— ROO- H:0:
Extracto

ICs0 (ug/mL) ICso (ng/mL) ICso (ng/mL) ICso (ng/mL)
Extracto de Q.
crassifolia  secado 957.28+65.28 385.494+34.59 709.37+17.10 60.6 £7.9
por aspersion
Nanocapsulas  de
extracto  de

32710+ 920 14740 + 5060 44300 + 440 6900 =+ 700

crassifolia
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8.7.7. Tamaiiano de particula

El tamafio medio de las nanocadpsulas se muestra en la Tabla 38, en la que se observa que el
tamafio de particula se encontrd entre los rangos de 198 a 471 nm para CCMDE 50-50 mientras
que para CCMDE 25-75 el rango fue de 299 a 341 nm, sin embargo, no se mostraron diferencias
en el tamafio de las particulas entre las diferentes formulaciones. Dichos rangos concuerdan con
los reportados por Orozco-Alfaro (2017) de 206.73 y 356.50 nm, mientras que Mancilla en 2014,
reportd tamanos de particula de 2173 nm utilizando también Nano Spray Dryer bajo las mismas

condiciones de secado (Mancilla-Davalos et al., 2014).

Tabla 38. Tamario de las nanocapsulas.

Muestra Tamaiio de las nanocapsulas (nm)
CCMDE 50-50% pH 3 198.6 £ 67.2%
CCMDE 50-50% pH 3.5 279.6 £180.4*
CCMDE 50-50% pH 4.5 471.5+246.8*
CCMDE 50-50% pH 5 200 +57.5*
CCMDE 25-75% pH 3 299.8 +£97.2%
CCMDE 25-75% pH 3.5 341.8+196.4*
CCMDE 25-75% pH 4.5 3141+£779°*
CCMDE 25-75% pH 5 328+117.4*

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

8.8. Estandarizacion de la formulacion del yogurt con nanocapsulas de extracto

purificado de Q. crassifolia
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Se realizaron las tres formulaciones de yogurt; yogurt con nanocapsulas, yogurt sin nanocapsulas
y yogurt sin aceite vegetal. Posteriormente, se realizaron las pruebas reoldgicas, microbiologocas

y el andlisis proximal.

8.8.1. Analisis proximal
Enla Tabla 39, se muestra el analisis quimico-proximal de las diferentes formulaciones del yogurt:
yogurt sin aceite vegetal ni nanocapsulas (F1), yogurt con aceite vegetal, sin nanocéapsulas (F2) y

yogurt plurifuncional, es decir con aceite vegetal y nanocapsulas (F3).

Tabla 39. Andalisis proximal del yogur, sin aceite vegetal (F1), con aceite vegetal (F2) y con nanocdpsulas (F3).

Muestra
Determinacion

Fl1 F2 F3
Humedad (%) 7.14+£4.82 7.14+£0.10 7.69 £0.72
Extracto Etéreo (%) 0.32+0.22 1.43 £0.06 1.13+£0.09
Cenizas (%) 5.23 +0.07 5.09+0.03 2.66 £0.06
Proteina (%) 20.48 £ 6.04 19.72 £ 0.15 21.43+£0.26
Fibra (%) 0.09 +£0.04 0.11+£0.02 0.01 £0.03
Carbohidratos (%) 66.74 £ 2.24 66.51 £0.18 67.08 £ 0.80

En el andlisis quimico proximal realizado a las tres formulaciones previamente sometidas a
deshidratacion, se obtuvo una humedad del 7 % aproximadamente, mientras que el contenido de
proteina increment6 de 19.72% de F2 y 20.48% de F1 a 21.43% con la incorporacion de las
nanocapsulas (F3), cabe mencionar el contenido de la proteina que fue aportado por la caseina al
ser incorporada como material de pared en la formulacidon de las nanocépsulas. En tanto que la
cantidad de lipidos fue menor (0.32%) en F1 ya que no se le adiciond el aceite vegetal, mientras
que para F3 el porcentaje de lipidos disminuyé con las nanocapsulas, de 1.43 (F2) a 0.32%, esta
misma tendencia a la baja en comparacion con las formulaciones sin nanocapsulas (F2=5.09% y
F1= 5.23%) se observd para el contenido de cenizas (2.66%) y fibra (0.01%), mientras que el
porcentaje de carbohidratos se mantuvo alrededor del 67% en promedio para las tres

formulaciones.
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8.8.2. Analisis microbiologico

En la Tabla 40 se muestran los resultados del analisis microbiologico en el que se observd que
para F3 se detecto 1 UFC/g de hongos y levaduras. Asi mismo se muestra que F2, F3 y el F1
contienen 4.73X10%, 3.01X10°y 3.74 X10° UFC/g de yogurt, respectivamente. Como se puede
notar, en el analisis microbiologico todas las formulaciones de yogurt estan dentro de los limites
de control que establece la Norma Mexicana NMX-F-444-1983 (NMX-F-444-1983. Alimentos
yogurt o leche bulgara., 1983). Este tipo de andlisis es util para determinar si el proceso de
elaboracion del producto se lleva a cabo bajo las condiciones de inocuidad adecuada y conocer si
se tiene alguna contaminacion durante el proceso (NMX-F-444-1983. Alimentos yogurt o leche

bulgara., 1983).

Tabla 40. Microorganismos detectados en las diferentes formulaciones de yogurt.

Microorganismo F1 F2 F3 NMX-F-444-1983
No )

Hongos y levaduras No detectable 1 UFC/g Maximo 10 UFC/g
detectable
No )

Coliformes totales No detectable No detectable Maéximo 10 UFC/g
detectable

Bacterias lacticas

Minimo 2,000 000
(S. thermophilus y 3.75x10° 4.73X10° 3.01X10°

UFC/g
L. bulgaricus)

8.8.3. Andalisis fisicoquimicos

En la Tabla 41 se muestran los resultados del andlisis fisicoquimico a que fueron sometidas las
formulaciones de yogurt. Se determiné el porcentaje de acido lactico presente en cada una de las
diferentes muestras, donde se observa que todas las formulaciones cumplen con lo establecido por
la Norma NMX-F-511-1988, ya que el porcentaje minimo permitido de acido lactico es 0.5%.

(NMX-F-511-1988. Alimentos determinacion de acidez en leche reconstituida, 1988). En cuanto
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al pH, hay diferencia entre las formulaciones, estos valores son mayores a los reportados por Ruiz-
Rivera y Ramirez-Matheus en 2009, que hicieron un yogurt con probioéticos donde el valor de pH
mayor fue de 4.64+0.09, estas diferencias pueden atribuirse a la incorporacion del aceite vegetal

modificando las propiedades del yogurt.

El grado de sinéresis para F2 y F3 fue de 84.18% y 73.42% respectivamente, no observandose
cambios macroscopicos en ambas formulaciones, notandose en la formulacion del yogurt sin aceite
vegetal un grado mayor de sinerésis (90.09%). La viscosidad de cada formulacion se comportod
como un fluido no newtoniano, un pseudoplastico, al aumentar las rpm disminuye la viscosidad.

La viscosidad fue mayor en el yogurt con nanocaspulas, ademas fue el que menor grado de
sinéresis presentd, esto se debe a que presentd mayor cantidad de sélidos en la muestra,

provocando el aumento de su viscosidad.

Tabla 41. Analisis fisicoquimicos de las diferentes formulaciones de yogurt.

Acido lictico Sinerésis Viscosidad
Formulacion pH
% % cP
F1 0.72+0.02 438+ 0.08 90.09 +£4.17 150.13 +4.42
F2 0.69 +0.02 4.69+0.01 84.18+1.33 154.93+ 8.25
F3 0.59+£0.05 478 +£0.01 7342 +1.24 34142 +7.84
8.8.4. Evaluacion sensorial

A. Seleccion y entrenamiento de jueces sensoriales

De los 50 participantes a los que se les aplicéd la encuesta sociodemografica, se eliminaron ocho
debido a que eran fumadores o estaban tomando medicamentos controlados. Segun los resultados
de la prueba PROP, asi como la prueba de sabores basicos y el entrenamiento para escalas, se

eligieron 6 jueces sensoriales para realizar el perfil sensorial del yogurt.

En la Tabla 42 se presentan los 17 descriptores que utilizaron los evaluadores, de los cuales, 4 son
de apariencia, 3 de aroma y 6 de sabor y textura en la boca, asi como la frecuencia con que fueron

mencionados cada uno de los atributos para cada formulacion.
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Tabla 42. Frecuencia en que los jueces sensoriales mencionaron los descriptores.

Frecuencia mencionada

Atributo F1 F2 F3
total
Apariencia homogénea 12 5 5 2
Color blanco 15 5 5 5
Color amarillo 5 3 0 2
Sinéresis 4 1 1 2
Olor acido 9 3 3 3
Olor dulce 9 4 3 2
Olor cremoso 13 3 5 5
Sabor acido 10 3 4 3
Sabor dulce 13 5 6 2
Sabor salado 2 0 0 2
Sabor fermentado 8 2 3 3
Sabor cremoso 12 5 4 3
Espeso 5 1 1 3
Textura homogéneo 15 5 5 5
Suavidad 16 6 5 5
Recubrimiento bucal 12 3 3 6
Astringente 3 1 0 2

Donde: F1 (Yogurt sin aceite vegetal), F2 (Yogurt sin nanocapsulas y con aceite vegetal) y F3 (Yogurt con aceite

vegetal y nanocdapsulas).

Enla Tabla 43 se muestran los valores de p asociados a las pruebas Q de Cochran, donde se observa
que los atributos que tuvieron una proporcion elevada, indica que fue marcado con mayor
frecuencia por los jueces que evaluaron el producto. También se aprecia que la muestra 671 (yogurt
sin nanocapsulas) es mas homogénea y dulce que la muestra 797 (yogurt con nanocépsulas),
mientras que la muestra 797 fue percibida como salada por algunos jueces, sin embargo, no hay

diferencias significativas (p<0.05), se tom6 a F1 como la formulacion ideal.
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Tabla 43. Valores p y proporciones de los atributos asociados a las pruebas Q de Cochran tomando a F1 como

producto ideal.

Atributos Valores p 671 797

Homogénea 0.083 0.833 (a) 0.333 (a)
Color blanco 1.000 0.833 (a) 0.833 (a)
Color amarillo 0.564 0.500 (a) 0.333 (a)
Sinerésis 0.317 0.167 (a) 0.333 (a)
Olor acido 1.000 0.500 (a) 0.500 (a)
Olor dulce 0.083 0.833 (a) 0.333 (a)
Olor cremoso 1.000 0.833 (a) 0.833 (a)
Sabor acido 1.000 0.500 (a) 0.500 (a)
Sabor dulce 0.317 1 (a) 0.833 (a)
Sabor salado 0.157 0(a) 0.333 (a)
Sabor fermentado 0.317 0.333 (a) 0.500 (a)
Sabor cremoso 0.317 0.833 (a) 0.500 (a)
Espeso 0.157 0.167 (a) 0.500 (a)
Homogéneo 1.000 0.833 (a) 0.833 (a)
Suavidad 0.317 1 (a) 0.833 (a)
Recubrimiento bucal 0.180 0.333 (a) 0.833 (a)
Astringente 0.564 0.167 (a) 0.333 (a)

De acuerdo a la Figura 38, el yogurt ideal, es decir, de la formulacion F1 debe ser acido,
homogéneo, cremoso, presentar color blanco, sabor fermentado y un sabor 4cido. Mientras que se
espera que los atributos sensoriales como recubrimiento bucal, olor dulce, acido, asi como
suavidad, estén presentes, pero con menor intensidad. Ademas, se aprecia que el producto mas
parecido al ideal es la F2 yogurt sin nanocapsulas y con aceite vegetal, con atributos como sabor
dulce, apariencia homogénea, sabor cremoso y suavidad son los mas caracteristicos, en tanto que
la formulacion F3, yogurt con nanocépsulas, es la mas lejana, debido a sus caracteristicas
astringentes, sabor salado, es mas espeso y presenta color amarillo en comparacion con el producto

F1.
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En la Tabla 44 se muestran las correlaciones entre los atributos sensoriales de los productos y la
evaluacion hedonica global que se hizo de las tres formulaciones de yogurt. Asi podemos notar
que la apariencia homogénea, el olor dulce, olor cremoso, sabor dulce, sabor cremoso y la
suavidad, estan positivamente correlacionados con la evaluacion global hedénica, mientras que
atributos como sinéresis, sabor acido, sabor salado, el recubrimiento bucal y el sabor salado

presentan una correlacion negativa con la evaluacion hedonica.
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Figura 38. Atributos sensoriales de cada formulacion de yogurt.
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Tabla 44. Mapa sensorial de las formulaciones de yogurt F1, F2 y F3.

Hom

oghn Sabor Sabor Recubrimiento Evaluacion

e Colorblanco Coloramerilo  Sinerésis  Oloragio  Olorduke  Olorcremoso Saboragrio Sabordulce Saborsalado fermentado  cremoso  Espeso  Homogéneo  Suavidad bucal  Astringente | global
Homogénea 1040 0.046 0997 0.265 0477 0.140 073 0956 0991 0.046 0.69 0.193 0.140 0.956 -0.046 0.170 0577
Colorblanco ~~ 0.140 1 0991 041 0970 0.140 878 0.000 0.844 0878 -0.140 0.288 0.936 0.651 .84 0.140 0451 0.232
Coloramarilo ~ 0.046 0991 1 170 -0.263 0570 0936 -0.265 0916 -0.956 0.860 0.391 0.193 0.140 0916 0.046 0.170 0.157
Sinerésis 097 041 170 1 0325 0476 041 0.987 -0.983 0451 {.170 0627 0962 091 0.863 0.170 0.197 0479
Olor agrio 0265 097 0265 0325 1 07 0970 050 097 0000 073 0549 09% 0000 0937 0.265 0325/ 0165
Olor dulce 0477 0140 0570 0476 070 1 091 0265 095% 0991 0570 0878 0391 0140 0.956 0570 0170 0459
Olorcremoso —~ 0.140 0878 0.956 0141 0970 0.991 1 0910 09% 0651 0956 0992 09% 0818 084 0140 0451 043
Stboragrio 073 0.000 0265 0.987 0.500 0265 0970 1 09 0000 0265 0549 0549 0970 0937 03 35 3%
Sborduke  0.956 0.8 0916 0983 0937 0.956 09 0937 1 -09% 0916 0972 081 084 0787 096 093 0507
Stborsaldo 091 0878 0956 04531 0.000 0991 0651 0000 -09% 1 0% 09Mm 0288 0651 -0.9% 0956 0451 0631
Sabor
fermentado 0046 0140 0.860 170 R 0570 0956 0265 0916 095 1 0391 0.69 0.956 0916 0570 0170 0.071
Sabor
cremoso .69 0391 0627 0.549 0878 0,992 0549 0972 0992 0.391 1 0213 0.288 097 {391 0.000 0.765
Espeso 0193 0.193 096 0.995 0391 0936 0549 0.891 0.288 0.6% 0213 1 0.288 09 0.391 0.000 0,098
Homogéneo ~ 0.140 140 0911 0.000 0.140 0878 0.970 0.844 0651 0.956 0.288 0.288 1 0.998 0.140 0451 0.206
Suavidad 0956 0916 0.863 0937 0956 .84 0.937 0787 -0.9% 0.916 0972 091 0.998 1 0916 0.863 0.344
Recubrimiento
bucal 0,046 0.046 0.170 0.265 0370 0.140 073 0916 0.956 0570 0391 0.391 0.140 0916 1 0.170 .170
Astringente 0.170 4170 0.197 0325 0.170 041 0325 0983 0451 .170 0.000 0.000 0451 0.863 0.170 1 0337
Evaluacion
global 0377 0.157 0479 165 0459 043 0358 0507 0631 0.071 0.765 0.098 0.206 0.344 0170 0337 1
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Las puntuaciones hedonicas parecen estar positivamente correlacionadas con los atributos que
estan vinculados con el producto ideal (dcido, homogéneo, cremoso, color blanco, sabor

fermentado), excepto por el sabor acido.

En la Figura 39 se observa el Analisis de Coordenadas Principales en donde nuevamente vemos
que la evaluacion global hedonica esté relacionada con el sabor dulce, fermentado y cremoso y la
apariencia homogénea. CoOmo se observa, también estd presente el color amarillo, que en el

producto ideal esta ausente, sin embargo, en el producto que se estd analizando esta presente.

Aniilisis de Coordenadas Principales (ejes F1y F2)

Sabor salado

Espeso
Recubsiidiendacal i °
°®
05 + Olor cremoso
°
Astringente
~ , , L 0 . I I
= f f f 0 f f o 1
) L5 -1 0.5 -0 1 Sabprsdulce
. . Evaluacion global
Sineresis o ool fermentado
)
° ° ° Moso
Sabor acido Homogeneo Hon@ﬁ’?ﬁ@éﬁ&

-0.5 + °
Color amarillo
Olor acido

< i dad
Stuavrdac

Figura 39. Coordenadas principales con descriptores de la escala hedonica.

