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Resumen

Considerando que en la naturaleza existen compuestos antioxidantes que pueden inhibir los
procesos de Oxido reduccion en el organismo humano, es importante evaluar el papel de los
antioxidantes naturales que contrarresten dichos procesos. Estudios han demostrado que
extractos de acetona derivados de la cascara del tejocote posee un contenido quimico con una
fuerte actividad antioxidante, probados en varios modelos in vitro. Por lo tanto, se espera que
sometido a un proceso bioldgico de fermentacion, conserve esta propiedad. El propoésito de
este trabajo fué evaluar la actividad antioxidante en una bebida alcohdlica fermentada de
tejocote (Crataegus mexicana) e identificar los metabolitos bioactivos antioxidantes por las
técnicas DPPH, ABTS, TBARS, asi como la identificacion de los metabolitos HPLC- masas.
La bebida alcohdlica fermentada de tejocote (Crataegus mexicana) alcanz6 12% Alc. Vol., el
porcentaje de la actividad antioxidante evaluada por el método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) conservé un 84 + 3.65 %, 95.32 + 3.35 % por ABTS (Acido 2,2 azinobis-3-
etilbenzotiazonil-6-sulfonico) y 95.32 32 + 0.02% de inhibicién de lipoperoxidacion en
TBARS. El metabolito identificado en la bebida fermentada de tejocote, presenta una relacion
de masa carga de 577 m/z, la cual, mediante una busqueda bibliografica coincidié con
Procianidina B2. Con base en los resultados anteriores, es posible concluir que el fruto de
tejocote (Crataegus mexicana) sometido a un proceso biologico de fermentacion, es capaz de

conservar la actividad antioxidante.
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1. INTRODUCCION

De manera habitual el oxigeno, se encuentra en su forma mas estable con los electrones que
forman el enlace (p), antienlazante con el mismo espin, y se le conoce como estado triplete.
Sin embargo, por razones puramente quimicas, enzimaticas o por efecto de las radiaciones
ionizantes, se pueden producir una serie de especies quimicas o substancias prooxidantes
(moléculas o radicales libres altamente reactivos), que son capaces de dar lugar a multiples
reacciones con otros compuestos presentes en el organismo, que llegan a producir dafio
celular. El estrés oxidativo, se define, como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes
que producen la pérdida del balance entre radicales libres y los antioxidantes encargados de

eliminar dichas especies quimicas, a favor de los radicales libres (Konigsberg, 2008).

Para contrarrestar los efectos de los radicales libres, las células producen su propio sistema
antioxidante por medio de enzimas. Se ha demostrado en estudios clinicos, que el consumo de
antioxidantes naturales de frutos y vegetales disminuye el estrés oxidante como: extractos de
manzana con alto contenido de polifenoles, de igual manera con suplementos alimenticios
ricos en antioxidantes (Céspedes y cols., 2008). Otro ejemplo, es el fruto de tejocote
(Crataegus mexicana) en el que se ha evaluado la accion antioxidante de extractos de acetona
y metanol de la cascara de tejocote (Méndez y cols., 2013) asi como valoracién del extracto de
tejocote en la inhibicion de la lipoperoxidacion en eritrocitos humanos (Banderas y cols.,
2015).

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y cerveza.
Aunque diversos estudios indican que algunos flavonoides poseen acciones prooxidantes,
éstas se producen solo a dosis altas, constatandose en la mayor parte de las investigaciones la
existencia de efectos antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel protector frente a
enfermedades cardiovasculares. El vino tiene un alto contenido en compuestos polifendlicos,
aproximadamente se conocen unos 500, la mayoria de los cuales provienen de la uva y del

proceso fermentativo (Formica y cols., 1995).



La cerveza también contiene importantes cantidades de flavonoides entre los que destacan los
polihidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antociandgenos (leucocianidina o
leucopelargonidina) y los flavonoles (grupo de quercitinas: kaempferol o mirecitina) (Roos y
cols., 2002).

Con base en lo anterior, en este proyecto evalud in vitro la capacidad de atrapamiento de
radicales libres y la inhibicion de la lipoperoxidacion del fruto de tejocote, (Crataegus
mexicana) sometido a un proceso bilogico de fermentacion alcoholica. También se determind
el medio iddneo para desarrollar la fermentacion alcohdlica, sea un medio artificial o natural,
el cual brinde buen sabor, olor y aroma; asi como la identificacion de el metabolito
antioxidante polifenilico Procianidina B2. La hipotesis de este estudio, es que el fruto crudo de
tejocote (Crataegus mexicana) presenta actividad antioxidante en varios modelos de
cuantificacion de forma consistente, por lo que se espera que la fermentacién alcohdlica del

fruto conserve la actividad antioxidante.