En la Tabla 45 se muestra el Andlisis de Varianza de la Evaluacion global hedonica. Como se
aprecia, el yogurt sin nanocéapsulas obtuvo la mayor puntuacion, seguida del yogurt sin grasa y por
ultimo el yogurt con nanocapsulas, sin embargo, no existieron diferencias significativas (p<0.05)

entre las formulaciones del yogurt con nanocapsulas, sin nanocapsulas y sin aceite vegetal.
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Tabla 45. Analisis de Varianza de la escala hedonica de las diferentes muestras de yogurt.

Muestra Calificacion de evaluacion global
Fl 63.94 + 16.57*
F2 65.91 +25.65*
F3 44.09 + 28.46°

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

En la Figura 40 se observa el perfil sensorial de las formulaciones de yogurt, los panelistas no
entrenados utilizaron los descriptores establecidos para caracterizar cada formulacion de yogurt,
describieron el yogurt sin nanocapsulas, con una apariencia homogénea, color blanco, con un olor
dulce, sabor acido, cremoso, textura homogénea y suavidad, con una mayor aceptacion que las
otras dos formulaciones, mientras que a la muestra del yogurt con nanocapsulas lo describieron,
de color blanco en menor medida que el anterior, con sinerésis, con olor acido, cremoso, sabor
acido, un poco salado, con una textura homogena menor que las demas muestras, con
recubrimiento bucal, astringente y una aceptaciéon menor que las otras dos formulaciones. El
yogurt sin aceite vegetal fue caracterizado con una textura homogénea, color amarillo, olor acido
y dulce, sabor cremoso y una aceptacion mayor que el yogurt con nanocapsulas, pero menor que

el yogurt sin nanocapsulas.
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Figura 40. Perfil sensorial de las formulaciones de yogurt F1, F2y F3.

En la Figura 41 se observan las diferentes formulaciones que se separaron en cuadrantes, en el
cuadrante superior e inferior izquierdo se encuentra el yogurt que se relaciona con atributos como
sabor acido, recubrimiento bucal, sabor fermentado, astringente, color amarillo, sabor dulce y
astringente, caracteristicas descritas para el yogurt con nanocapsulas. En el cuadrante superior
derecho se agrupan las caracteristicas para el yogurt sin nanocéapsulas, las cuales fueron, apariencia
homogénea, sabor fermentado, textura homogénea, olor dulce y cremoso, por ultimo en el
cuadrante inferior derecho, para el yogurt sin aceite vegetal se aprecian las caracteristicas como

textura suave, sabor dulce y olor cremoso.
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Figura 41. Mapa sensorial de las formulaciones de yogurt F1, F2 y F3.
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8.9. Efecto de la administracion del yogurt plurifuncional en hamsteres dislipidémicos

8.9.1. Consumo de alimento y peso corporal de los hamsteres

El peso de los hamsteres al momento de iniciar el experimento fue de 92.64 + 9.48. Mientras que
en la Tabla 46 se muestra el peso final de los hamsteres de los diferentes grupos, el peso ganado,
el consumo de alimento, asi como la tasa de conversion alimenticia, en donde no hubo diferencias
significativas (p<0.05) en las medias de peso ganado durante los 21 dias, ni en la tasa de conversion
alimenticia. El grupo G6Y presentd peso final mayor comparado con los grupos C1Y, G2M y
G7N, en tanto que los grupos G3YGN, G4YG y G5EQ no mostraron diferencias significativas
(p<0.05). En cuanto al consumo de alimento, se observo que el grupo C1Y tuvo un mayor consumo
de alimento en comparacion con los grupos G2M, G5EQ, G6Y, siendo G7N el grupo con menor

consumo.

Aunque algunos estudios han mostrado efectos en disminucion de masa corporal al ingerir
polifenoles, otros estudios en donde se han administrado catequina y epicatequina a sujetos (1.0
g/dia) durante 2 semanas (Almoosawi et al., 2010), aceite de regaliz rico en flavonoides (300
mg/dia) durante 8 semanas (Bell et al., 2011) o quercetina como suplemento (500 y 1000 mg/dia)

durante 12 semanas, no afectaron el peso o la composicion corporal (Knab et al., 2011).

Tabla 46. Datos de peso de los hamsteres y consumo de alimento de los hamsteres de los diferentes grupos.

Grupo Peso final Peso ganado Consumo de Tasa de conversion
(g/21 dias) alimento alimenticia
(g/21 dias)
Cly 117.00+2° 25.83+1.89° 185.21+1.68° 7.19+£0.512
G2M 112.2549.75 27.58+6.68° 173.74% 5.30" 6.52+1.40°
G3YGN 124.83+14.01%° 25.58+1.53? 181.36+5.14% 7.11+£0.42%
G4YG 118.80+9.92% 25.60+5.06 174.77+ 7.31%° 7.00+£1.122
G5EQ 118.10£12.11% 22.40+8.18° 170.56+ 7.44" 8.46+3.02%
GoY 132.83+6.17 30.67+3.69° 174.56+6.14% 5.75+0.73*
G7N 117.40+6.05° 24.10+4.19° 168.83+5.26° 7.19+£1.312
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8.9.2. Necropsia

Se realizd una observacion macroscopica de los organos de los animales. En la Figura 42 se
visualizan los higados de los diferentes grupos a los que se les adminsitraron los tratamientos antes
mencionados, existiendo un cambio de coloracion de rojo a palido, que se ha relacionado con
higado graso en gallinas (Hamilton & Garlich, 1971), que en este experimento se puede atribuir a

la dieta hipercolesterolémica e hiperlipidémica.

ey

Figura 42. Higados de hamsteres de los diferentes grupos.

A. Pesos absolutos y relativos de los organos de los hamsteres

No se detectaron diferencias significativas (p<<0.05) en los pesos absolutos de los 6rganos de los
hamsteres, asi como en el tejido adiposo, entre los grupos de prueba y el grupo control (C1Y),
excepto en el higado (Tabla 47). Los higados de los grupos G6Y y G7N pesaron mas que el grupo
C1Y, mientras que los grupos G3YGN, G4YG y G5EQ no mostraron diferencias significativas
(p<0.05) ni con el grupo control ni con el grupo G2M. Sin embargo, en los pesos relativos de los
organos de cada uno de los grupos, no se mostraron diferencias significativas (p<0.05) al
compararlos con el grupo control (Tabla 48), excepto en el rifion derecho del grupo G6Y, por lo

que no puede ser atribuido a un efecto producido por el extracto de encino.
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Tabla 47. Medidas absolutas de los organos de los hamsteres.

Organo Crupo

Cly G2M G3YGN G4YG G5EQ GoY G7N
Bazo (g) 0.20+0.02*  0.17£0.05*  0.19+0.01*  0.21+0.04*  0.21+0.03*  0.25+0.04*  0.21+0.03*
Corazon
(2) 0.54+0.08*  0.44+0.05*  0.67+0.16*  0.54+0.07*  0.55+0.04*  0.58+0.09*  0.51+0.09*
Encéfalo
(2) 0.91+0.08*  1.00+0.05*  0.95+0.10*  1.01£0.07*  1.00+0.02*  1.06+0.04*  1.01+0.04*
Estémago
(2) 0.89+0.10*  0.77+0.00*  0.87+0.10*  0.88+0.14*  0.85+0.04*  0.94+0.04*  0.88+0.07°
Suprarrenal
derecha (g) 0.01£0.00*  0.01+0.00*  0.01£0.00*  0.01+0.00*  0.01£0.00*  0.01£0.00*  0.01£0.00*
Suprarrenal
izquierda
(2) 0.02+£0.00*  0.01+0.00*  0.01£0.00*  0.02+0.02*  0.01£0.00*  0.01+£0.01*  0.01+0.01*
Higado (g) 7.23+0.70°  8.09+0.61% 7.57+0.7%®  7.72+£1.09% 7.88+1.22®® 9.35+0.79*  9.1940.94?
Intestino
delgado
(cm) 41.5+3.7° 37.04£9.8° 46.3£1.1° 47.2+4.9 42.4+2 .8 43.3£1.7 45.442.0°
Intestino
grueso
(cm) 29.2£8.3%  19.346.6° 35.54+7.3° 38.4+2.4° 34.842.9° 35.3+1.7° 37.0+4.2°
Pancreas
(2) 0.25+£0.01*  0.23£0.05*  0.35+£0.07*  0.25+0.23*  0.27+0.05*  0.28+0.06*  0.25+0.05*
Pulmén
derecho (g) 0.57£0.03*  0.53+0.04*  0.51£0.07*  0.51+0.10*  0.58+0.06*  0.63£0.16*  0.54+0.07*
Pulmén
izquierdo
(2) 0.23+£0.01*  0.24+0.01*  0.30+0.11*  0.26+0.03*  0.26+0.07*  0.28+0.04*  0.22+0.03*
Rifdn
derecho (g) 0.56+0.05®° 0.63£0.07*°  0.51+£0.04°  0.49+0.04> 0.47+0.01°  0.51+0.02°  0.49+0.01°
Rifdn
izquierdo
(2) 0.56+£0.04%  0.61+0.09°  0.53+0.05®® 0.51+0.02® 0.47+0.03°*  0.56+0.01®® 0.5+0.02%
Tiroides
(2) 0.13+£0.02*  0.16£0.07*  0.17+0.08*  0.19+£0.09*  0.11+0.05*  0.12+0.01*  0.10+0.01?
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Tejido
adiposo (g) 2.7740.01*  2.75:0.23% 4304242  3.92+0.62° 4.26+0.97° 4.99+0.34°  4.00+0.68°

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

Tabla 48. Pesos relativos de los organos de los hamsteres (%).

Organo Grupo
Cly G2M G3YGN G4YG G5EQ GoY G7N
Bazo 0.1840.10*  0.16+£0.03*  0.16+0.02*  0.174£0.03*  0.17+0.01*  0.18+0.03* 0.17+0.01°

Corazon 0.48+0.05*  0.42+0.02*  0.55+0.17*  0.44+0.09*  0.45+0.03*  0.41+£0.05* 0.41+0.06°

Encéfalo 0.82+0.12%  0.97+0.11*  0.76£0.12%  0.82+0.09%® 0.81+0.06*® 0.76+0.02° 0.82+0.05%

Estomago  0.80+0.04*  0.75+0.06® 0.70+£0.11%  0.71£0.12®®  0.69+0.06® 0.67+0.01°  0.71+0.04%®

Suprarrenal  0.01£0.00°  0.01+0.01*  0.01£0.00*  0.01+0.00*  0.01£0.00*  0.01+0.00° 0.01+0.01*
derecha

Suprarrenal  0.01£0.00°  0.01+0.01*  0.01£0.00*  0.02+0.01*  0.01£0.00*  0.01+0.01*  0.01+0.01*
izquierda

Higado 6.51+1.01*  7.78+0.06°  6.13+1.13*  6.19+0.45*  6.31+0.47*° 6.64+£0.29  7.41+0.77°

a

Pancreas 0.2240.00*  0.16+£0.10*  0.28+0.05*  0.19+0.17*  0.22+0.05*  0.20+0.04*  0.20+0.04*

Pulmon 0.51£0.00*  0.51+0.08*  0.41+0.08*  0.41+0.07*  0.47+0.07*  0.444+0.09* 0.44+0.07%
derecho

Pulmén 0.21+0.02*  0.23+0.03*  0.24+0.10*  0.21+£0.02*  0.20+£0.04*  0.20+0.04* 0.18+0.02°

izquierdo

Rifién 0.51£0.08%®°  0.62+0.12*  0.41£0.05*  0.40+0.02*  0.38+0.03* 0.36+0.01°  0.39+0.02%
derecho

Rifién 0.51£0.06®  0.60£0.15*  0.42+0.06  0.41+0.03°>  0.38+0.03°®  0.40+0.02b 0.40+0.02°
izquierdo b

Tiroides 0.124£0.03*  0.16+0.09*  0.14+0.08*  0.15+0.06*  0.09+0.04*  0.09+0.01*  0.06+0.03*
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Tejido 2.48+0.14*  2.65+0.05*  3.4242.09*  3.13+0.32*  3.39+0.47*  3.55+0.14* 3.20+0.43°

adiposo

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

B.  Determinacion de lipidos en higado y heces

En la Tabla 49 se muestran el extracto etéreo en base seca de los higados y heces de los diferentes
grupos de hamsteres. El grupo C1Y tuvo un mayor porcentaje de lipidos en higado, sin embargo,
no fue diferente (p<0.05) con los grupos G2M, G3YGN, G4YG y G6Y, mientras que los grupos
G5SEQ y G7N, tratamientos que incluyen el extracto de encino purificado secado por aspersion y
nanoencapsulado, tuvieron un menor contenido lipidico en higado, destacando que no hubo
diferencias significativas (p<0.05) con el grupo al que se le admnistro el medicamento. Esto
concuerda con los resultados reportados por Mulvihill et al. (2009), quienes al administrar
naringenina (3%) a ratones durante 4 semanas observaron la disminucion de la sobreproduccion
de lipoproteinas apoB100, atenuando la acumulacion de lipidos en higado (Mulvihill ez al., 2009),
este mismo equipo de investigacion administrd naringenina a ratones y ratones carentes del gen
LDLR, ambos sometidos a dietas hiperlipidicas, reduciendo esteatosis hepatica asi como
hiperinsulinemia, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, efectos atribuidos a la reduccion
tanto en la sintesis de colesterol como en la esterificacion y la disminucidon de triglicéridos
hepaticos a través de un aumento de la oxidacion de acidos grasos, lo que lleva a una reduccion de
la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad, previniendo dislipidemias (Mulvihill et al.,

2010).

En cuanto al porcentaje de lipidos en heces (Tabla 49) se observo un significativo (p<0.05) menor
porcentaje de lipidos en las heces del grupo C1Y, indicador de grasa en la dieta que el cuerpo no
absorbe. Los grupos G2M, G3YGN, G4YG, G5EQ, G6Y, G7N no mostraron diferencias
significativas (p<0.05) entre ellos, no obstante se observa una tendencia no significativa en los
grupos G2M, G3YGN, G6Y y G4YG, grupos que tienen en comun como tratamiento la adicion
de la grasa vegetal. Mientras que los grupos G7N y G5EQ, aunque presentan menores porcentajes
de lipidos en heces, la diferencia no es significativa con los grupos a los que se les administro la
grasa vegetal en el yogurt, en tanto que si hay una diferencia significativa con el control, ademas

de que en higado, presentan menores porcentajes de lipidos. El consumo de té de oolong,
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enriquecido con polifenoles como catequinas y acidos hidroxicinamicos, incrementé la excrecion
de lipidos de 13% en el placebo a 21% a los sujetos a los que se administré la bebida, elucidaron
que esos resultados fueron obtenidos debido a que los polifenoles contenidos en el t¢ de oolong
influyen en la absorcién intestinal de lipidos ingeridos en la dieta debido a la inhibicion de la

actividad de la lipasa (Hsu et al., 2006).

Tabla 49. Extracto etéreo de higado y heces de los hamsteres.

GRUPO Higado (%) Heces (%)
ClY 29.68+£2.97% 329+1.98°
G2M 24.19+ 529 ® 19.89 + 4.83°
G3YGN 26.71 £2.78 ® 16.15 + 1.80°
G4YG 25.87+2.93%® 1517 £1.318*
GSEQ 22.79+1.21° 14.829 + 0.415°
G6Y 25.79+2.18 ® 16.10 +2.00 *
GN 23.00+ 2.06 ° 1471 +£0.78 *

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de
la prueba de Tukey).

* Sobre base seca, % en peso.

C. Analisis bioquimico en suero e higado
En la Tabla 50 se muestra la concentracion de glucosa, colesterol, triglicéridos, colesterol HDL,
colesterol LDL y el indice aterogénico en suero, mientras que en higado se determind colesterol y

triglicéridos.

La dieta hiperlipidémica e hipercolesterolémica aumento la concentracion en suero de glucosa,
colesterol, triglicéridos, y lipoproteinas de baja y alta densidad. En cuanto a la concentracion de
glucosa, G6Y no mostro diferencias con C1Y ni con G2M. En tanto que los grupos G3YGN,
G5EQ y G4YG no mostraron diferencias con el grupo al que se le administr6 el bezafibrato y la
lovastatina. Tanto los acidos grasos poli-insaturados como algunos polifenoles se han asociado en
la reduccion de la concentracion de glucosa. Los primeros, inhiben la transcripcion del gen HNF-
4 ao. HNF-4 o afecta a los genes que codifican proteinas involucradas en el metabolismo tanto de

las grasas como de los carbohidratos, incluidas las apolipoproteinas CIII, Al, AIV en el

162



metabolismo de las lipoproteinas, L-piruvato quinasa en el metabolismo de los carbohidratos y
CYP7A en la sintesis de acidos biliares (Davidson, 2006). Las catequinas del t¢ verde, pueden
reducir la absorcion de glucosa por la inhibicion de las enzimas gastrointestinales relacionadas al
metabolismo de dzucares, como alfa amilasa y alfa-glucosidasa (Rains ef al., 2011). En cuanto a
los probioticos, en un meta-analisis se demostrd que la suplementacion con probioticos redujo
significativamente la concentracion de glucosa y mitigo la resistencia a la insulina, sin embargo,
aun existe una gran heterogeneidad en los resultados encontrados de la participacion de los

probidticos en el metabolismo de los lipidos (Rains ef al., 2011).

En los niveles de colesterol en suero, se obtuvo una menor concentracion en los grupos C1Y y
G2M, seguidos por G3YGN, G4YG, que no mostraron diferencias significativas (p<0.05), en tanto
que los grupos G6Y y G5EQ no son estadisticamentes diferentes de G3YGN y G4YG, sin
embargo, tampoco presenta diferencias con G7N, el grupo con la mayor concentracion de
colesterol en suero. Esta tendencia pudiera ser atribuida a la presencia de acidos grasos insaturados
en el yogurt, ya que el yogurt sin grasa, asi como el extracto y las nanocapsulas muestran las
concentraciones mas elevadas de colesterol. Se ha visto que al tratar células con 4cidos grasos
insaturados, la secrecion de colesterol por los macrofagos, mediada por ABCA1, es suprimida al

aumentar la tasa de degradacion de ABCA1 (Wang & Oram, 2002).

La concentracion de triglicéridos en suero muestra los valores mas bajos en los grupos C1Y y
G2M, seguido por los grupos GSEQ, G6Y, G3YGN y G4YG, destacando el grupo al que se le
administr6 el extracto de Q. crassifolia, que muestra valores similares (213.04 = 39.87) a los
presentados por el grupo al que se le administr6 el medicamento (155.21 + 61.52). Se ha reportado
que la naringenina, un flavonoide derivado de los citricos, previene la hipertrigliceridemia,
incrementando la oxidacion hepatica de acidos grasos a traves del Coactivador 1-alfa del Receptor
gamma Activado por Proliferadores de Peroxisomas, ademds de mejorar la utilizacion de la
glucosa y la sensibilidad a la insulina (Mulvihill ef al., 2009). En tanto que los polifenoles de uva,
principalmente flavanos, antocianinas, quercetina, miricetin, kaempferol y resveratrol,
disminuyeron la concentracion de triglicéridos en plasma de conejillos de Indias ovariectomizados

(Zern et al., 2018).
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En la Tabla 50 se observan también los valores de colesterol HDL y LDL. Para el primero, se
observan concentraciones mayores que las de los grupos C1Y y G2M, en todos los tratamientos,
destacando los grupos G6Y, G5EQ, G7N, G3YGN. Las concentraciones de colesterol LDL
menores se muestran en los grupos C1Y y G2M, mientras que los grupos G3YGN, G6Y, G4YG
y G7N no mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre ellos, siendo el grupo al que se le
admnistr6 el extracto el que presenta mayores concentraciones de LDL. El indice aterogénico
indica el riesgo de padecer esterosclerosis. Los valores menores se obtuvieron en los grupos C1Y

y G2M, seguidos por los grupos G3YGN, G6Y, G4YG , GSEQ y G7N.

Se cree que las HDL protegen contra la aterosclerosis al promover la eliminacion del exceso de
colesterol de los macrofagos de la pared arterial. Este aclaramiento es facilitado por el
transportador de casete de unién a ATP, ABCAI, que interviene en el transporte de colesterol y

fosfolipidos celulares hacia las apolipoproteinas HDL pobres en lipidos (Wang & Oram, 2002).

El consumo humano de aceite de oliva, rico en acidos grasos monoinsaturados como el acido
oleico (18:1 n-9) y polifenoles como hidroxityrosol, tyrosol y oleuropeina, ha sido asociado al
mejoramiento del perfil lipidico, incrementando la concentracion de HDL (Covas ef al., 2013),
disminuye el estrés oxidativo, inhibiendo la oxidacion de lipoproteinas, haciendo que las LDL sean
menos aterogénicas, ademas, los polifenoles del aceite de oliva aumentan el tamafio de las
particulas de HDL, mejorando su establidad y la fluidez de la capa fosfolipidica, mostrando que
los polifenoles tyrosol e hidroxityrosol, estimulan la expresion de la proteina ABCA1 en

macrofagos J774 (Berrougui et al., 2015).

Tabla 50. Analisis bioquimico en suero e higado de los hamsteres.

Grupo

Parametro

ClYy G2M G3YGN G4YG G5SEQ GoY G7N
Suero
Glucosa 224.549+ 360.232+ 392.330+ 381.521+ 322.145+ 496.939+
mg/dl 216.617£6.21° 112.08% 53.94% 95.90% 29.94 59.442b¢ 117.922
Colesterol 155.17+ 117.43+ 374.15+ 374.85+ 487.05+ 42561+ 539.13+
mg/dl 3.26° 24.49°¢ 64.25% 31.17° 34.54% 34.60% 100.60*
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Triglicéridos 119.66+ 155.21+ 284.29+ 375.79+ 213.04+ 293.37+ 496.75+

mg/dl 8.86° 61.52" 72.93® 155.71%® 39.87° 57.38® 172.25%
Colesterol 104.384+ 117.625+ 183.46+ 172.18+ 203.00+ 203.663+ 195.89+
HDL mg/dl  5.59° 23.46° 31.14% 12.17° 29.53® 6.36" 25.73®
Colesterol 30.27+ 33.34+ 139.63+ 162.96+ 246.99+ 162.22+ 199.04=+
LDL mg/dl  4.10° 1.33¢ 37.13° 73.86% 38.44* 24.88° 77.17%
indice 1.56+ 1.45+ 2.06+ 2.18+ 2.44+ 211+ 2.872+
aterogénico  0.07° 0.12° 0.21% 0.136% 0.35% 0.22% 0.99*
(CT/HDL)

Higado

Colesterol 59.29+ 31.96+ 71.98+ 68.34+ 56.04+ 91.95+ 17.7+
mg/dl 2.04%¢ 7.48 14.64% 15.29% 14.827b¢ 32.00* 22.50°
Triglicéridos  157.23+ 97.95+ 184.40+ 167.34+ 142.16+ 173.66+ 246.60+
mg/dl 2.08% 36.26° 29.78® 47.06% 19.31° 31.19% 53.60°

Medias con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes a p < 0.05 (ANOVA, seguido de

la prueba de Tukey).

La menor concentracion de colesterol en higado se presento en el grupo al que se le administraron
las nanocépsulas (G7N) y el extracto de encino (G5EQ), sin encontrar diferencias significativas
(p<0.05) con los grupos C1Y y G2M. Al determinar la concentracions de triglicéridos en higado
destaco el grupo G5EQ, que no mostro6 diferencias significativas (p<0.05) al comparlo con G2M,
los cuales presentaron las menores concentraciones de triglicéridos en higado, seguidos por G4YG,

G6Y y G3YGN que no mostraron diferencias significativas (p<0.05) con C1Y.

Se ha demostrado que los &cidos grasos insaturados disminuyen la sintesis de triglicéridos
hepaticos mediante la inhibicion de las actividades de la enzima diacilglicerol aciltransferasa,
acido graso sintasa y acetil-CoA carboxilasa. También mejoran la oxidacion de los 4cidos grasos
mediante la estimulacion de los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR-
a). Ademas, disminuye el conjunto (pool) hepatico de triglicéridos al suprimir la transcripcion del
gen SREBP-1¢, inhibiendo asi la sintesis de novo de acidos grasos y triglicéridos (Chan et al.,
2002), también se ha demostrado que los acidos grasos insaturados son agonistas del Receptor

Fernesoide (FXR), la activacion de este disminuye los niveles de triglicéridos al aumentar el
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aclaramiento hepatico mediante la modulacion de la actividad de la lipoprotein lipasa, induciendo

PPAR- a e inhibiendo SREBP-1c¢ (Davidson, 2006).

La naringenina (3 g/100 g de la dieta durante cuatro semanas), administrada a ratones con
receptores de LDL-nulos, acelero la oxidacion de la dcidos grasos hepaticos y evitd la acumulacion
de triglicéridos en el higado, asi como de colesterol y ésteres de colesterol, previniendo esteatosis
hepatica (Mulvihill et al., 2009). Del mismo modo un extracto de brotes de cebada, rico en
flavonoides, incluyendo saponarina (isovitexin-7-O-glucosido), orientina (luteolin-8-glucosido) y
vitexina (apigenin-8-glucosido) disminuyo significativamente la concentracion de ésteres de
colesterol y colesterol en hepatocitos cultivados, mientras que en ratones alimentados con el
extracto de cebada, se redujo la acumulacion lipidica. Estos resultados demostraron que los
reguladores de autofagia estaban regulados a la alza con la estimulacion del extracto. Estas vias
autofagicas son iniciadas y promovidas por la inhibicién, dependiente de AMPK, de la via de

sefializacion mTOR (Lee et al., 2015).

Con la culminacion de este experimento se obtuvieron resultados que muestran que los diferentes
tratamientos administrados: microorganismos probioticos, acidos grasos insaturados o el extracto
de Q. crassifolia o nanoencapsulado tiene efectos moderados en hamsteres dislipidémicos, cuando
se administran durante 21 dias a las concentraciones antes mencionadas. No se observaron
diferencias en cuando a ganancia de peso corporal, peso del higado o del tejido adiposo en los

diferentes tratamientos.

Se presentaron tendencias a disminuir el porcentaje de lipidos, colesterol cuando se administro el
extracto de Q. crassifolia o las nanocédpsulas, también la concentracion de triglicéridos en higado
disminuy6 con el extracto de encino. Se puede considerar que el control de los niveles de glucosa
han sido debidos a la administracién ya sea de microorganismos probioticos, acidos grasos
vegetales insaturados o el extracto. Se resalta que la dosis que se administré de yogurt fue

aproximadamente 3 veces mayor que la presentacion comercial que consumiria un humano.

La disminucién de colesterol en suero, unicamente estuvo presente en el grupo al que se le

adminitro el aceite vegetal rico en acidos grasos insaturados, mientras que la concentracion de
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triglicéridos en plasma fue similar en el grupo al que se le administré el extracto de encino sin

encapsular y el del medicamento.

Otro hallazgo positivo, del efecto en dislipidemias, de los tratamientos administrados es el alza de
colesterol HDL en todos los tratamientos, siendo los grupos a los que se les administraron el
extracto y las nanocdpsulas, asi como los probioticos, los que mostraron esta tendencia. No asi
para la concentracion de LDL, que incluso fue mayor en el grupo administrado con este, entre

tanto el yogurt plurifuncional no mostr6 diferencias significativas (p<0.05) con el control.

Hasta ahora los resultados encontrados en este trabajo, no fueron contundentes en la reduccion de
colesterol en plasma cuando se administro el yogurt plurifuncional, a pesar de esto, se obtuvieron
resultados que indican que en general, el extracto de Q. crassifolia, asi como las nanocépsulas,
tuvieron efecto evitando la acumulacidn de lipidos, colesterol y triglicéridos en higado, ademas de

aumentar la concentracion de HDL, pudiendo evitar esteatosis hepatica y aterosclerosis.

Estos hallazgos conducen a plantear experimentos que sean sensibles en detectar cambios en la
concentracion de VLLP e ILP, cambios en el tamafio de las HDL y las LDL, asi como efectos en
arterosclerosis y patologias asociadas al sindrome metabdlico como la resistencia a la insulina, en
los que se administren los tratamientos por un periodo mas largo, incluyendo un mayor niimero de

muestra.
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9. DISCUSION GENERAL

El objetivo de este proyecto fue el desarrollo de un yogurt con caracteristicas plurifuncionales, que
tuviera actividad hipocolesterolémica e hipolipidémica. Durante el desarrollo del mismo, se pudo
generar conocimiento acerca de cortezas de tres especies de encino michoacano: Q. crassifolia, Q.
laurina y Q. scytophylla, de importancia para la industria forestal y que generan una gran cantidad

de cortezas que pudieran ser utilizadas para la formulacion de este producto a gran escala.

Los resultados obtenidos muestran que los mayores rendimientos de extraccion con agua caliente
en recirculacion fueron para las especies de Q. crassifolia (21.03%) y Q. laurina (15.11%). En
general se obtuvieron los mayores rendimientos de extraccion con agua caliente en recirculacion,
lo cual concuerda con los resultados descritos por Garcia-Pérez et al., quienes en 2010, obtuvieron
mayores rendimientos de extraccion por este método cuando maceraron cortezas de Betula
alleganiensis Britton, Picea mariana, Abies balsamea y Pinus banksiana Lamb. Las diferencias
obtenidas podrian atribuirse a diferencias en la solubilidad de varios compuestos presentes en la
corteza y a una mayor transferencia de masa a la temperatura mas elevada que se usa durante la

extraccion con agua caliente (Garcia-Pérez et al., 2010).

Una primera aproximacion en conocer la composicion quimica de los extractos fue la cuantifiacion
de las diversas clases de compuestos fenolicos. También se determin6 la capacidad de captar
especies reactivas de importancia bioldgica, destacando por su alto contenido de compuestos
polifendlicos y en la capacidad antioxidantes, el extracto de Q. crassifolia obtenido al agua
caliente, este extracto mejord las caracteristicas antioxidantes y su composicion polifendlica,
debido a la purificacion que se realizo, pues al hacer la extraccion liquido-liquido con hexano y
acetato de etilo, se eliminaron compuestos de polaridan baja y alta, concentrandose los polifenoles

(Diouf et al., 2009a; Fan et al., 2015; Garcia-Pérez et al., 2012).
En el analisis quimico del extracto purificado de Q. crassifolia, se pudieron detectar compuestos

fendlicos que van desde simples hasta policondensados, caracteristicos de las especies de encino.

Ademas algunos compuestos con actividad bioldgica destacable como antioxidantes.
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Cabe destacar, que segun la literatura cientifica revisada, es la primera vez que se realizan pruebas
de toxicidad oral aguda y subaguda de un extracto de corteza mexicana, Q. crassifolia, usando
modelos de ratas Wistar, mostrando que el extracto posee toxicidad intrinseca, cuando se
administré a 300 y 2000 mg/kg de peso de rata, también mostré toxicidad renal cuando fue
administrado a 33 y 100 mg/kg durante 28 dias, estableciendo como dosis segura 11 mg/kg,
cumpliendo asi con los objetivos de la prueba a dosis repetida, ademas de que estos resultados
hicieron posible la inclusion del extracto en las concentraciones adecuadas dentro del yogurt

funcional de manera de no ocasionar efectos toxicos a los consumidores (OCDE, 2006).

Ha pesar de que el consumo de compuestos polifenolicos provenientes del encino, data de siglos
atras, la ingesta elevada de estos antioxidantes, puede causar dafios tanto en higado como en rifion
(Pérez et al., 2011) y aunque los mecanismos precisos que favorecen el desarrollo de la toxicidad
aun son objeto de investigacion, se ha reportado que los compuestos fenodlicos son capaces de
formar conjugados con glutation, acumulandose en las células tubulares proximales renales,
provocando dafio celular (Monks & Lau, 1998). Un aspecto interesante a evaluar en futuras
investigaciones es el determinar las moléculas responsables de la nefrotoxicidad del extracto de

0. crassifolia y dilucidar los mecanismos toxicologicos involucrados.

En cuanto al proceso de nanoencapsulacion, se determind el pH en el que la mezcla de los
materiales de pared es estable. Al evaluar los parametros de eficiencia y rendimientos de
encapsulacion, tamafio de nanocéapsulas, y morfologia, se determin6 que la concentracion fuera
25% de caseinato de calcio y 75% de maltodextrina. Una vez encapsulado se adicion6 al yogurt,
resaltando que las ananocapsulas no fueron perceptibles sensorialmente, ya que los jueces
evaluaron de manera positiva la textura homgenea del producto, caracteristica sensorial que esté
correlacionada con la calificacion de agrado global del yogurt plurifuncional. Es importante hacer
notar, que el producto, cumple con la cantidad de bacterias lacticas requeridas para ser considerado

como alimento probidtico (NMX-F-444-1983).

Hablando del efecto funcional del yogurt plurifuncional administrado a los hémsteres con
dislipidemia, no se mostraron diferencias significativas en el peso corporal de los animales, ni en

el consumo de alimento. Durante la necropsia, se observaron diferentes grados de palidez en los
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higados de los hamsteres a los que se les admnistr6 la dieta hipercolesterolémica e hiperlipémica
(Hamilton & Garlich, 1971), sin embargo, no hubo diferencias significativas en el peso del higado
entre el control y los diferentes grupos de prueba. La dieta adicionada con colesterol y aceite de
coco aumentd la concentracion de glucosa, colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja
densidad. Los resultados de la concentracion de glucosa en plasma de los hamsteres, mostraron
que los grupos a los que se les administraron el yogurt con grasa y el extracto de encino
mantuvieron los niveles de glucosa similares a los del grupo al que se le administro el
medicamento. Tanto los &cidos grasos poli-insaturados como algunos polifenoles se han asociado

en la reduccion de la concentracion de glucosa (Davidson, 2006; Rains et al., 2011).