1.1 Estrés Oxidativo

Dentro de los procesos de obtencion de energia de los alimentos en el ser humano, se
involucran procesos oxidativos- enzimaticos a nivel mitocondrial, (pérdida de electrones por
parte de los alimentos y ganancia de electrones por parte del oxigeno molecular). Su
produccidn se realiza principalmente, en la ubiquinona (coenzima Q), y el complejo I, NADH
deshidrogenasa. Durante el proceso de reduccidn- oxidacién se generan Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO), se inicia con el Oy, el cual acepta un electron para dar origen al anion
superoxido (O27) -poco reactivo con otros compuestos, como hierro libre, centros de hierro-
azufre de varias proteinas, 6xido nitrico, en menor grado reacciona con glutation y ascorbato,
no reacciona con NAD(P) H, bases nitrogenadas del ADN, aminoacidos de las proteinas y
lipidos- posteriormente esta especie capta dos electrones y dos protones para dar origen al
peroxido de hidrégeno H20- el cual al adicionarse un electrén y un proton mas, genera una
molécula de agua y un radical hidroxilo (HO) el cual, es el radical libre derivado del oxigeno
mAs agresivo que se conoce Y esto debido a que no tiene forma resonante electronica alguna.
Para neutralizar estas reacciones que causan dafo, es importante que el sistema de defensa
natural del cuerpo incluya varias enzimas y compuestos no enzimaticos como proteinas de
transferencia, que secuestran metales prooxidantes que inhiben la aparicidn de las reacciones
de oxido-reduccion. En términos fisiolégicos normales, debiera existir un equilibrio entre
oxidantes y antioxidantes. Lo que inicia como una produccion fisioldgica de oxidantes, debido
a produccién continua de productos secundarios de la respiracion (EROS). Este fendmeno
desencadena una respuesta, considerada normal, con la presencia de antioxidantes;
principalmente enddgenos. Este mecanismo de neutralizacion tenderia a encontrar un
equilibrio. Sin este, ya sea por el exceso de oxidantes o por la incapacidad del sistema
antioxidante, se considera un estado de estrés oxidante. El dafio oxidativo corresponde a la
modificacion (estructural y funcional) que el exceso de radicales libres ocasionan a las
moléculas como ADN, proteinas y lipidos de la célula. Diversos factores enddgenos y
exogenos incrementan al estrés oxidativo y sus efectos en el organismo. Por ello, es
importante la distincion entre estrés oxidante, el cual es una situacion reversible, y el dafio

oxidativo como irreversible (Méndez y cols., 2014).



1.2 Radicales libres

Desde el punto de vista quimico, los radicales libres, son especies con deficiencia de un
electrén, dependiendo de la estructura; algunos radicales pueden ser muy inestables y buscan
combinarse con otras especies que tengan alta disponibilidad de electrones para asi lograr su
estabilidad. Durante los procesos de obtencion de energia en forma de ATP por oxidacién de
los alimentos se generan los radicales libres, el oxigeno acepta cuatro electrones para obtener
como producto de oxidacién agua 'y ATP (Geronikaki y cols., 2006).

Los radicales libres de oxigeno causan dafio oxidativo y este se ha visto implicado en la
patologia de méas de cien enfermedades cronico degenerativas como; céancer, aterosclerosis,
sindrome metabdlico, inflamacion cronica (Céspedes y cols., 2000). La vida del radical es
muy corto (milisegundos), pero este proceso continla como una reaccién en cadena generando
un desequilibrio en el cuerpo, en el siguiente cuadro se presenta el tiempo aproximado en que
los radicales permanecen sin reaccionar. En un organismo normal la combustion quimica del
metabolismo aerobio produce sustancias oxidantes altamente reactivas, tales como; anion
superoxido Oy, peroxido de hidrogeno H202, pueden ser generados por factores como la
contaminacion ambiental, consumo de tabaco, alimentos procesados, medicamentos o por la
exposxicion a pesticidas. Actualmente se sabe que el estrés celular contribuye a procesos
inflamatorios y difusién endotelial, considerando este ultimo como el factor de riesgo
principal de enfermedades cardiovasculares (Lien y cols.,2008). En la tabla 1, se puede

observar la vida media de los principales radicales libres derivados de oxigeno.



Tabla 1. Tiempo aproximado de la vida media de los radicales libres (Lien y cols., 2008).