En los parametros evaluados en el higado, como colesterol, triglicéridos y lipidos, se observd
disminucién significativa de estos parametros en los grupos a los que se les adminstraron el
extracto de corteza en Q. crassifolia y las nanocéapsulas del extracto. Los resultados sefialan que
los compuestos polifendlicos evitan la acumulacion de colesterol y lipidos en higado. Se ha
sefialado que la ingestiéon de compuestos polifenodlicos se han asociado a la disminucion de la
sobreproduccion de lipoproteinas apoB100, atenuando la acumulacion de lipidos en higado,
reducen esteatosis hepatica asi como hiperinsulinemia, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia,
efectos atribuidos a la reduccion tanto en la sintesis de colesterol como en la esterificacion y la
disminucién de triglicéridos hepaticos a través de un aumento de la oxidacion de 4cidos grasos, lo
que lleva a una reduccion de la secrecion de lipoproteinas de muy baja densidad, previniendo

dislipidemias (Mulvihill et al., 2009, 2010).

En cuanto a los niveles de colesterol, triglicéridos, colesterol LDL, no se mostraron resultados
contundentes, sin embargo podemos observar algunas tendencias que pudieran marcar la pauta
para nuevas investigaciones, donde se incluyan tiempos de prueba mas largos y mediciones de

parametros que puedan evidenciar efectos en el tamafo de las lipoproteinas, aterosclerosis, etc.
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10. CONCLUSIONES

Se indentificaron tres especies de encinos michoacanos.

Los extractos acuosos y etandlicos de las cortezas de estas especies de encino presentan alto
contenido de compuestos fenolicos y alta capacidad de captar especies reactivas de oxigeno y

nitrogeno.

El extracto de Q. crassifolia ubtuvo las mejores caracteristicas para ser incluido en el yogurt
plurifuncional, como alto rendimiento de extraccion, alta concentracion de compuestos fenolicos

y sobresaliente capacidad de captar especies reactivas de oxigeno.

La purificacion del extracto de Q. crassifolia al agua caliente mejord la concentracion de
compuestos polifendlicos en comparacion al extracto crudo de corteza de encino de la misma
especie. Aunado a esto, el extracto purificado presentd, en general, una mejor capacidad

antioxidante que el extracto crudo.

El extracto purificado de corteza de Q. crassifolia fue clasificado de acuerdo a la OECD con una
DL50 > 2000 mg/kg. Sin embargo posee toxicidad intrinseca, mostrando alteraciones

microscopicas en encéfalo y rifién a dosis agudas de 300 y 2000 mg/kg.

Con la prueba de toxicidad subcronica se establecio el nivel minimo de efecto adverso observable

(LOAEL) en 33 mg/kg y el nivel de efecto adverso no observable (NOAEL) en 11 mg/kg.

Se detectaron una amplia variedad de compuestos polifendlicos, que van desde fenoles simples,
hasta policondensados como los taninos caracteristicos de género Quercus. Ademas, algunos de
notable importancia por su actividad biologica como el tyrosol, siringol, scyllo inositol, resorcinol

y p-cresol.

El extracto de encino fue nanoencapsulado usando como materiales de pared maltodextrina (75%)

y caseinato de calcio (25%) con una eficiencia y rendimiento aceptable.
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El yogurt plurifuncional cumpli6é con las caracteristicas de calidad de un yogurt, ademas las

nanocapsulas no fueron perceptibles sensorialmente al ser incluidas en el producto.

Al evaluar el efecto funcional del yogurt plurifuncional, no se tuvo resultados contundentes en
disminucién de colesterol y triglicéridos en plasms, sin embargo se observo que el extracto de
encino y las nanocdpsulas evitan la acumulacion de lipidos, colesterol y triglicéridos en higado,
mantiene los niveles de glucosa, el indice aterogénico y aumenta la concentracion de HDL por lo

que se sugiere el plantear experimentos de mayor duracioén y con un numero de muestra mayor.
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11. PRODUCTOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Log encines an Meéxics

as especies del género Quercus, comun-

mente conocikdos como encinos, perienecen

a la amilia Fagaceae. Comprande alrededar
de 450 especies alrededor del mundo, con una
importante distribucion en México, donde estan
prasentes de 135 a 150 espacies, considerando a
86 comoendémicas. Son especies de arboles que
junto con los pinos dominan jos bosques templa-
dos en México. Ademas de su confribucion econd-
mica, cultural y ecoldgica, son especies claveen ia
conduccion de la biodivarsidad emrestres.

En México el uso de los encinos esta estracha-
mente ligado a la presencia de grupos indigenas,
quianes lo han aprovechado mediante la elabora-
cidn y &l consumo de alimentos frascos (el fruto dal
ancino, conocido como bellota) o procesados
(capeado de las flores, bellofas bstadas para
divarsos usos como hanna); de forma artesanal,
en la elaboracidn de rosarios o juguetes; como
forrgje, prncipalmente para ganado porcino y

11.1. Articulo de divulgacion “El encino y su uso en envegecimiento de vinos”

-
.

El encino Y SU USO en

el envejecimiento de vinos

Eéndra Valanca Avids y
Héctar Eduardo Matiner Flores

caprino; faninos y colorantes, para curfir pieles y
tefir texiiles.

Ademas, se ha ulilizado en la madicina tradicional
{Que hacen los encinos por nuestra salud, Saber
Mas No. 18), para el tralamienio de diferentes
padecimientos gastrointestinales, infacciones de
la piel, infecciones de amigdalas, hemorragias y
diserteria. Se han reportado que exiractos de
encino posean aclividad antibactenal, que puaede
estar relacionada con lariqueza en extractosricos
en compuestos fendlicos como flavonoides y
taninos. Se resalta su uso maderable debido a sus
propiedades fisicas, quimicas y anathmicas. Seha
uflzado radicionaimente para la elaboracidon de
recipientes culinanos, pisos, poses, dumientes,
chapa, embarcaciones, muebles, mangos para
herramientas y partes de instrumentos musicales,
entre otras aplicaciones. A pesar de esto, las
especies de encino mexicanas han sido subvalua-
das, ya que la madera de éstos ha sido principal-
mente desinada ya sea para usos industrigles o
como lefiay carbon.

Elmemoy suuse en el envejemsen s de wnos
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Sin embargo, uno de los usos econdmicamentis
mas radituables de maderas de arboles de encino
es laindustria de la toneleria. Las maderas usadas
en & afigjamiento de vinos son consideradas
productos de alta calidad, por lo que seria una
magnifica oportunidad para que exista un aprove-
chamiento racional sustentable de las espacies de
encino maxicanas.

12 mm dera do ancine @ nla tonsieria

Los toneleros han producido barriles de madera
desde el imperio romano, y la maderade encino ha
sido el principal material usado con este fin por
mas de 2000 anos. Las especies tradicionaimenta
usadas en la toneleria han sido Quercus alba,
conocida como encino americano y dos especies
europeas Quercus robur L, conocido coma encino
pedunculado y Quercus pefrasa Liebl., conocido
comoeancino sési,

T

Las caracteristicas estructurales y de composicion
quimica de la madera pueden influir en los
procasos fisicos, quimicos y bioquimicos que bma
lugar durante el afejamiento de los vinos en
bamies, afectando su composicidn, requlando
sus cualidades y su complsgjidad, como lo sor: el
desamolio de aromas, color, sabor, astingancia,
persisiancia y contribucion a su estabilidad. Esbos
cambics son la consecuencia de diferentes proce-
s0s como la difusion de oxigeno a través de los
poros de la madera y la extraccidn de muchas
sustancias propias de ésta resultando en una
mejora de la calidad y enriquecimiento de sus
caracteristicas sensonales.

Diversos estudios han demosirado que estas
aspacies son una importante fuanis de compues-
tos polifendlicos, los cuales juegan un papel
importante en la elaboracion de vinos debido a los
efectos anterfiormente mencionados, aunado a
que los poiifendles son antioxidanies que estan
presentas en la madera de encino y pueden radu-

cir la concentracion de radicales libres{inlermedia-
nos de las rmaccionesbioldgicas que sondafiinas y
alamente machvos), previniendo dafios a la salud
humana. Los antioxidantes previenen & proceso
de oxidacidon debido a su capacidad para capturar,
desaclvar o reparar el dafio causado por loradica-
leslibres, que astanimplicados eneldesamolio de
miltiples enfermadades, como Alzhaimer, carcino-
génesis, diabeles, ateroesclerosis y & propio
proceso de envejecimianto.

Ha sido demostrado por diversos reportes, que el
resultado de la inleraccion antre diferantes facto-
res nalurales y el origen geografico conlleva a
astablecer diferencias en cuanto a la compasicion
quimica de la madera, inclusc de la misma espe-
cie, locualimpacta en el contenido de compuesbs
valatiles, asi como &l proceso bajo &l que se llevoa
cabo & afiejamiento, secado e intensidad de
tostado de las bamcas. Por lo que cada fpo de
madera presenta una caracteristica de composi-
cidon de volatiles desde el punto de vista cuantitadi-
vo.

Algunos de los compuestos caracteristicos de los
vinos almacenados en bamicas de madea de
encino, son los compuestos volafles fendiicos
comola vainillina (aroma avainilla), e sinngaldehi-
do, eugenal (aroma a clavo), guaiacol (aroma a
ahumadao), 4-meliguaiacol (aroma a lefia o ceni-
za), melil-g-octalactona (aroma a coco), 4-
atilguaiacol (aroma a ahumado, especia y tocino),
ademas de algunos compuestos volaties no
fendlicos como & furfural, 5-metifudfural y & 5-
hidroximetil-furfural.

Alomatiras de esgeciesde (oercos para ol afeds-
mfen o el no

Especies europeas, diferentes a las utilizadas
tradicionalmente, astan siendo empleadaspara la
maduracidn de vino. Estudios en cuantoa compo-
sicidn quimica de la madera de diversas espacies
de encinos soporta ia posibiidad de emplear estas
maderas en &l envejacimiento de vinos, ya que s8
ha demostrado que la compaosicion quimica de
cierlas especies de Quercus es similar al de las
aspecies comunmenie usadas enafigamiento.

El excino y s tao en o enwgecenio de vioos
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Tomando en cuenta la variabilidad entre las dife-
rentes especies de encino, y debido a la poca o
nula informacion acerca de los efectos de la made-
ra de especies mexicanas en las caracteristicas de
vino, vinagre, sidra y otras bebidas, incluso como
el tequila, podria ser interesante el determinar la
composicion quimica de la madera de especies de
encino mexicanas. Esto, con la finalidad de buscar
nuevas fuentes de madera para elaborar barricas
que pudieran ser alternativas a las especies de
encino usadas tradicionalmente, con el objetivo de
darles una personalidad especial a las bebidas
maduradas, con la posibilidad de presentar una
composicién quimica y un perfil sensorial similar o
incluso mejor que las almacenadas en barricas de
maderas tradicionales, obteniéndose bebidas de
buena calidad.

El considerar los recursos de encinos mexicanos
como materia prima para la elaboracion de barri-
cas, pudiera ser una opcién econémicamente
viable, ademas de apreciar la produccién y mante-
nimiento de los bosques, no sélo por laimportancia
ecologica o cultural, sino generando fuentes de
empleo para los habitantes de la region, asi como

El encino y su uso en el envejecimiento de vinos

una estructura forestal competitiva y programas
serios de reforestacion,

Parasahermas:

Arizaga, S., Martinez-Cruz, J.M., Salcedo-
Cabrales, M. y Bello-Gonzalez, A. (2009). Manual
de la biodiversidad de encinos michoacanos.
IEPSA, S.A. de C.V. México, D.F.
http://www.inecc.gob.mx/descargas/publicacione

s/603.pdf
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11.2. Articulo de divulgacion “Polifenoles: Tesoros naturales a explorar para el

tratamiento de enfermedades cardiovasculares”

POLIFENOLES: TESOROS NATURALES

A EXPLORAR PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES CARDPIOVASCULARES
Erédndira Valencia Avilés, Héclor Eduardo Martinez Flores, Martha Esirelia Gorela Pérez

Ltes pofifencies son un gran grupc ges
metobolifcs secundorio: ds los plantas
carocterzados por presantar un onillo
arcmatico con une © Mmas grupoes fendlicos
[Fg.1]. Estos compuestos sonomnipresentes
en los plantos y han sido amplomente
estudiados debido a los funcione:s que
desempenan, tfales comao ocsimiocion
de nufrienfes, lo sintesis d= peoteinas. o
actividag -enzimatica. la folosintesis, lo

formaocion de componenies estruciuraies
la senalzacion guimica en la floracion v la
polinzacion de los plantos: Ademas, esios
participon =n los procesos de simbiosis y
parositcmo vegetal ademaos de lo defensa
de los plantas ante los footore: adversos
del ambiente

Algunos ejemplos de polifenoles conocidos

Ltos compusstos fenolicos son muy

variogcs y dependiendo de sus estruciuras

quimicas se pueden closiicar en varios
f

QrUPOSs - COMO 105 - fenoses simples. =nfre

Leciuro Cleniilica / Nivel Medfo Superior

Figura | Fuenie:

foncll fmedicd Bapheno]_ chemical ssuchee_eiivg

los que se encueniran la vainilina (usaoda
como saborzante en malfiples cimentos)

el acide sajicilico (precursor del principio
activo de o cspring) v el acido cafeico
[presente en el café] Tambkien te=nemos
a los estilbenos, a quienes se les asigna un
pape! de fungicidasademos de profegera
los arboles contra el atague de los insecios.
E resverotrol 25 un esfiloenc muy conccidg
por sus propiedades anfi-infiamatoras y
esiq prezente en &l vino
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£1De, Méctor Educrde Martine: Flores 2o iedligody oe o
WWEISEEN O focuiod o J Ll O NG
v Mortha Esfrellc Garcio Péres. Frofesams rives
vt i ey e Focud oa de Quimica Farmmoo

Los fignonos y naolignonos, fomoien oconocidos como asfrogenos naturales, son parte
d=l sisterna de defenso guimica de la planta y s2 consideran potentes anfioxidantes y
agertss anfi-inflamatorios

Los faninos
n alio

sentar

o son

icoioigdes
Debido o son usados
pora o transformacion de= la ©
cuerc. B paps

relaciono principaimenie

{POR QUE CONSUMIR POLIFENOLES?

Silos pelifenoles no son esenciales para los
humanos, es deci, gue &l no consumirios
no cousa ningun tipo de deficiencia
especifica, enfonc spor us

recomandagle incluir oolifenpies en

]

ot
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Jng oMmp:=. Joma age actividod

fisiologicos, con diversos beneficios para
cosos lo

la salud humana En muchkos

activiaog DIoogIico oe 10s
se ha relocionado con sus prop

antioxidantes

oXGaTIiVO, €35 aeCin & Jgespognce
canticdad o= radicales liore: en

organismy
cousgs de
d=generativ
actuar en mulfiples vios de senc
gue los distingue como potenies agentes
antinfamatonos Y antiprofferafivos

medades
pusdan

convirfiendolos ar condidotos
teropeuticos pore el fratamienic de

enfermedad
cancer

CQroOVOosCuUares

POLIFENOLES EN EL TRATAMIENTO DE
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Los anfarmedaodes
{ECV) un Qropo
corozon y de los va
orincipal cousa de mu
el mundo

salud puUblico, cd

=on

constituyend

mat

provocar
mpocto economice consicderable para lo
sociedad

Entre los foctores
influyen para

enfermadadss

de nesgo gque mas
padecimento de
cargiovasculore: =

=

encueniran €

elevedss o Ipidos
en lo sangre. Aunque los radicales libres
tienen ung funcion en 2! cuerpc humanc

esos

202

durante proc fisinlogicos normales
una produccion excesiva de

£ couso
dan ol moterial biologico, oxidondo
proteinasy ipidos. Asl, contidodes slevados
trglicendos plasme
pPros uno

{figum

s

-

en

ocan

lomags ot
2), en la gue se cxidan estos compuastos
formando depositos que obstruyen las
artferias provocando la dsminucion dei fiujo

=

laciura Clentlica / Nive! Medio Supenar

de sangre y <on
afaques al corazon
\ oo

clgentas

<

ooiualigasc,
un
oor

aran
ocors a=

midores

Y ‘O

cientifica

o d=tfo
noturgalies

os polifeno

=gl
anticxdante:

ta
que, debido o
anfiowdonte
de rogitales fores
oxoative. Agemaos

oMo

ya
su coapocidad

a confioed
svitando

& na demostrado

reducen

que e consumo de alimentos rcos en
reduce
maio)

polifencies

Tero

como flavonoides
COISs oL

friglicendos en plasme, ad
a obsorcion de ip y
gualments, esias

oumentor lo

a

mas

o

e
Q5

Como ejemplo podemos mencionor o

un axtracto de corfeza de pino mantimo
Fronces [Pinus pinaster) que confiensan

uno aita concentrocion de polifeno
S demcstrado en diversos estudios

empleando pruebaos
y hurmanos que easte
copoz de caoptor radicoles
llores. previniendo stres owidotivo y

daonfios gue causan al organismo. Tambien
no

=rn

Sxtracto

= comprobondo su efectividod en

=T

Rogura 2 E5quama que sempiiicn 3 fomacin 0o piocs
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el mejoramiento de la
:oluo cardiovoscular
resutando en la meora

ge lo funcion n

y lo nsuficiencia
cronica

demuesiran que ademas

e lavar Una olimentacior

oo gnc2QQg
grogroma oe I £ U0 30 IO CON MOried
fisice y mantensr .

ofQ! 9QeCU0OCO
moartonie

O 00rQ iQ opIencion ¢

fendlicos son los darboles
o de
como corfeza de esp

0
Q
"
o~

alimenios ricos en -

QS UNag gimeaniolion saluggpie

i QUE ALIMENTOS SON RICOS EN
POLFENOLES?

Ahora que conocemos 'Jlg'u"."" ae s

o = - d =
pensicios gs

en 0s = plantas partic
hojas, frutos, fallos, raices y corfezas. Las

grmente an

olimento: como :
siive, los manzan v a1 PREGUNTAS DE REFLEXION:
ios frutos rojc i y el maiz azul. Asl

gque no fe y consumelos, te

2 e

g

e mantener ja salud
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Derocho da culor: <o v
IR0 _Pywords ywons /

GLOSARIO:

Anfi-inflamatorio: oropiedad oe combatr  IMAMAcIoN: inlsraccion patologice er
 iamnaion . una parte cualguiera

cargctenzoda  pof
Anfioxidante: compuesto que es capaz crcuociond=slozangrs yfrecuentemenis

de innibir |o degrodocion oxidofivo, oor pos gumento e temperaturg
ejemplo la peroxidacion iipidica enrojecimiento, hinchazon y dolor

Anfi-proliferafivo: odjetfivo usado pora Insuficiencia venosa cronica:incopa

~
>
a una sustancia que previene Qe 0 Yenos para fregizar .un ggecua

a Qropogacion o= reiCMmo e 10 sagngre Ol COrRZOor
sspecialmente cancerosos  en jidos g : : 2
olcadants LDL (liproproteinas de bgja densidad):
que fombien se conocen como colesterol

Aterosclerosis: cur " ¢ - mo Son los |
de fransporiar

otrbuys

HDL (liproptoteinas de alta densidad):

tamgpien oconogidos como

bueno porg
de recoger & c

ara tu eiminacion  Triglicéridos: =

en lo que s conoc como transporte glicerol por

inverso de colesterol. Un nivel bojo de hidroxiloconaciccs
c-HDL) aumenta e nesgo  en fejidos animales
cordiovosculor

n lecivra Clentiica / Nive! Medio Supenar
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11.3. Articulo de revision “Polifenoles: propiedades antioxidantes y toxicoldgicas”

Revista de 1a Facultad de Ciencias Qumicas @ ISSN: 1390-1869 @ N° 16 @ Ocmbre. 2016-Enero, 2017

Polifencles: propiedades antioxidantes y toxicolégicas

Polyphenols: antioxidant and toxicological properties

Erendira Valencia-Avilés', Ivan Iznacio-Fizueroa®, Erika Sosa-Martinez!, Maria Carmen Bartoloms-Camacho', Héctor-
Eduardo Martmez-Flores', Martha-Estrella Garcia-Dérez'”
! Facultad de Quimico-Farmacobiologia Universidad Michoacana de San Nicolis de
Hidalgo Tanzuntzan 173. Col Matamoros. Morehia, Michoacan. México
*marsarci@bve ca

Recibido: 26-12-2016. Aceptado después de revimaon- 31-1-2017

Resumen- Los compusstos fenclicos son metabolitos secundarios de las planmas, con diversas funciones Ssiologicas.
Vma&smmmmmanmd&mmms Su anplia distribucion, asi como su capacidad de
captar espacies reactivas de oXizeno y mitrogeno asociadas con el padecimiento de enfermedades, perfila a los extractos
mmlsmacowsﬁmﬂxsmngedmum zuhndospnddsmlbdzmmm
en la industria farmaceutica, de alimentos ¥ COSmMEticos. Smmp.mbgtnbmumaem
mmm:mahmm&pmhsr@om&umddhs&mmhimmmm
de compuestos fenoficos desde el pumio de vista quimico, 2351 como mutiples estudios que avalan sus propésdades
antioxidantes. De igual modo, se discuten diferentes métodos toxicologicos y su impacto en la determimacion del grado de
toxiciiad de extractos polifenolicos natarales provemientes de plantas.

Palabras claves: antioxadante, polifenoles, toxacidad.
Abstract:
Mwnmp}mmmmwm Sevaﬂdma.lm;

chemical point of view, nnﬂam@knﬂsﬁm“mﬁnmm different
mohgc:mﬁdsndsussdnnﬂs&mmm&dmd&mdmm
exmacts planrs.
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1. Im¢roduccisa

Los pohifencles (PF} o compuoestos fendheos (CF) son molémlas rotorales del metabohismo
secundaric de las plantas que derivan de 1as vias de shiqumato y de los fenifpropanoides {1].
En el reamo vegetal se encoentran amphamente distobuides, de hecho, fas plantas artetezm
muies de CF difrentes (2].
El conderido de PF en 1as plantas v frados Sene varacones que dependen del penotipe, espacie,
candiciones aminertalic prado de madover, composicion del soelo, ubicanian gecprafica v
candicanes de almarenammento [3]. Adencs de participer en 12 fimaon fisolomica de ios
vegetales [4], taninen son componentes Erportantes de b dicta komana. aonegme no se
cansideran come nuinenes [S] Scr ohijeo frecpente de mvestigacian debido 2 sus dnersas
fimcines cozno bo es 1a asamlacion de rotoesies, sintwsis poteica, actvidad enmmihica,
fotozinteds, formacin de componentes astractrales y 1a defnsa ante los fckwas adversos
del aminente como ka agresiin por paiGEenos e msecios [6]. Ademas de estas fonciones, Log FF
5Cn recanocidos par sa reraseada capacdad anhoxidante 7] [B]. Los CF son los antinxidantes
mas abumdantes e fndas, verdiras y behidas dexivadas de algumas plaras [9] St mpesta es
en pramedic 1z, o que es 10 veres mryor qoe 1a de witamena C y 100 veces mayor que B de
vitamimz E [16]. Mas alia de sos propgedades para caplar espeaes reactivas de cxigenc v
nitrdgEno de Importansia en la patopénesr: de enfermedades, Jos CF poeiden achor en
moevusas vias de senabzackn mtracelnlares coamo mediadores, Io qoe Jos corvierte en
molécras moy interesantes para el desarolle de tmevos productos.
Imveshipadares y prandes mdosinas lom mostrado oo gran mberss en estas molecalas [10], I
qnhﬂevabamlmdnmshubmmdﬁn&m@mmm
faomacaldgicas de mterés, dentro de las qoe sa enmnentra el caracler oopartarde
mmbﬁmﬁmhkpo&nﬂmpmdmm[ll], {12]. Adiramabmente 2
antioefl anatoaiag

1. Claaficacion y distrifrucion de Ios compoestos femobcos ea ol reino rezecal.

Los CF presentan vma estroctsra molecalar sizmtar, caractenzada par tener de voo a murs amllos
aromaticos coa al menos mm grapo idrexlo enfazado {19] Sa diversidad estroctoral prplica
que existan w armphio grapo de moléculas pertenecientes a este grapo [20] los cxales van desde
estmctnras smples hrsta compoestas campleios, amdo clasificados de diversas mameras [211
De manes general, Jos OF han sdn clasificados en dos srandex syopos: favenardes (F} ¥ no-
flavenaides Fn al smpo de las F. se encoerdran los flavenoles (FN), flavonas (FAS), Ravan-
3als, iscflavanas {IF), flavanonas (FNA) dilndroflavanoles (DHF), asocmidmas v
chalconas. Misntras qoe en el grope de o F astm los andos hidrexbensaicos. acados
hidroxminerices, pohfenoles wolifiles, eshlbencs y compuestos diversos (Bpnamos v
cmmemnasy [27]

El grado de satobihdad eq otro factor tomada en cuenta para su clagificacicr. Los campoestos
solubles en apra son kos ados fendlicos, femkropancides, fakoncides y qunonas. Per ofro
1ado, se enrnertran los congmestos msolobles en 2gmz, ales came los tmmoes condensados,
hpomas ¥ acidos hidroxcinaaces, los omles estn wmdos a 1 pared celular de Ias oédnlas
vegehales (3] Loz PF también se dasifican acande al mimero de adios fenobicos v los
condensadoz, eshlbencs y hznamas {21], 23], $24].
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21 Flavonoides

Loa favenoides san la clase oxs alenxddnte de PF, derivados. de ammo3aidos aromaticos,
femlalammg y trosina [25]. Fshos campoestos de baje peso molecalar son  oecesmos para el
desarrolio de vepetales ya que pueden actnar como sefaladores qumices y tene efiactos scboe
algmmas enzmas ligadas a la fisalogia v metaboliamo del vegetal [2]. En sereq xoranos, san
campuesks con propredades asociadas a mna disrarecion en la moidenna de enfermedades
caiavasculares [ 25]. Se encesntran arplizmente distoboidos enreino vegetal | can mma menar
proparckm e honpos y alzas. Fo las plantas se Jocahezn prncipatoea s en s paries aéreas
21

El esqoelrto quirace de ics F esta basade en compuestes de 15 carbones (C6-C3-C6), con
mmerasos sesttnyerdes Los cuales compaien m ssqoeleto de carbono tipo diferal 2 3-
propene con dos anilios enlazados {amllo A vy B) ligados par un tercer amllo de parane (zallo
) 1a mayoria aparecen come phcosides, en menar freceencia como sulfsios, dimeros,
polimeros ¢ en su fooma hiwe (aghconas). Les gicasidns s= poeden gresentar came C-
Elncdsdos o came O-glncdsdos. sendo estos nliimos los mos frecoesdes. Ta gincesa es et
AW TS Convm en Bgtes compuestos pero se podicm encantrar en su estroctora quinnea ka
ramnosa, Tlosa y gatackosa. Las posictones C3 o €5 del amlio A san los sitios de gheoalacion
mis commes y mencrmente en el aitio C7 del esquelete fiavomode 1217

Deniro del gropo de o5 F porden encordrarse diverses subgrmpos con una pram vanedad de
m&hma&nwdmymhmmaﬂmwks

El subgrepo de Ios FN = ammpresente en Los almentos. Se caractenizan par posess on. grapo
ceto en el carbane 4 y una msaturaciin entre los carbanos C2 y C3. Posesn adency: an grapo
hidroxalo adicdomal en el cabooc C3. Bnire los FN nds commmes se poeden  nomiwar el
kaermpferol, quezcstma, ssomamnetina ¥ mancetima. Su contendo en frutas, verdnzas y beludas
poede vanar consideabiemente detado 2 diversas condiciones como son los caminos de
estarion ¥ las condicines de crecinmento de 1a especie vegetal donde se encoentran La cebolla
amaniia y moja (don copa) es wna faente nea en FN 2], f20029].

Lzas FAS son estractrralmente simslares 2 ks FN, a diferencia de que ks FAS carecen del grapo
hidromilo en el carbane 3. Aungoe se han encontrade e vegetales, tado en fomz de O-
Ehnctsidos come C-ghedades, sendo abumdamtes en el apio (dpiran graveolens), pexwil
(Patroseliranm kortenss) y alzunas herbas, no san compuoestos can ampha distnbocica 207
Delrido 2 m stmihitod estrochmal con ks estrogenos y 1a capreidad de armrse 2 Ios receptores
estrogemcos, las TF, se comsideran como fitoestrogenos. Bstas poseen wn 2aillo bencémco en
elczﬂ:unc3cmgnposh&uﬂnsmc7yc4 Smcmpﬁmqnplz&nplsm

&mhmﬂmmhmmma@mmmﬂz&o&hh&ﬂm&hs
rhodades, mientras qoe Ios prodoctos cova fatmcacian oaphca calentamesnto, tales como
leche de sova y tofa, contrenen cantidades redneidas de IF [2], [20].

Las antocranidmas son a5 estroactoras bamcas de as andociamnas [26). Coaformen wn prapo
Importzme de pigmentos Tegetales famande coougados con azixares y andos grascs para
fomar m grupe dnverse en cokores respansables de toalidades aznles, color de mahva,
PEprL, 100, escadata ¥y naranjas bnllandes. [as mos corames son k2 pelarponidma k2
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clamdima, 1a defmidina Ia peamdma, 1a petmmdina v 1a matvidna St poncipal fnente scn las
frotas, arewme ge 1es encoerira en caeales. vinos y almmos vegetales[30].
LosFN&nx:!maInﬂhtnmmmlloCMymhnhmlommme Puoaden
como momes o palimeros, v las cambmacones hetercsidicas son poco
MMMMEMmMﬂmMmammm

Freotes come verdaras, frutas, té y Tinc son alimendos con gran conderdo de FNL Se
distribayen prmcipabmexite en tejido sxteme v adren de ia plia; | concentracian de FN en
frotaz de 12 meama planta poeden vanar en fncin de 1a expoacian solar [32][33]).

Una snbelase coampisga de Bavonoides, que poeden ser encontrados desde simples mondmeros
a2 poanociankimas chpoméncas y polinéicas son los taomos condensadom o
proantocizmidnes. La catequina y la epicatequma estin anpliamente distnbmdas (com
dimeros y trizneros) a difeenaia de 12 poca distobanan de eplafzelequina Los tammos san
campoesios palifenohceos, schubles en apma can ampha vanedad de estrochoas covo peso
molecolar bende 2 zer alto [21] Se czractenzan por ser acinngesries, amEpps ¥ por su
capeadad de precqriar proteinas {3]. Se dividen en dos prandes gropos en ke de o
estmetora ¥ propsedades: 1os Enmos candensadns y los hidrolzables. s recientemnents. tma
fercera clase de taninos es agregada; los flovotamos, los qoe se han aslado en vanios sneros
de alges [34}

Los tammos condensados scn cligfameros o patimeros de flavan-3-ales y flavam-3 4-diales,
encontrados prmcpaimente en 1as ovas. Estan moy extendidos en todos los helechos,
Mmydmwﬂl]hp@unhumhs,cnzﬂosﬁnmem
abondante de procuncamdmas son 1as ;rouzmdmas campaestas  por mduk de
smeateqena [3s preamtociamdings poeden ser palimeros de hasia S0 medades B tpo menos
frecoente sca s propelargmdings ¥ mrodeHimadmas {35].

2.2. No flavonoides

Estos compoestos orgameas con wa amlle fndhico v mn gropo carbozibco asociado formem
ma estrctora de tipe C6-C1 {21] Se encoertran ademds moy frecoentemente en 1as frotas en
fomz de esteres [3] Lox andos hidraxicinamicos con wn esqueletn C5-C3, se ecoentcm
poncipalmente como dade crmanco, cafeco y fritico corugados can dado tartinco o acido
QUIMCC ¥ e rams ocagoned en estado hiwe [34].

Los hEdromonamatos C6-C3 prodocidos come conjngados son denneinados aados
cloroginicos, esios coamprestos presendes en 1 0% en granos de café (Coffac conaphrora) son
1a prinerpal mmgesia de fendlicos en consormdores regulares. Bstan presentes en atomentos como
uvas ¥ En vinos trios y lancos procedentes de Fitis vingfera [36].

Les tammos tndrohzzbles como el do tnreo y los elagrtanings son palimeros coyo peso
molecular vana entre 500 ¥ 5000 Da [37], (38]. Se caractenizan por mna parte central cque
o ¥do galico. Hay dos tipos de tammos hidrohzsbles: a) los zalotammos caya ndridisis
hberz ando galico y sus demvados galioilados asi como b fos elapitanmes quenas Eberan por
Indrolisis al acido galico, eligico, hexabndroradi famco, valGmeo y coyes grapos gakal estin
canectados a traves de enlaces C-C [36].
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Les estifbenos son campuesios oon mma estroctos C6-C2-C6, antetrzados par Iz adewtn de 1
23ndemhs&mkmd—€o&cman&smmﬁhm&hmm&

OFARiSns ZorEados, ¢ por una sene de estimmlos abidtices {34]. El resverairal {3, 5, 4-
toendroxiestilbenn} poncipal representarte de eske grupo se prodoce en las plandas
pancipalmente & respoesta 2 ura leqidan ¥ a ma mfeccion par honges {39]. Estadios receerdes
mdmmqmelmztmlhmepqn&h{kqmzyuﬁmahm&myh

umdades de femlropano estin mmdas par enlaces C-C en las poaciones Sy 8 ', el compuoesto
se cansidera o Lignamo. 51 los dimers femipropano estin umdos por media de endaces
distmdns de C-C B-8°, se trata de o nealipnanc [42].