Especie Vida media (seg)
Oxigeno molecular 0 >10?

Oxigeno singulete 10O, 10°

Anidn superoxido 02~ 10

Radical hidroxilo HO 10°

Radical peroxido ROO 7

Radical alcoxilo RO 10

Oxido nitrico NO 1-10

Peroxinitrico ONOO 0.05-1

Sin embargo, también tienen funciones protectoras en procesos de lesion ya que estos protegen
a los tejidos dafiados contra ataques de agentes patdgenos y asi evitar infecciones, este
mecanismo de proteccidn es utilizado por los linfocitos y macrofagos, es decir; las células
anteriores generan y usan como herramienta a los radicales libres contra la membrana celular
de las bacterias generando la lipoperoxidacion. El proceso defensivo anterior es altamente
eficiente y selectivo, sin embargo al tener desequilibrios en la neutralizacion de los radicales
se generan procesos inflamatorios crénicos, dafio a la célula por oxidacion de su pared y
desorden de tipo enzimatico generalizado (Lien y cols.,2008).

Otras fuentes de produccion en el ser humano, provienen por el humo de cigarro, ya que la
combustion del tabaco, generan productos altamente oxidados, dando origen a radicales
derivados del nitrogeno, azufre y oxigeno (ERO), los heteroatomos (N, S, O) forman radicales
muy reactivos, los cuales se estabilizan con moléculas de alta densidad electronica por
ejemplo, lipidos, proteinas, ADN. En general el ser humano esta expuesto a estos radicales
libres de manera intensiva, incluso en el ambiente, por ejemplo, el proceso de foto-proteccion
atmosfeérica de los rayos de alta energia emitidos por el sol, el sistema foto-protector de ozono-

oxigenos generan ERO en forma de radicales. Por otra parte, los antioxidantes son moléculas



capaces de mitigar estas reacciones, donando electrones y asi volviendo a las ERO menos
reactivas en el organismo humano (Méndez y cols., 2014).

1.3 Mecanismos de formacion de radicales libres

Se producen generalmente en la célula a través de reacciones de transferencia de electrones,
con o sin participacion enzimatica, pero mediada por iones metalicos de transicion; tal es el
caso del radical OH: que es generado siempre que el H>O; entra en contacto con los iones
cobre (Cu) o hierro (Fe); ya que el H202 y los complejos metélicos estdn presentes en
humanos, es légico asumir que él OH- puede ser formado in vivo. Los mecanismos de
formacion son tres;1. Transferencia electronica, en la que se produce la secion de un electron a
una molécula. 2. Pérdida de un proton de una molécula. 3. Ruptura homolitica de un enlace
covalente de cualquier molécula, de manera que cada fragmento obtenido conserva uno de los

electrones apareados del enlace (Loh y cols., 2006).

Por otra parte, méas del 95% del O2 consumido por las células en nuestro organismo es en un
sistema acuoso, el citocromo oxidasa mitocondrial, lo reduce completamente a H.O durante la
respiracion mitocondrial, pero un pequefio porcentaje (<5%) es convertida a ERO. Una vez
formado el radical en reaccion de iniciacion, éste tiene la capacidad de capturar el electron de
cualquier compuesto, origindndose nuevos radicales, lo cual constituye la reacciéon de
propagacion en cadena que puede amplificarse tanto, que llegue a afectar los tejidos
corporales. ElI mecanismo de la cadena transportadora de electrones en la membrana
mitocondrial, que constituye la via de formacion de radicales libres derivados del oxigeno
(Martinez, 1998).



1.4 Clasificacion de los radicales libres
Los radicales libres de oxigeno se clasifica de la siguiente forma:
1.- Inorganicos o primarios. Se originan por tranferencia de electrones sobre el atomo de

oxigeno, representan por tanto distintos estados en la reduccidn de este y se caracterizan por
tener una vida media corta; siendo el anion superéxido (O27), el radical hidroxilo "OH (Kodja

y cols., 1999).

2. Orgénicos o secuandarios. Se pueden originar por la transfrencia de un electron de un
radical primario a un atomo de una molécula organica o por la reaccién de dos radicales
primarios entre si, poseen una vida media un tanto mas larga que los primarios; los principales

atomos de las biomoléculas son: carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre. Por ejemplo, 6xido
nitrico (NO") (Kodja y cols., 1999).

3. Intermediarios estables relacionados con los radicales libres de oxigeno. Son generadoras de
estas sustancias o resultan de la reduccion o metabolismo de ellas, entre las que estan el
oxigeno, peroxido de hidrogeno, acido hipocloroso, peroxinitrito, los perdxidos organicos
(Kodja y cols., 1999).

1.5 Antioxidantes naturales

En la naturaleza, las plantas y animales que sirven de alimentos al ser humano contienen altos
niveles antioxidantes. En afios recientes se ha dado mayor importancia al consumo de frutas y

vegetales por su contenido de antioxidantes (Torres y cols., 2011).

Recientes estudios, han demostrado que una dieta rica en frutas y verduras genera menor
riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas, como cataratas, asma y bronquitis. Esto
debido a la presencia de antioxidantes, que son moléculas capaces de donar electrones, sea de
forma enzimatica o directa, teniendo como producto final, especies mas estables y no reactivas
a moléculas del ser humano. Por ejemplo, vitaminas C y E, carotenoides, flavonoides, selenio,

etc., que interfieren con el dafio oxidativo al ADN, proteinas y lipidos (Torres y cols., 2011).



Los extractos de manzana con alto contenido de polifenoles flavonoides, inhiben la
lipoperoxidacion en plasma humano (Valero y cols., 2011).

1.6 Clasificacion de los antioxidantes

Si bien existen diferentes formas de clasificar a los antioxidantes, destacan los bio-sintetizados
y los que se obtienen a través de la dieta.

Antioxidantes exdgenos: vitamina E, vitamina C, B-carotenos, vitamina A, Selenio y Zinc los
cuales deben ser aportados en nuestra alimentacion diaria, actdan en las fronteras celulares,

encerrando los radicales libres antes de producir dafio (Shigh, 2008).

Antioxidantes enddgenos o enzimaticos: Superoxido dismutasa; destruye y bloquea
produccién de radicales libres a partir del oxigeno. Glutation peroxidasa; bloquea la
produccion y destruye radicales procedentes de las grasas. Catalasa: Regula la produccion de
peroxido de hidrogeno (Shigh, 2008).

1.7 Flavonoides: polifenoles

Los fenoles son un grupo de compuestos no esenciales en la dieta, pero su bioactividad esta
relacionada con su capacidad de quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y neutralizar radicales
libres. Los antioxidantes del tipo polifendlicos, se encuentran cominmente en vegetales, pero
sus concentraciones son mas altas en las frutas. Los polifenoles pueden actuar como
antioxidantes mediante la depuracion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, mediante
la quelacion de iones metélicos de transicion con actividad redox. También pueden tener
efecto antioxidante indirecto por la inhibicion de enzimas pro-oxidantes e induccién de

enzimas antioxidantes (Coimbra y cols., 2006).



1.7.1 Estructura

Los flavonoides (flavus= amarillo) presentan complejas y variadas estructuras fenolicas. Se
consumen regularmente un promedio de 23 mg/dia, siendo facilmente absorbidos por el
humano los flavonoides glicosilados que las agliconas. Se encuentran en plantas y vegetales,
resposables del color de frutos y hojas. Sustancias con bajo peso molecular son fenil-benzo-
pironas (fenil cromonas), con variedad de estructuras basadas en un nicleo comin de tres
anillos con varias sustituciones. Se subdividen de acuerdo a la presencia de un grupo oxi
(oxigeno) en la posicion 4, una doble union entre los atomos de carbono 2 y 3, 0 en un grupo
hidroxilo en posicion 3 C del anillo (medio). Son tipicos compuestos fendlicos y por tanto
actian como potentes quelantes de metales y radicales libres, siendo potentes antioxidantes.
De igual forma se han utilizado para tratar el alcoholismo, enfermedades cardiobasculares,
enfermedades cronicas, metabolicas y secuelas (Middleton y cols., 2000).

Su absorcion en el organismo se debe a una ruptura de sus anillos por efecto de los
microorganismos intestinales, produciendo demetilacion y dehidroxilacion de los &cidos
fenolicos (derivados del acido cinamico y fenoles simples), los microorganismos intestinales
también poseen glicosidasas capaces de romper los flavoniodes glicosilados en azlcares
resuduales. Los flavonoides también participan en reacciones de oxido-reduccion (Redox),
como en la metilacién, glucoronidacion, sulfonacién. Por lo anterior, su absorcion puede ser
limitada y su deteccion en plasma también, ya que pueden ser degradados a sus subproductos.
La aglicona diosmetina y quercetina pueden ser detectadas en plasma, pero no en orina, por lo
que estos metabolitos también sufren degradacion en higado y posiblemente en otros érganos.
De esta manera, es mas conveniente suplementar una dieta con flavonoides glicosilados que
con agliconas. Los efectos de los flavonoides en el sistema enzimatico de las células animales
ha sido documentado por varias investigaciones (Middleton y cols., 2000). A continuacion

tenemos los siguientes:

Kinasa: la proteina quinasa C (PKC) y la proteina tirosina quinasa (PTK) son inhibidas in vivo

por ciertos flavonoides como la quercetina.