Los hignamos son parte del siskesna de defenca qoimmica de 1a planta y tradicianzlmente se
cansideran came metabolitos secundanos del doramen en los abales[43]. Fsios compeestos
soa memnudos camo ﬁbutmm en el 1ndn gaﬂunﬁ&mal ticnen propiedades

hidroxacomannas smples, francrmmarmas con zmlls forano wnde a mickes comaranco; v las
J. Propiedade: mbtioxidante: de los compuestas fennficos

El esires madainno es m desequilibrio epire 1 generacion y i elimiackn de especies
reactivag, las que henen como caractertatira caram el tensy on electnen meczpletn e sn aiomo
ocntal Este deseqmlibnio ocagiona qoe la celula sea alvarexda por radicales con gran
capaadad madante {44] Estos radicales poeden sexr resalado del metabohiamn cehalar y wn
chro ejemplo de eflos som 25 especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrdgenc (NOS) [453,
[46], tales como ol zmén supereado, Tadicez] ndronle, parcide de hidweene ¥ txado mtnico.
lmROSYlR]Smdmmhhrmlomlknammhahm&mﬁsnnda&s

hmauhd&mhsplmhspmdmmzmbﬂ&uh’hsembﬂ:wm
[47]. Los CF han sido sitnados came los anfioxidantes o abomdantes proporaonadoes por 1a
&ﬁz_hmmlﬂiﬂ] &hmﬁ:mmﬁwmmm&m

el cncer ¥ 1as nenrodegenerativas [S0].
Los PF san sustannias caractenzadas par s actvidad anhicndante. fe que e ha demostrada an
vitro caraderando su capacidad para elimmar ROS y NOS  [9], [47], (51} [32]. Laos FF
disrrryen Jos miveles de ROS y NOS medianie T mecanismo donde atrapan v dispen los
electrones hiwes de Ins radieales 3 través de ia donacian de . ome de ldcpens,
3 como consecnenaa 1a fonmacion de mn radical fencxilo menos dafimo paxz las
celnlas [S3H55]. S embarze, se hn docomentado qoe diverses parametros poeden. ejercer
ma mflaeneia scbee la actividad aphoxidante de Jos PF. Cambios en 12 estractura de Jos FF
comn 1a sulfatandn ¢ ghecoronidaikin, redneen 1a actividad anticxidante Se ha demostrada
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qoe ghhemraedos de qnerceting conservan su actividad anficadante perp en menc: medida que
1a querceima camo tal {56}, [57] . Los PF son compoestos ammpresentes &n ¢l remo vegetal
De hache, en 1a Tabla 1 se poede absavar 1a concentracian de compueskos pohifenchoos en
dmuszsslrmhnasmﬁzﬂn&,ﬂm,h&s,hmas,msunﬂhsym

Tabia 1. Concantrarion de Anolas toicias en futos, fares, ixllos, hees, roioe, umilasy coraas de

epeces
Erpece Numbwe Tepdo Fremoles Feasles Eef
Cozmm iotales fotules
=g EAGE | mg EAGH
extracio seco
Tpemss yuipsrss L Tamillo | 730+ 147
Sahuaém‘nl. Silvia %: 380=1 {gf
Origonton mayorama L. Meprxm Heja 4651 [58F
Crancpoium ginoe Willd | Jamm Senia Ca5x033 o
Tosada
Racchars planpods Beas T =3 & |
 Polyenla safiara Faxtes 10009 127 0]
e
Cyathe phaieram Helecho Madeq 30552208 901
Cratwa phderaty Belecho Madea 119.00:290 [50]
Trackiie catigua Coteza | 436.0/%390 [60}
Arammiia abrowam L Ajepo, Callos 853 3]
hiarha sarta
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il
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Foate
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=l fml de §
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4. Esindbios toxiralogicos realirzados ron polifencles

Los estadins toxacokigicos se definen coamo el coryrnde de ensayos realizados a ona sustancia
o mwzcla de sustancias quinmceas en animalbes de experinerdacion o 7 wivo. Dichos estudios
son diseniados gara obtener 1a mformaricn necesarna que penmita canocer el perfil toxirologmco
&kmmm&mqgadmhm&nxﬂemhﬂmam
homann, o= puadan yoshficar mas estedios an exponer 2 los seres hoomos a Cesgps
mjustificados {76]. Darante el desamrolio de meevos fimmacos, alomentos o sustanmias paa
cmhmmnsmemhxdp@mlmhlxmﬂmdz:eqﬂmm

2 {m

Lz texxeudad de 1a= sustancias yoede chservarse a traves de- 2) el astudio de s exposicasn
acadental; b) ol estndio de su sopact i wire ohlizmde célnlashneas celnlares; ¢) el agudio
de su impacto &7 vive en ammeles de experrmentacian [75] En este bitimo £po de estudios se
deti ez 12 dosis micial que se administrara en un sstrdio ulterior asi como 12 esquematizacion
de Ios ammenins posteniores de dasis v 1a idenhficamion de ks Grpanas dizna que penmetizan.
canocer 11 1ns efectos adversos gqoe puedan pesartarce son reversihles ¢ Tmeversibles [7] . A
canhimiarion se descrben 1as caracterishicas de Jos eshdios foxiealomeos mas empleados en
el desrollo de mievas maléralas camo candidatas a almentos, medicamentns ¢ Eodoctos
cosméticos.

4.1 Estudio de toxicidad aguda
Este tipo de estadias son los encargados de evainar 1a taxicidad prodocida por . fomaee 0
canpuests oactiio como esaltado de se adrimstracian en altas dasis, ya sea como doais
Ticas o repeiidas en wn lapse no mayor 2 24 b Durante mmrbo tampo este tipa de estudios
eran atibzados paa 12 isqueda de 1a dosws letal media {DLso), defimada como 1a concentzaon
qoe causz b muerte del 5094 de los amrmales. B | actrahidad| este ipe de estudios deja de ser
m requenmmentc para al regrchre de moevos medicamentns, sSendo reemplaradas par mitodos
alematives camo &l de 1a doas filz v el de Iag clases de tnandad reportados a firales del
2002 [77]. [89] -
Lzas dosis adomistradas en estos estodios han 1do vanando a rarz de los metos caminos qoe
se har mivocducido en |2 expenmentacion anmz] para dismomnr al rsixamo el soforoenio de
Ins armmales, sierido aceptada hasta el 2001 una dosis maximz de 5000 mgke, mientras que
2000 mgfiee es 1a dosis maxima areptada en [z actaahidad [77)].
Fl chjetro es obiener oz datos de Jos efecios ocasionadns en los ammmales al s expoestos 2
1a sustanmia eshndiadhiz en el ensayo [76]. Para obtener los resulizdos camespendientes dal
sshadic agado es necesano 1a chzervacitn de los ammales expoestes doramde wn pecodo de 14
dias, canchodo este paiodo de observamion los amemales son saorficados v anzhzados
amtmm—panbm [B1], [82].

4_2 Estucios de toxicidard a dosis rapetides
de 1a tiferencia en cxando a las concentramones mhilizadas, existen penerahments repeticianes
de dosis. Fskoa estadios también se diferencizn por 12 dorackin lepamdo a2 proloogarse tasta
por 12 meses [77]

4.3 Estudios sulbcromscas
En estos estadios se anabzam los efectos adverses goe poede prodocir una spetaneia que e
admmstrada en wn acmmal de expemmentaciin o en su defecto alpone de sos metabalitos, todo
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esto doande un Sempo equavalerte a no mawe del 10% de la vida del azmmal [76]. Esto
canlieva a la detecaion de ka dosis mixima en 1a cral a0 se presenda toxicndad relacionada con
1a droga (NOEL). Estos estadios tamivén penmiten canocer 2 dosts manrma tolerada (DTA.
U limttackn gt es goe estos estudios no pemrten canocer los efectos que poeda
presenfar mna sustacia 2 i Gempo mEyor que su penodo de tencia. pero apoerian la
mfarmacon necesria para CONDEET Cmales son 1os arpanos dama ¥ sirven de base para elapr
kos niveles de doafirackn goe se atibizasm en los estadios oremeas {777, (83] .

4.4 Estndios crivscas
Estos son los estudios donde se observan Ios efectos adversos o toncos que poede tener ena
sustanaia camo  Sonsecuencia de wa admrmstracian diana dorante . penodo prolongado,
prneraimente mas del 50% de 1a vida del amimal de expermmentacian. Estos agtodios varian en
el tempo que se ve expaesto el aoirmal a 1a sostannia 0 mezrla de sustancias. ¥ pueden fener
na duracién mnm: de res meses basta en algunos casos de 2 ahes [76)
Estas mvestizacicnes son reahzadas con 2l menos dos especies anmmales, par giemplo con
almim roedne y otra espece 6o oedora, sendo Los perros 1os mas uhhizados. Fl diseiio de estns
anMaMMMmmmm
fignligicas condnchles y patolomoos. La dosis mrmama ohhizada no debe
soperxr Jos 1000 mgkp Fsa dosis poede tener efecins toxicos pan sin compwemeder 1a

4.5 Estuios txioalagicos alternalivos
En los altmos afins los métodos altemativos de expenmentacion anmmal ham progresado,
siendo hoy en dia los métodos &1 vitro, i sibico e i wivo oy Enpartardes en la evalnacion del
wﬂmmo&mmmm“mydﬂm&npmh
evalwzaan de moléculas v son aceptados por 1as entidades repolatoras camw 12 OCDE B
FDA ylz EPA debidn 2 que poeden reducrr, refinar o sustitor La expermentacicn i vivo
enammaks [M]Immdasah:nmwsseﬁndnmtznmdympokhsBR

5. Esindios toxiralogicos basados sn compuestos fenaliros

A pesar de 1as earacheisticas beneficinsas para 1a lnd de Jos compraeatos polifendhicos, 1a
mngeata elevada y cximica de extas molécalas consmmdas noomeimente en 1a dieta dizna poede
resuliar en efectos adversos negattvos para 1a sziad. Por ejemplo, alponos tanamos poeden
ocaskmar efectos antinriconzies debidn 2 su capacidad como agentes goelantes [85] Los
potifenoles poeden mterfenir en Iz absormian del nermo consmrmdo en los alrmentios de 1z diefa
diana y provocar anemia [86]

Se ha reporiado goe los PF pueden alezmzar concentraciones toxicas o se mgesta se sncuenta
mdly%w&hdﬁaMMMEWMbwmuﬂ
PasOnA 65 Mg, aycxunxianents entze 25 me v 1 g por dia {88)
anﬂoﬂmmpwmsmludzsmmamhmﬂmhsmb
en candidatas para &l desanolle de mevos productos, en 205 Tecientes se ham reatizados
diversos estudios toecolégicos para detemomar so toxadad con ol dyetivo de garanhizar la
segumidad de sn consmno hoerano.

En 2015, Soto v colabaradares [87] mvalvaren B toacxdad de 1a mfesion de las hojas de chaya
arpanica, cbhlemendn como renbiade de dicha foacn, adommstrads en lanvas de A satingoma
DLss de 1070.42 pgfml En base a esios resuftados se Bepd a la concheskn, de que o extracio
D0 es {axIco ¥ €5 segRn Dara €} cansTmo oo zZendte terapéntico en of tratzimento de Iz
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diabetes mellizes. Fn mn ensayo de ielalidad en A safing == demosird qoe ks extractos
hi&oakxhﬂiws&hshojas&mmﬂochkz(anumL\z.L},mnxjo
apoo (Citraes monamtivem 1), Eendm caollo (Citrex axrestipfolia ((astm. ) Sanngle), bona persa
{Gitrus betifobia {T'anaka ex Yu Tamaka) Taraka) y mandarina (Citrac reticulate Rlanen), todos
1icos en pohifenoles, presentaron certa temiridad dependiendo de b concentracitn. resultando
ser Do iexicos 2 concentraciones menares de 10 pp/ml. Siz embargn, se presendd toncdad
moderada a concrmiraciones entve 100 y 1000 pgfmt [88]. Bn obra investiganion se demostro
que &} exiracto metanolico de hman cricllo poseia un vakor de Clep de 74,78 pp'ml J88].

Plazas Gonzalez (2015) [50] realrzd vn ensayo de ioxicdad en A safing de los CF preserdes
mfnﬂn,hqzsyﬂmdec bracteata, A rupestris, G. erecting, B. recinasa, T. florifemda y

D. mmym&rmmmaa&n9 I'Byl%ppn
Tespectivamente, maertizs qoe otros extractes estndiados en este msaye  (Cbraciaeato, 3M
npastris, G. eracte, B.recinosa) resabizron paceer mna toxicidad baja o moderada.

Pare, Reqars y Gardifle (2011) [91], reportaron que 1oz campoestos pohifendlicos del extracto
o050 de hojas secas de Avmona murioaia L. (Gaanabana) no presento foacidad, basade en of
medodo de dosis Trmiie establecido por 12 OCDE en el goe s admimistra 1. 5ma'kz a r=tas. B
extractn oo podmo 2 mmerle m sipnos de tonckad posteniwres 2 la adromistracon. La
mqﬂmﬁiab:ﬂmmﬁoa&mmm!ﬂsbyﬂmqms&
&\ﬂﬂﬂhhﬁdﬂ@ﬁmmdm&@&%m,m
Por poses T edevado cantenido de PF, poc el metodo de s clases de frexieadad agnda y dosis
leta] media en ratas. Fn ambos estndios se reportn 12 ausencia de toxicrdad 2 e dosts lmote
de 2000 mpg/kg [92].

i se analiza k2 mformacion presendada anderorements . es poable comstatar que la toacidad
presentada por los exivactos pohifEndliros «n modelos ammmales es relativaments baga scbee
todo en el casc de ana mpesta moderada Foin podna deberse a snbaa absaraidon v 2 su ramda
metzbohizacion [B6]. Ampue estos estndins resuitan alentadores, andhas mis profondos
m;ma&m&mmmmm
toda considerando mayores periodos de exposicien con el fm de qoe Jos resubtados poedem ser
extrapalables a los seres hnoremos [86]

6. Canrlezianes

Durante 1os alimos aiios he hatedo mm irterés notable en ef egtndio de los PF, en parte ainboble
:snsmsasp'qnedadshmhgcas Sa capacidad anticcodante ha sdo denhficada como

Como se ha menmamde, v de acnerdo la revisiin de 1a bleratora reabeada los estadios
mhmbmmmm“hw&&mabhma
moderada, Begzndo mehaso a ser aparentemente mocnos. Esks resultados mmoplicariam que
relaciom beneficio resgo de astos comprastos podnia ser mry prametedcez, vishombwrandose
como candidatos terapénticos m el iratamento de alpmnas enfermedades asociadas al estres
andatvo.

Sin embazpo, mmcho qoeda 2tm por estadiar en coante 2 se texickdad polencial | partico] aemesds
e lo relacanado com apanckm de efectos toxicos acurmmlatives tardics, los que solo poeden
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w&dﬂs@h@m&mwhk@@m

¥ coamecedica doande se vishumiwa o futern promiserio para este tipe de compoeatas.
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11.1. Articulo de investigacion “Antioxidant Properties of Polyphenolic Extracts from

Quercus laurina, Quercus crassifolia, and Quercus scytophylla Bark”
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Abstract: The cbjective of thas work was to determine the concentration of total phenaols, total flaw ic
hydrocycnnamic acids, and p thocyaradins p ncrude of Quocuslaring, Q. cessfalia,
and Q sytopinglla bark. They wem extracted by ethanol (90%) maceration and hot water.
The antioxidant capacity was determined by the ability to capture Ofie, Ore~, ROOw, H2O2,
NOs, and HCIO. The hot water cude extract of () cussfadae was chosen to be concentrased and

purified due to its higher extraction yaeld (20.04%), conc tion of phenol ¢ ds (7& mg
ﬂxmdm-&m(&ﬂ/&ﬁlwmmdmmg.235m5CI|AE/g,.5.7mg
chlorogenic acid equivalents (ChA E)/ gl and antioxid aty (exp d a5 half maximal effective

concentration (ECse, pg/mL) OHe - 918, O2=— -mmoo- 577, HyOz = 597, NOe == 4000,
HCIO - 740). In a second stage, O oressifal it extracted with hot water was treated with ethy] aostare,

trating the phenol comnp ds (860 mg GAE/g 436 mg QE/ g 362 ChAE/ g, 94 oyanidin
chiaride equivalents (CChE)/ g) and improving the scavenging capaaty (OHe ~ 467, O2¢~ - 581,
ROOe = 716, HaOn = 22.0, NOe > 4000, HOO - 108). Q cesdfulis had the highest polyphenolic
concentration and the beter capacity for g reactive species, being a favorable candidate to
be considered in the development of new products.

Keywords: Quercus; oak bark; scavenging ability; polyphenols

1 Introduction

The genus QOw ocak, belongs to the Fagaceae family. Ozk is one of the
most profitable economic woods used in the cooperage industry [I]; even the bark is utilined as
stoppers However up to 25% of the bark has no application or is consumed as fuel [2] The bark

Ansoridarss 2018, 7, £1; dot 1IN0/ snbod G0os] www mdpioom/ ourmal fantovidants

196



Ansordoes 2018 7, 61 211

is then considered as waste, with scaras utilization, and sometimes the improvised ways of storage,
elimination, or distribution can become an ecological and economic problem to be solved [4].

Some studies [4-6], mported that ook bark contains high concentrations of polyphenols.
and range from simple molecules to highly complex polymerized compounds [7]. More than
8000 phenolic structures are curently known, induding phenolic adds (derivatives of berzoic
among others [i]. In plant tissues, they are mainly pmsent attached to sugars, although occasionally
they are found as aglycomnes [5].