Fosfolipasa Az: es inhibida por la quercetina, quercetagenina, kaemferol y escutellareina.



ATPasa: La quercetina inhibe el transporte de Ca?* a través de la membrana del eritrocito.

Lipo-oxigenasa: algunas benzoquinonas y flavonoides como la baicaleina inhiben estsos
sistemas quelando la lipo-oxigenasa.

Adenil ciclasa, transcriptasa, glutation S-transferasa, hialuronidasa, aldehido y alcohol
deshidrogenasa, amilasa, ADN y ARN polimerasa, citocromo P450, son inhibidas por

flavonoides de direfentes tipos.

Linfocitos, células NK, macrofagos y monolitos, mastocitos y basofilos, neutrofilos,
eosinofilos y plaquetas, células endoteliales, células musculares, cardiacas, nerviosas.- Los

flavonoides actian como potentes antioxidantes en estas células.

Efectos enddcrinos y metabolicos: Los flavonoides actdan inhibiendo o incrementando el

efecto de las hormonas.

Efectos antivirales: Quercetina, morina, rutina, texifolina, apigenina, catequina, entre otros

tienen efecto antiviral, incluyendo VIH.

Efectos antitoxicos, hepatoprotectores y citroprotectores: Silimarin protege contra la
peroxidacion lipidica y hemolisis en eritrocitos de rata, también disminuye la actividad de la

superdxido dismutasa (SOD) en eritrocitos de pacientes alcoholicos.

Actividad antioxidante: Las ERO pueden ser depuradas e inhibidas por la vitamina A, E' Y -
caroteno gue son excelentes antioxidantes, asi como gran nimero de flavonoides (Middleton y
cols., 2000).
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1.8 Estructuray funcion de los flavonoides

Debido a su composicién molecular los flavonoides pueden funcionar como: agente reductor y
quelante de metales, inhibidor de las ERO, antioxidante rompiendo la cadena de oxidacion,
evita la formacion de oxigeno singulete, protector de acido ascorbico, que a su vez protege a
los flavonoides contra la degradacion oxidativa. Los flavonoides reaccionan con el OH , y
rompen la cadena de oxidacion , siendo muy importantes en la conservacion de tocoferoles en
membranas bioldgicas. En todos estos casos, la quercetina parece ser un eficiente inhibidor de
radicales libres, siendo miricetina la mas activa (Middleton y cols., 2000).

OH
a) Fenol b) Pirocatecol
o HO OH
HO OH
C) Pirogalol d) Resorcinol
OH
HO OH
e) floroglucinol f) Hidroguinona
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HO OH
OH

g) Acido galico h) Flavona

Figura 1. La estructura basica esta dada por su anillo fenolico (a) y de acurdo a su nimero de anillos y radicales
OH se forman otro tipo de flavonoides polifendlicos b) pirocatecol, c) pirogalol, d) resorcinol, e) floroglucinol, f)
hidroguinona, g) acido galico, h) flavona (Middleton y cols., 2000).

1.9 Inhibicion de la lipoperoxidacion por accion de los flavonoides

La peroxidacion lipidica puede ser inhibida por los flavonoides, actuando como fuerte
inhibidor del O, (Bauman y cols.,1980) y atrapador de 'O, . Parece que por si solo, no es
capaz de iniciar la lipoperoxidacion , siendo el HO? (la forma protonada de O%) la que
aparentemente lo hace en los acidos grasos poliinsaturados aislados. El papel del O>~ parece
ser menor en la lipoperoxidacién. Esto parace ser iniciado por el OH y radicales metalicos
libres perferril y ferril. La peroxidacion lipidica podria ser detenida en su estado de iniciacion,
inhibiendo los radicales libres, mientras que la cadena de propagacion puede ser interceptada
por inhibidores de radicales hidroxilo (PL) como son los antioxidantes fenolicos (figura 2a).
Asi como, la fase de terminacion del radical lipidico (L), del radical lipoperdxido (LOOY), y
del radical alcoxil (LO') (figura 2b) (Halliwell y cols., 1990).

a) LOO + FL OH —>LOOH+FL O’
Donde FI-OH es el flavonoide

by Loo /L' /LO'+ AOH —> LOOH/LH/LOH + AO’
Donde A-OH es el flavonoide (fenol) y AO es el radival fenoxil

Figura 2. a) Reaccion antioxidante que rompe la cadena de peroxidacion por accion de los flavonoides. b)
Formacién de la reiniciacion de la peroxidacion li"pidica e inducida por iones metélicos (Halliwell y cols., 1990).
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Como cualquier molécula rica en electrones, los flavonoides pueden presentar autoxidacion.
Por ejemplo, quercetina y miricetina. Esta genera la produccion de O2, H,0O, y OH. Efectos de
interés en el contexto de su capacidad de citotoxicidad (Canada y cols., 1990).

1.10 Técnicas de separacion

1.10.1 Tecnicas de Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) el compuesto pasa por la columna
cromatografica a través de lafase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias
particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el
bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a analizar
es introducida en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que
adelantan por la columna. El grado de retencion de los componentes de la muestra depende
de la naturaleza del compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil.
El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de
retencion y se considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una
determinada fase movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de
cromatografias incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y
reduce asi su difusion dentro de la columna mejorando la resolucién de la cromatografia. Los
disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. El agua puede contener
tampones, sales, 0 compuestos como el acido trifluoroacético, que ayudan a la separacién de
los compuestos. Una mejora introducida a la técnica de HPL, es la variacién en la
composicion de la fase movil durante el analisis, conocida como elucion en gradiente. Un
gradiente normal en una cromatografia de fase inversa puede empezar a un 5%
de acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos. El gradiente
utilizado varia en funcion de la hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los
componentes de la muestra como una funcion de la afinidad del compuesto por la fase movil
utilizada respecto a la afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo utilizando un gradiente

agua/acetonitrilo los compuestos mas hidrofilicos eluiran a mayor concentracion de agua,
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mientras que los compuestos mas hidrofobicos eluirdn a concentraciones elevadas de
acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una serie de pruebas previas con tal de optimizar
el gradiente de forma que permita una buena separacion de los compuestos (Castro y cols.,
2004).

1.10.2 Espectrometria de masas

Es una técnica microanalitica usada para identificar compuestos desconocidos, cuantificar
compuestos conocidos, y para elucidar la estructura y propiedades quimicas de las
moléculas. Requiere cantidades pequefias de muestra y obtiene informacion caracteristica
como el peso molecular y algunas veces la estructura del analito. En la espectrometria de
masas la muestra es ionizada (y por tanto destruida) usando diversos procedimientos para
ello. De todos ellos el més usual y/o utilizado es la técnica denominada de Impacto
Electronico consistente en el bombardeo de la muestra (previamente vaporizada mediante el
uso de alto vacio y una fuente de calor) con una corriente de electrones a alta velocidad.
Mediante este proceso, la sustancia pierde algunos electrones y se fragmenta dando
diferentes iones, radicales y moléculas neutras. Los iones (moléculas o fragmentos cargados)
son entonces conducidos mediante un acelerador de iones a un tubo analizador curvado sobre
el que existe un fuerte campo magnético y conducido a un colector/analizador sobre el que se
recogen los impactos de dichos iones en funcion de la relacion carga/masa de los mismos.
Cada compuesto es Unico, y cada uno de los compuestos se ionizara y fragmentara de una
determinada manera, y en este principio se basa la espectrometria de masas para identificar
cada analito. Con la espectrometria de masas se proporciona informacion acerca de la
composicion elemental de las muestras, de las moléculas inorganicas, organicas y biologicas,
cualitativa y cuantitativa de mezclas complejas, estructura y composicion de superficies
solidas y relaciones isotopicas de atomos en las muestras (Hoffman y Stroobant, 2007).
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1.11. Vino tinto: bebida alcohélica fermentada

Sus vestigios datan en Mesopotamia, Armenia, Egipto y Grecia. La etapa fundamental que
constituye la fermentacion alcohdlica del jugo de uva permanecid sin explicaciéon y por lo
tanto sin control. La elaboracion de los vinos se ha beneficiado de los progresos tecnoldgicos
y de la mejora de los conocimientos bioquimicos y biotecnoldgicos; seleccion de las cepas,
optimizacion de los parametros de las fermentaciones, material de fermentacion vy filtracion,
etc. Segun el tipo de vino deseado, el jugo de la uva puede ser objeto de varias fermentaciones.
La fermentacion alcohdlica; etapa inicial de toda vinificacion, permite transformar los
azucares de la uva en alcohol, anhidrido carbénico y diferentes compuestos que contribuiran al