Sence palyphenols are capable of scavenging reactive speces, such as superondde anions (Oye ™),
hydroxyl (#OH), matric coade (NOe), and ally] peraxy] radicals (ROOs), they are linked to the prevention
of various diseases, by acting as antioxidants through electron-donating mechanisms [10]. Polyphenols
have difierent types of pharmacological properties, including antioxidant, anti-inflammatory,
antiproliferative, and hypolipidemic, and they also regulate redox potentialy metabalic disorders,
and apoptosis [11}.

Most msearch about the phenolic content and antioxidant properties of ook has been done
on European and Asiatic species, mainly using leaves [12] twigs [13], acoms [14], and bark [15]
and has shown that oak bark contains the highest concentration of total phenaols, incduding tannins,
proanthocyanidins, and flavonoids with strong anti-radical properties [45,15]

Although Mexico is consider=d one of the most impartant countries regarding the diversity of
oaksy, with 150 speces reported [16], and the traditional use of the bark in Mexican ethnic groaps
has been to treat diffement illnesses, Eke stomach ache, burns, infections, pain, etc. [17], the scientific
information about Mexican cak speces is scarce. Bark extract from 0 sdeoravyda was determined
to have a high concentration of total phenals, proanthocyanidins, and fisvonoids, as well as strong
antioxidant activity [1]. The chemical compesition of sapwood, heartwood, and bark of the Mexican
species . Lawrdw and (. cass foliz, was described, concuding that bark extract content for Q. cessifalin
and Q. laurma was higher in comparison to other hardwood bark [6]

Bark oak polyphenols have been used for the development of functional foods, such as, the use
of oak wood during the elaboration of barmels in the aging winemaking process, that contributes to
increasing the polyphenal content of wines, due to the extraction of these compounds from cak
wood [18]. Momover, the preparation of drinks basd on toasted acorn [19), honeydew honey
of I pyrenaica [20], and infusions of cak leaves [21] show that cak is a good source of phenolic
compounds, which can be extracted and weed in the formulation of new functional produces.

Oak bark from Mexican speces mpresents an area of great interest for research, becsuse it is
2 potential source of natural antioxidants [22]. The objective of this study was to determine the

and amount of different groups of polyphenols in extracts from cak species Quertus oessifalin,
Quercus bouring, and Quercus scytophulle, as well as their antioxidant capacity. We used two extraction
methods, maceration with ethanol solution (90%) and extraction with hotwater. Also, we mlected the
oak (Q). cassifolia), which showed both the highest polyphenol yield and highest antioxidant capacity
in the extracts to be purified with ethyl acetate, to obtain an extract rich in polyphenol compounds.

2 Matrrials and Methods
21. R Material

Bark of Q crassgfoliq, O lauring, and ). scitaphylls was collectd in a forestry plantation located
in Giudad Hidalgo, Michoacan, México. The three cak spedes were chosen due to their importance
for the fomestry industry in Michoacan. The Jeaves, flowers, and acorn were botanically identified
by Pablo Coevas Reyes, expert in forest botany of the Biology Faculty, Universidad Michoacana de
San Nicolids de Hidalgo (UMSNH)], and Emmanuel Pérez Calix, botanist of the “Institute of Ecology™
in Patzcuarn, Michoacan. The bark was washed, cut into rectangles of about 5 x 5 am, and dried at
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&0 °C e 48 1. The hark was milled usieg 2 Thowmas Digital ED-% Wiky® cotting mdll and sieves with
¥ 40 mesh {40 ym).

22 Polyphend Guds Exiracts
221 Extmactsn by Macemation

The onude extraction of phenolic compounds was dore by maceration 1), Tweoty grnme of
pmdﬂhknad&dhﬁmldammmww& uzmq-n for2d h at
22 The =x tract wa Bitro=d nli.ngWhﬂmuﬂanpeg m.dl!! sciids were washed with 200 el
of 9% ethomal  The crude extract was evapaoried and Lhen the sobd meidue was

{Fre=Zaone 2.5 Liter Benchiop Feeexe Thy Spstem, Laboaco®, Kamas Gy, MO, USA} and stored
n xmber bottles at d °C

222 Extzaction by Hot Water

Pty gramns of pow der bark was used for the extraction with water (2 x 300 ml) under oefho for
1 h The aquecos extract was Bhered with Yhatmem 42 fiter paper, lrophilmed, and stoed io dark
bottles &t § “C | 23E

23, Crarde Fobrad Com position

Total phenol, Sxvonoid, by doxy cirmannic wcd, and proanthocyamidin content wene dete raxined
n e oude extracs using spectrophotoretnc kedmiques. The oembs were compared with the
mﬂumwﬂmﬁ%mmmm;mwﬁammsm
axu, a8 mettioned {24, Total phenol content was determned following the method propoeed
by Scalfbertet al (1939), nxing a galfic ackd cuffaation nuree, and the absorbanoe was meaesoned at
750 von and the nesnbts wee expeemmed 28 g of gallic acd equiv alent (GAE)/ g of dried extzact [25]
The Bxvonodd conterst vwas de lecoined at 415 om svith the metiod of Brigheote et 2l (200F), ooing a
nbbration cove with quercrtio reed as stacdard. The revolts weee expreseed s mg of quercetin
equivalent {QE)/g of dried extract [26] The hydrox yrinnasaic acd content was detecmined by
ooxoparien with a clhaation corve ming ddorogeric acid as & standard, arxd the absazbance of the
bnwum.mdatﬂmmﬂ.gmﬂumdmddnu&dmhmﬁmwum
while the evalts vere expoemed as mg of chlarogenic acd eqpuivalenty (ChAF) /g of dried extract.
Troanthocyanidin coalent was determined at 250 o, nsng cvarndin chicride as standard by the
methodalogy propoeed by Porter et al (199€) [25] The mnudts were expresaed 3 mg of oyanidm
chlodde aquivalents (OChE)/ g of dried extract.
23 Anhiondant Caproity of Crude Exiracta

methads, comsdering the sty of extracts o optor addicing speces of hinlogionl wlevacsce.
The perentage inhibition fx ydeogen perovide, nitwc oxide, bypochlamus acd, superacide,
enud Fry droxyl was endculated wxing Equation (1} s wepartes] by Gacia-Peoex et ak {310) (9}

XScavengiog = m‘ﬂc 4 —Az}]

whee Ag is the stworbwnce of the oxix e without the extoacs, Ay i the dbmoctomoe of e oxix hae with
the extmact, axd A2 & the abworbance of the extract.

Bquurtion (Z) was umed o defermine B percentage of peryl radical savengmg | ME

}

ingg = 100[1 - 22 = A
*EFowenging m[l. M—Ax{]' [y4]
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where, A, is the absorbance of the mixtune without 2.2-diaz obis(2-amidi-nopropane) dihy drochloride
(AAPH), A is the control absorbance (sbsorbance of the mixtuz without extract or AAPH), A is the
absorbance of the mixture withextract and AAPH, and A ¢ is the absorbance of the mixture without
the extract.

In all cases, the e fiective concentration (ECs, ) was calculated, defined a3 the amount of extract
mequized until reduced by 50% of the concentration of the reactive ies. The antioxidant capacity of
cxtncl:wucanpuailoﬁmda:gq:m‘and mimm&,ﬁdﬂ&hﬁlicq
Meéxico) taken as positive controls. All analyses were done in triplicate.

241 Supercodde Anion Radical (Oye ™) Scavenging Activity
The ability of the extracts to capture superoxide radicals (Oze ™) was measured [ 4], using one
milliliter of nitroblue etrazobium [100 pM] mived with 1 ml of Nicotinamide adenine dinudeotide

NADH [468 uM] and 1 mL of extract. The maction was initiated with 150 uL. of phenazine methosulfate.
The solution was incubated at 30 °C for 20 min, and the absorbance of the solutions was measuned [30].

242 Hydrogen Peroxide (H:0z) Scavenging Activity

The capability of extracts to scavenge HiO) reactive species was caloulated following the
procedure described by Ruch et al. (1989). In st tubes, 17 ml of theex tract solution, in concentrations
between 0.5 and 1500 pg/ ml, plus 300 ul. of HyO, solution (40 mM) was added, and maintained at
22 °C for 3 min. The absorbance was measured at 230 nm [31].

243 Hydroxyl Radical (Offs) Scavenging Activity

The anfiradical activity of the extracts against hy droxyl radicals was determined as reported by
Smirnoff & Cumbes (1989). One milliliter of the extract solution was added to dimethy! sulfoxide at
different concentrations (ranging from 100 to 2000 g/ ml), 300 ul. FeSOy (8 mM), and 250 ul. of H2O
(20 mM). The reaction was initiated by addition of 1 mL of salicylic acid solution (3 mM), and then
was incubated for 30 min at 30 "C. A fier that, 450 pl. of distilled water was added, and the mixtune
was centrifuged for 10 min at 3500 rpm, the supernatant recovered and the absorbance measured ata
wavelength of 510 nm [32]
244 Nitric Onade Radical (NOs) Scavenging A ctivity
Srecjayan & Rao (1997) where (L5 ml aliquot of extract between 100 and 2500 pg/ml was mixed
with 0.5 ml of 10 mM sodium nitroprusside, and placed in a water bath at 37 °C for 25 h. Afeer that,
the samples were maintained at 22 *C for 20 min, then 1 mi of Griess reagent was added; the mix tus
was kept for 40 min at 22 *C, and maintained for 20 min in the dark The absorbancs was measured at
548 nm [35]

245 Peroxyl Radical (ROOs) Scavenging Activity

The ability to captum peroxyi radicals (ROOe) was determined by using the pyrogaliol red
(1.5 ml) as a target oxidized molecule and AAPH (25 pl, 600 mM) as a peroxyl radical generator
kike Loper-Alarcon & Lissi (2005). A 150 ul. aliquot of extract was added at concentrations between
100 pg/ ml and 1500 pg/ml.. The axidized pyrogallol red was measumd at 540 nm [34].

246 Hypechlomus Acd (HOO) Scavenging A ctivity

The capacity to scavenge hypochlorous acid was measured using the methodology described by
Aruoma & Halliwell (1987) with some modifications. One mulliliter of the extract, between 100 and

2500 pg/ml, was mixed with 1 mL of HOO (143 mM) in phosphate-buffered saline (FBS). The mixtum

199



Angozidetis 208, 7, 1 5411

was incubated at 37 °C for 15 min. Then, 222 22 ul. of catalase (400 U) was added, and the mixture was
incubated for 15 min at & “C The absorbance was measured at 240 nm [35]
2 5. Liguid-Liguad Purgfication of the Most Ansarident Extract Selected: Camposition and Anticcidant
Capaaty of the Purifiad Extract

The crude extract of (. cassfolic was chosen to be purified and concentrated, because it was
shown to have the best extraction yield, higher poly phenol concentration, and better capadity to
scavenge mactive species. A bquid-liquid ex traction was done as follows [7]. Six grams of lyophilized
extract was suspended in 100 mL of water and fltered with a Gooch cucble. The solution was
defatted with hexane (5 x 100 mL), and then the polyphenols wem concentrated with ethyl acetase
(5 x 100 mL). This solvent was evaparated, resuspended in water and lyophilized. The percentage
extraction as well as the total phenol, total flavonoid, hydroxycnnamic acd, and i
content was determined for the purified extract. Also, the antioxidant capadty of the extract to
scavenge different mactive speces (hydrogen peroxide, nitric oxide, hypochlorous acid, as well as
hydroxyl, superoxide, and peroxyl radicals) was analyzed.
26. Starstical Analyss

Theexpenmental results were expressed as mean -+ standard error (SE) of three mplicates. Results
were analyzed by analysis of variana (ANOVA) (p < 0.05), and means separated by Duncan's test.
Spearman’s cormlation test was used for cormelations (p < (L05). Student’s t-est was used to
differnces in content of phenolic compounds and the antioxidant capacity of the crude and purified
extract Statistical analysis was done using STATISTICA 7.0 softwarne (TIBCO Software Inc, Palo Alta,
CA, USA) 3]

3 Results and Discussion

31 Yieds and Chemacal Composition of Crude Extracts from Querus sp

The extraction yiclds of the crude extracts obtained by the two extraction methods for the
three different Quercus sp. are shown in Table 1. There were no significant differences (p < 0.05)
between the extraction method wsing hot water compared to the maceration method for () lawrsa and
Q- scytophylla. Extract from Q. crassifolia using hotwater had the highest extraction yield, 20.0% w/w
species of Cuercus sp.

Table L Extracion yaelds of crude and purified exteacts from Mevicen oak species obtained by hot

wates and macesstion awthods
Extract Extraction Me thod % Extraction Yield (w/w Dry Bark) *
Quercs oressiflis Hot water M0 +£77*°
Porifud (heorus crassifalis Hot water 27403
Camrraes o sl Macezation 1104100
Quercas lauring Hol water Wriazh
Ouercas laring Macetation 1Bs+01b
Quaerus sotapinglla Hot water G819
Queerrus sotophglle Macszation d4+02d
% /W dey bark) Mosms was diflerent etters (%, ¥, . 4) in S e coliemn ane sigedficastly difonet »t P 005

CANOVA, fullowyd by Duncen's test). Means with * o thi seme cobumrm s diffessst st [ < U5 Srudent s & ks,
cumparing crude and porifeed () TSSO hot waker extmcts)

The total phenol, flavonoid, hy droxycnnamic acid, and proanthocyanidin content is shown in
Table 2. The concentration of total phenols followed the order: (. Lnuring exposed to the maceration
method (756 mg GAE/g), 0 cassifolia exposed to the hot water method (746 mg GAE/g) and
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Q. cassifd s expased to the maceration method (694 GAE/g) Thes were no significant differences
(r < L.0S) between treatments, and values wen inﬂnbﬂuecbuiredh&:ﬁgqﬁn‘nmpk
(735 mg GAE/ g). Far total flavonoid content, extraction with hotwater led to the highest total flavonoid
content in () cassfolia (25.4 mg QE/g). four times higher than the Oligopin™ value (6.4 mg QE/g).
The highest value for proanthocyanidin compounds was cberved in the . cassifolis extract obtained
by maceration (53 5 mg CChE/g), sgnificantly different (p < 0.05) from the other teatments and lower
than that cbtained for Oligopin® (69.2 mg CChE/g). The best extraction yields for hy droxycinnamic
acids and proanthocyanidins wes obtained when the maceration method was used. Our msults an in
agreement with those results described by Garcia-Pérez et al (2010), whes the slationship between
the extracts made both by maceration and with hot water was studied in different barks of Canadian
wood species.

Table 2 Total phenol, total flavenocad, total hy drocyGnoamic acd, and proanthocy acadin content of

Mexican Quercs species e tracts obtaiwd by hot water and macscation o thods.
i maCAUy  imgOl . AqeimsCoAb | ims oM
%"*" Qe 24 Lake PL B =7 + 134

Pl ik el WOt 6* a6tae 2+ 13 odsas
Q. owaja sz o 1 a3d Wb ns« 0%
o oot TRt 1o« 4o Wz sadr
e PRy tar a3t Wi o 35 e Lad
Qw %180 2411 as® M3+ 126 ¢ 23"
Q scyyhryile =1 et hy:a3e Tiende PP
Ougrgpan® T & [YES U v +38* .z tus®

Mearo w ith different ketass (%, %, %, %, %, %) &= fhe same: column s sgrafeandy Sfew st at < 005 ANOVA,

klandbyD-nnuh-) M&,&nﬂdm&tﬁ,mwmm chlteogenc
OChE, hl Maans with * in the sanst cobamm s diffescnt ot

p<algﬁuh(:l-mmm&mdpwﬁio Cassfilin hotw aker extraetn).

In agreement with those msults described by Garcia-Pérez et al. (2010) and Naima etal (2015),
n the first one, compared the relationship between maceration and hot water ex traction for different
barks of Canadian wood species. In another investigation, Naimaetal (2015) showed that the increase
of the extract eemperatur improves the yield of polyphenols and hy drolyzable tannins extracted with
hotwater from A cicis moll issma bark [29,37].

The lower content of hydrox yannamic acids and proanthocyanidins in Michoacan oak species
mnhmm@‘ﬂhhmmdumnmmm

which must contain highly polar compounds (e.g., sugars) non-selectively extracted using these
extraction methods, unlike the extract Oligopin®, which nepresents the ethyl acetate fraction of the
aqueous extract of French maritime pine bark

For this reason, we decided to purify the extract cbtained by the hotwater method for Q. owssifolia,
the species with the highest solids yeld. This purification was done with ethyl acetate. The results
showed that the fraction purified with ethyl acctate had the highest values for total phenols
(860 mg GAE/ g), flavonpids (43.6 mg QF/ g, and hy droc yoinnamic acids (362 mg ChAE/ g) compamd
to the other species (Table 2), regardless of the extraction method used. Even greater values wem
&umdhnhhmdmﬁﬁwfﬁy&ponﬂuqﬂmwhwuh&mﬂ!
purified Q. crassflis ethyl acetate extract compamed to all other species, mgardless of the method used.
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32 Antioxidant Capacity of Crude Extracts from Quercus sp.