aroma del vino (Lichine, 1980).
1.11. 1 Composicion y propiedades del vino tinto

La fermentacion alcohdlica constituye una de las etapas esenciales de la vinificacion, conjunto
de procesos que permite transformar el mosto de uva en vino. El mosto de uva, producto
obtenido de los frutos de uva, constituye un excelente medio de cultivo para las levaduras. La
riqueza en nitrégeno varia segun la composicion del terreno en el que se haya cultivado la uva
y segun su madurez. El pH se sitda generalmente entre 3,0 y 3,5. EI mosto contiene un cierto
namero de vitaminas, principalmente tiamina, riboflavina, piridoxina, &cido pantoténico, acido

nicotinico, biotina e inositol (Borgeois, 1995).
1.11.2 Los componentes fendlicos del vino tinto

Diferentes compuestos fendlicos esenciales para la calidad del vino, proceden de los granos de
uva como las antocianinas principalmente en la uva negra, flavonas en la uva blanca, taninos
que aportaran al vino mayor o menor astringencia segun su grado de polimerizacién. Los
residuos del tratamiento de los vifiedos, tales como los pesticidas, pueden igualmente tener
una accion inhibidora sobre la fermentacion alcohdlica. Un exceso de maduracion de la uva
provoca la disminucion del nitrégeno asimilable y una inhibicion por alcohol al final de la

fermentacion. La fermentacion alcohdlica se lleva a cabo por implantacién de cepas puras de
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levaduras pertenecientes generalmente a la especie Saccharomyces cerevisiae (Borgeois,
1995).

1.11.3 Preparacion del mosto

Contrariamente a lo que es comun en la mayor parte de las industrias de fermentacion, no se
procede a una esterilizacion del jugo de uva para destruir los microorganismos propios de la
uva. Ya que, esta operacion tendria como resultado la destruccion o modificacion de los
aromas del fruto. A partir del prensado, el jugo se trata generalmente en continuo con SO que
tiene como objetivo principal la limitacion de la oxidacion de los mostos. Este tratamiento
tiene el objetivo de limitar el desarrollo de los microorganismo propios del jugo, a lo largo de
los tratamientos de filtrado que precedera al comienzo de la fermentacion del mosto. Las
principales cepas contaminantes pertenecen a los géneros siguientes: Hanseniaspora,
Saccharomyces, Candida, Kloeckera, Rhodotorula, Torulopsis. Se han desarrollado
ampliamente las levaduras secas activas, (L.S.A) para sembrar el cultivo puro del mosto

filtrado. Generalmente se emplean secas o liofilizadas (Borgeois, 1995).
1.11.4 Desarrollo de la fermentacion del vino tinto

La fermentacion puede durar méas de un mes si se realiza a baja temperatura 10° C, en un
mosto que contenga entre 160 y 180 g/L de azucar. Si la mayor parte del azicar se transforma
en alcohol y gas carbdnico, aproximadamente un 10% se utilizara en otras vias tales como la
fermentacion gliceropiruvica y para la sintesis de diversos productos secundarios, tales como
el &cido succinico y acético, 2-3 butanodiol, acetilmetilcarbinol. La mayor parte de las
dificultades que se encuentran durante la transformacion del mosto en vino son debidas a
fermentaciones lentas, o a finales de fermentacion dificiles. Estos problemas son debidos a la
gran concentracion de azucar del mosto al principio de la fermentacion y sobre todo a nivel
elevado de alcohol al final de la fermentacion. Paralelamente, los toneles de roble y las cubas
de cemento vitrificado y acero esmaltado han desaparecido progresivamente para dejar paso a
las cubas de acero inoxidable. Por una parte una limpieza y un mantenimiento mas facil y por
otra parte un control de las temperaturas de fermentacion. El instrumento empleado para medir

el total de sacarosa (azucar) disuelta en jugos de vinos es el refractometro, y se representa
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como grados Brix (° Bx). Una solucion de 25 ° Bx tiene 25 gramos de azlcar (sacarosa) por
100 gramos de liquido o, dicho de otro modo, hay 25 gramos de sacarosa y 75 gramos de agua
en los 100 gramos de la solucion. Los ° Bx miden la gravedad especifica de un liquido
(Boulton y cols., 1996).

1.11.5 Caracterizacion de las cepas de levaduras

Las cepas utilizadas para la fermentacion alcoholica pertenecen esencialmente al género
Saccharomyces, y la mayor parte a la especie Saccharomyces cerevisiae, se caracterizan por la
capacidad de fermentar una cantidad importante de azlcar 200 g/L con finales de
fermentacion en medios ricos en alcohol de entre 10 y 13 % (Bourgeois, 1995).