The antioxidant capadity values of crude extracts of the oak species obtained by maceration
and hot water, as well as the Oligopin® and Terana® turmeric, considering their ability to captune
species of biological relevance, such as hydroxy L superoxide and peroxy] radicals, hydrogen peroxide,
nitric axide, and hypochlorous acid, is shown in Table 3.

Table 3. Fow radical scavenging of (hermis sp. bark hot water and ethunce extracts

. e Ore- ROOw 150, NOw HOO
g lugnl) Hglyel) Eletp=l HoGp=l Euupwll K=l
%"‘""" LS TLERY L o7 1 & =y + Mok >hao 740 =S4
Purtvd  cugols . 4
r o & rw [ SER T Mnrew 2o+l S s £ 2s
Q cangols . < - » »
amd et dvilAr Yo iR wim e dy 16 4 0
o BTimt w4 il Tmamt >0 774+ 1ot
L doesoncf sMan® Wb nid WY WeeVS dpemt
Qm 1865 4 6> >4ame wotMed | Tmedee >4o0* 65 ot
Q a » - . coigh
acytcyhyis >ams e o 424 Yo + Vi @11 9%y 22
Cligggar® i’ TS =% " 4 = o ~h0* [T
=
e
8 2 o

Meses with diffument etens (%, %, %, 9,7 ) in the soorm cobomn are sgificantly diffesent =t p< Q05 ANOVA, fullowe d
by Duncar’s st} Ole; Ose ;. ROOw; HaOy NOg; HICIO Muars with * in the sarrw colusn ant difees st
F < Q05 (Stumients &0, cosmgmring ok amd ponfied ) Caslie hot weker wxtracts) B Sulf maximal
P '

This chemical characerization provides information on the chemical reactivity of the phenolic
crude extracts for diffrent fee radicals and reactive species. The ECx values showed that . cassfalia
extracts, chtained both by maceration and hot water, had the best ability to captune superoxide anions
(4029 and B0 5 ug/ml, mspectively), while (). casafoia extracied with hot water showed the best ability
to capture hydroxy! radicals (918 pg/ml} better even than Oligopin® (1271 pg/mL). Q scyfophylla
extracted with hot water had the best ability to capture peroxyl radicals (390 pg/ml), followed by
Q. cassifolia (V7 ug/ml) and @ lorma extracted with hot water (582 ug/ml), which had similar
values to Oligopin™ (563 pg/ml).

However, () sastopkylla extracts showed 2 lower ahality to capture other reactive species compamed
to the other extracts. No differences in ability to capture HyO) were found for ( crass folia extraced
with hot water, Q. cassifd iz by maceration, 0 low i with hot water, and Q. laurina by maceration
(p00S)

The ability of the extracts to capture nitric ocide was evaluated at the same time with Terana®
turmeric extract (erana SA ) obtained from dried rhizomes of Curooma lange, a material of goiden
color, used worldwide 23 a food additive. Some studies have been done In recent years mlated to the
and antibacterial properties, attributed to its high ability to captuse nitric oxide [35]. The turmeric
extract showed the best ability to captume nitric acide (538 ug/mL), followed by Q. lnema extracted
by maceration (149 pg/mL).

As for the ability to inhibit hypochlorous add, Q leuwrma extracted by maceration had the best
anticxidant capacity (387 ug/ml), followed by O cassfdis (740 pg/ml) and Q lorma extracted
with hot water (774 pg/ml}
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As we can =e, the ovenall results highlighted that the extracts of Q. cassifalis obtained with hot
warr and ( lawrma by maceration had the highesteficiency to capture the different radicals; however,
Q crassfolia had a higher extraction yield (Table 1).

To identify association of the distinct kinds of palyphenolic content with antioxidant activity,
a Spearman correlation analysis was performed (Table 4). The capacity to captum superoxide radicals
was telated to both hydroxydnnamic add (r = —0L829, p = (.001) and total phenolic (r = —0567,
p = (L004) compounds. Thes msults are in agreement with those reported by Natie et al. (2015),
who found that the polyphenols present in mulberry fruits grown in Vojvodina possess high
ummdmmndxﬂm m;npﬂmm&mwmhpdm
ability to scavenge superoxide anion radicals [39]

Table 4 Spearnun cosffcient foe core lation bety thee ity capacly of the nactive species

and the phanobic compound condent.

ROOs Oze OHe H;0, NOe« HOO

Total pheaols (Lo (1.7 S T 1 R T va B Lo -adn

Total A ancids -0008 o223 ~Q631* —al1e asie 152
Total hydrinpcinnamic acids Q&5 _0£09° _05S° _as5c 018 a0z
Proanthocyanidine -0261 0285 a3 -00% -0331 [T

* Cormlations are sigmeScart wf P < 0050

The flavonoid (r = —0.631, p = 0001} and total phenaol (r = —0.84], p - (L{35) content in the extraces
correlated with the ability to capture hy droxy | radicals, as found in the Matricoria pubsscens extracts [40];
their results revealed significant cormelation between the phenolic and flavonoid compound content
and anticxidant activity assessed by hydroxyl radical scavenging capacity.

The hydrogen peroxide radical scavenging activity was more strongly assocated with total
phenols {r = —0.821, p = 0.002) than hydroxycnnamic acids (r = —0545, p = 0.007) The ability of
Canadian wood species extracts to scavenge H,0O, was also associated with total phenal content [29]

The concentration of total flavonoids and the proanthocyanidin content correlated with their
ability to captum hypochlorous acd, r = ~0532 (p = L009) and r = 0687 (p = {(L0002), respectively.
Also demonstrated, was a high asseciation between flavonocid compounds and antioxidant activity in
extracts from buckwheat halls and flour [41} In our stady, total flavonoid concentration was corelaed
with the ability to captune nitric oxide (r = 0511, p= 0.013) That means that 2 high concentration of
both proanthocyanidins and total Alavonoids shows a greater ability to captuse hypochlorows acid and
nitric oxide
313 Chonical Camposition and Antioxidant Capacaty of Purfied Q. crassgfobia Extract

As previously mentioned, the Q cassfdis extract obtained by the hot water method was,
in turn, subjeced to a subseguent extraction with ethyl acetate.  This extract, from now on called
purified, was analyzed to defermine the content of its diverse groups of phenolic compounds and
thetr antioxidant capacity, as shown in Tables 2 and 1. The extraction yield of the purified Q cessifolia
decreased considerably compared to the extraction yield of crude extract of ) owssfdis using the hot
waker method. This is reasonable because we concentrated the compounds, obtaining only the fraction

Mnsmﬂmwmnndnbkndhﬁmz

concentration of total phenols,. total Aavoncids and hydroxycannamic acids was cbeerved
in the plm&an—ﬁiaam:mpuedban& extract of (). cassifaia obtained using the hot
water method (Table 2); however, the purified extract showed a lower proanthocyanidin content,
consistent with the study done by Quettier-Deleu et al. (2000) [41], which also described a higher total
phenol content and lower proanthocyanidin content in an ethy] acetate extrace of Ficer murima bark
compared to the aqueous fraction extract. This msult can be explained if we consider that the aqueows
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fracts hich is discarded during the purification step, . - - : i
whemeas the ethy] acetate fraction is mainly composed of oligomeric proanthocyanidine. Notably it has
been shown that aligomeric proanthocyanidins, due to their lower molecular weight, possess geater
biclogical activity than polymenic compounds. In fact, these latter, because of their large stoe, az unable
to cross biological membranes, and themfore, cannot interiere with the signaling patiways related to
disease pathogenesis [42]

The purified extract had improved ability to capture hydroxyl radicals, superoxide anions,
hydrogen peroxide, and hypochlorous acid while for peroxyl radicals, the purified extract had
an increased ECs; value compared to crude extracts. This may be due to loss in the aqueous fraction
of compounds that may be mlated to the ability to capture peroxyl radicals, such as polymeric
proanthocyanidin, hy drolyzable tannins and lignans, amang others, which had not been determined
in thiswork

[n general, the purified extract had a better antioxidant capacity compared to the aquecusextract of
Qaﬁd&ﬁﬁupﬂbmm&mmm“pmﬁamam&n
4 Conclusions

In this research, a high concentration of total phenals was found in the Quenous sp. bark crude
extracts, including different classes of phenolic compounds, like flavonoids, hy droxycnnamic acids,
and proanthocyanidins, confirming that the Mexican species oak barks analyzed in this work are a
grod source of phenolic compounds.

Thex wem no differences in the content of total phenaols or hydroxy cinnamic acids between
pm&duﬂmd@a.fﬁnmdw and achaally, for concentration of flavoncids, the punified
extract of (. crasefolia had a higher concentration. Regarding the antioxidant capaaty, the purified
uthMhmMWNW‘,mawm
to be corsidered in the development of new products with high antioxidant activity, however,
further studies ane necessary to determine the chemical composition of the extract, as well as the
toxicological profile, in order to have a betier understanding about its possible applications.

Auother Contributione HEM-F and MEG-F conoeved and the experimwats, EVA pecfocmud the
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11.2. Articulo de investigacion “Investigation of the Antibacterial Activity and Subacute
Toxicity of Quercus crassifolia Polyphenolic Bark Extract for its Potential Use in Functional
Foods”

IAPTARA I S e ] -
Investigation of the Antibacterial Activity
and Subacute Toxicity of a Quercus crassifolia
Polyphenolic Bark Extract for its Potential
Use in Functional Foods

Eréndim Valencia-Avilég, Héctor-Eduardo Martinex Féore—s@_ Manue| Garcla Péreg, Esperanza Meléndez-Hermerg,
and Martha-Estrella Garcla-Pérer
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Fithes

Abstract  Oak wood is used in barrels for wine aging. During aging, polyphenals are red from the barrels to
hﬂqdﬂwhmydﬂwwmmhhmmm”mmmm
M:mhmlmﬂuhhmn&:rma&uamﬂd’em&mufwo&ammdmmkdw
chemical ¢ of 2 polyphenolic extract of Quesses ausafolia bark (QUBe) was studied by GCO-MS. s antibacterial

" 2 Lt 3

on probiotic and pathogenic bacteriz and its subacute-oral toxicity wese determmined as 2 way to understand
&mﬂmhnﬁmmwﬁdaawwmkﬁmammm
of Fecherschia coli compared with Ladebaalbes bulpanios and Strep themopinylns. Acc g to the taxicity evaluation,
&MMWWM@M&HW&/&;M&MW
adverse-effect-level for kidney damage was at 33 mg/kg bw/day. These results suggest that, given the fact an advene
provide sufficient safety evidence for its use in humans.

Keywords: antibacterial, polyphenals, Quenges cressifolas, coxicaty

Practical Application  Mexico’s yogurt market is growing which creates opportunitics for the development of some
yogurt prodocts as functional foods. As 3 first step to evaluate its potential use in yogort formulation, the antibacterial
&nd;wwwwmm&)ummmﬂmwmmmm

‘“’Alow ion an p MmM&Q@eMmMMﬁ
Serep. brylus cul E to for 2 sub lted in remal injury in rats at dosages
Mﬁmorqﬂmﬂmybwlhmm&dlﬂmahwdmmmm
toxicological asesments prior to the additon of QCBe to 2 food like yogurt, which is regularly eaten by consumers.

introduction associated with ptica of the it Juct.

Shmmdaﬁrupolypbsnbﬁwno&(w:p)m
been ¢ d in fer d foods {Alonso & Noarthcote, 2009).
Ozk wood is the main material in the elaboration of barrels used

in the aging of vinegars and spinits, such & tequila, whiskey, mm,

Sagmifi-
mmmmm: chmnerandbnacnvty
of cak polyphenols in wines is avalable in the literature. Indeed,
evidence suggests that these maolecules play an active ole in Jower—
ing the incidence of disexes, which are related to axidative stress
(S ac, Diouf, & Carcia-Perez, 2009).

cognac, and red wine. During thas process, polar P ds, such
as polysscchanides, coumarins, carotenoads, and mminly polyphe-
nols, are transferred ffom the barred wood to the hguid (Marchal,
Pons, [avigne, & Duboundien, 2013). The transfer s thought
to contribote @ the sensorial guality and to the bhealth benefits

In Mexico, cak & the second most amportant forestry resource
and is mostly used for handcrafis, fire wood, and charcod manufac-
ture (Ruiz-Aquing, Conziler-Penia, Valdez-Herninder, Revilla,
& Romero-Manzanares, 2015). This industry generates 3 great
amount of waste biomas with great p ial for valorizat
(S ac et al., 2009). In 2 previous work, it was determined

JFDS- 20181210 Sebwited S76/2018, Asspeed $717/2019. Awhor Valouwsis-
Anle & auk Pogeses fust de Doctwade ex Caevciar Bislipiess, Uan Madoaana
de Sou Nuola: de Hidslgo, “-.M- Mcq Aathor Marwex -Fiore:
ir wath Facdiad de Quiwico I " 4 de San Nl
at%u—&,mm,au—m-m-a-&w

e w Doy, ¥ Shate D, MWALMW
Melindex-Fernoa 23 snik Tnat de & A der, Ulvea:
’ Asathor Coaria-

Povex (Eowmanil:

that 2 punified extract from a2 Mexican oak (Queme ousnfolia bark,
QCBe) was a good source of polyphenals (86039 £ 5.68 mg
GAE/g). Addnonally, this exrace showed 2 higher free radical
scavennng abality in mre towand mactive species of biologacal im-
porunm(hy&mylxﬂpemylndnmlnd&cmmﬁcm)
thmOﬁgupm@ 2 cormnercial extract widely used
in nutraceotical products (Valencia-Avilés et 2, 2018).

Some smdics have shown that the consumption of polyphenols

baned with probiots bmmdlawsbu&an:

and Si s thy lus, may p notry
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13. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta para seleccion de catadores.

Lugar: Fecha:

Nombre: Edad: afios
Email: Teléfono

Sexo: H M

1.- (Es fumador? Si No

2.- (Ha sido fumador? Si No

3.- (Padece alguna de las siguientes enfermedades?:

Diabetes: Si No

Cancer: Si No

Hipoglucemia: Si No

Alergias a alimentos Si No

Hipertension Si No

4.- ;Ha recibido radioterapia y/o quimioterapia?: Si No
5.- (Ha padecido o padece alguna enfermedad Si (Cual? No
neurologica? -
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6.- ( Toma algiin medicamento de forma cronica?

7.- {Son medicamentos controlados?

(En qué dias y horario puede asistir a realizar las pruebas?
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Si

Si

(Cual? No

(Cual? No




Anexo 2. Papeleta para evaluacion PROP
Prueba PROP.
Nombre:

Fecha:

Instrucciones: Limpie su boca con un sorbo de agua, sostenga el papel filtro impregnado con
PROP de manera que la parte que contiene la solucion, no esté en su mano. Abra su boca y coloque
el papel filtro impregnado con PROP en su lengua. Cierre su boca y espere 20 s antes de registrar
su respuesta sobre la sensacién amarga percibida.

Coloque una linea horizontal en donde considere que corresponde la sensacion amarga

percibida.

Lo maés inimaginablemente fuerte

Muy fuerte

Fuerte

Moderado

Débil

Apenas detectable
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Anexo 3. Papeleta para identificacion de sabores basicos

Nombre: Fecha:

Hay seis soluciones acuosas, cinco de los sabores basicos (dulce, salado, acido, amargo y umami) y
una de agua. Pruebe las muestras de izquierda a derecha en el orden especificado abajo. Enjuague su
boca con cada muestra. Identifique el sabor de cada muestra. Enjuague su boca con agua entre cada
muestra y espere un minuto antes de proceder a la muestra siguiente. Anote la primera sensacion que

tenga y no la cambie ni vuelva a probar ninguna muestra por segunda vez.

Cdédigo de la muestra | Identidad
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Anexo 4. Papeletas de entrenamiento para catadores.

E. SCALING EXERCISES

(To be included with each of the prescreening questionnaires)

INSTRUCTIONS: MARK ON THE LINE AT THE RIGHT TO INDICATE THE PROPORTION
OF THE AREA THAT IS SHADED.

EXAMPLES.
O None | # | Al
A None ,.'/ { All
1. A None | { All
2. ‘ None } { All
3.
None | { All
4.
None | { All

© 1999 by CRC Press LLC
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Anexo 4. Continuacion...

5.
6.
@> None |
i - o
8.
- None |
10. (D None }
Prescreening questionnaire: scaling exercise. The answers
1. 7/8 6.
2. 1/8 7.
3. 1/6 8.
4. 1/4 9.
5. 7/8 10.

© 1999 by CRC Press LL.C
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are:

1/8
3/4
1/8
1/2
1/2

All

All

Al

All

Al

All



Anexo 5. Papeleta para analisis del perfil sensorial del yogurt

Cédigo de Producto

Por favor, observe, huela y coloca la muestra en tu boca. Seleccione entre la lista de términos,

todos aquellos que considere describen la muestra que se le presenta.

Apariencia Olor Sabor/gusto intensidad
global
] Homogénea | Acido | Acido
" | Color blanco " | Dulce " | Dulce
| Color amarillento || Cremoso " | Salado
" Sinéresis " | Oxidado ] Amargo
|| Fermentado
" | Cremoso
Textura " | Oxidado
] Espeso R
] Homogéneo
| Suavidad
" | Recubrimiento bucal
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