1.11.6 La fermentacion malo-lactica

Representa la transformacion de acido malico en &cido lactico y gas carbdnico. Esta des-
carboxilacion conlleva una sedimentacion del vino y permite la eliminacién de la acidez
malica inestable. Esta degradacion se obtiene por la accidén de bacterias lacticas anaerobias.
Ademas de una desedificacion, dota al vino de una estabilidad bioldgica mayor en presencia

una cantidad débil de anhidrido sulfuroso (Bourgeois, 1995).
1.11.7 Inhibicion del crecimiento bacteriano

Se desarrolla generalmente en el vino tras la fermentacion alcohdlica. El vino es un medio
muy desfavorable para el crecimiento de las bacterias lacticas, ya que los principales factores
fisicoquimicos se encuentran en el limite de crecimiento bacteriano. La temperatura al final de
la fermentacidn alcohodlica es a menudo inferior a 20° C, y en ciertos casos proximos a 10 ° C,
mientras que el optimo se situara alrededor de 25°C. El pH del vino es muy bajo: de 3,0 a 3,5
segun las regiones mientras que el optimo esta entre 4,5 y 4,8. El nivel de etanol en el vino es
de 10 a 13 %. A estos niveles, el desarrollo de la mayor parte de las cepas de bacterias lacticas
se encuentra bloqueado o inhibido. El anhidrido sulfuroso utilizado tras el prensado de la uva
y en otras operaciones enoldgicas como antioxidante, tiene también un papel bactericida

importante (Bourgeois, 1995)

17



1.12 La cerveza: bebida alcohdlica fermentada

Otro tipo de bebida fermentada que se ha probado la presencia de actividad antioxidante, es la
cerveza. Dicha propiedad es atribuida principalmente de la malta y lapulo. La cerveza es
fundamentalmente una bebida fermentada de cereales. Sus origenes son muy antiguos ya que
los sumerios ya la consumian 7.000 afios antes de Cristo. La historia ha dado pruebas de su
consumo en Babilonia, Mesopotamia y en el Egipto de los faraones. Parece que en una de sus
formas primitivas fue una especie de pan fermentado. La fabricacion de la cerveza a partir de
la cebada, un cereal cultivado en climas muy variados, permitié su extensién fuera el mundo
mediterraneo. Los celtas contribuyeron a su progreso utilizando granos germinados. La
“cerevisie” era la bebida nacional de los galos y permaneci6 incluso tras la ocupacién romana
que fomentd el consumo del vino; su fabricacion correspondia a las mujeres al igual que la
coccion del pan. Posteriormente hacia el siglo X aparecieron cervecerias artesanales, en
Normandia, Alsacia Flandes y en otras regiones de Europa. La innovacion consistira, a lo
largo de los siglos siguientes, en la aromatizacion del producto dulzon, resultante de la
fermentacion del extracto de cereales con la ayuda de diversas plantas aromaticas amargas,
hasta que el lGpulo, utilizado desde el siglo XI, se impone alrededor del siglo X1X que conocio
la industrializacién de la fabricacion y el uso. Durante la segunda mitad del siglo XX
corresponde a una nueva fase evolutiva muy importante para la industria cervecera,
consistente en la concentracion de la produccion en un pequefio nimero de unidades, en la
puesta a punto de instalaciones gigantes, en una cierta aceleraciéon de las transformaciones
bioquimicas que intervienen en la produccion. Actualmente los avances de la genética
comienzan a tener éxito en el area cervecera, probablemente en los proximos afios se
aplicarian importantes innovaciones relativas al componente microbiolégico de la fabricacion
(Vogel, 2011).
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1.12. 1. Fabricacién y materia prima para la elaboracion de la cerveza

La fabricacién de la cerveza consiste esencialmente en fermentar el jugo azucarado extraido
de los cereales y aromatizado por el lupulo. La malta es el producto de la transformacién en
cebada especialmente seleccionada. Esta transformacion comprende sucesivamente: una
imbibicidn que rehidrata los granos, una fase de germinacién controlada que causa la aparicion
de diversas enzimas, concretamente amilasas y proteasas, y al final una desecacion y una
torrefaccion (calentamiento breve) que estabilizan el grano de malta y su contenido enzimatico
encargado de llevar a cabo a lo largo del malteado de la hidrélisis en moléculas de sacarosa
del almiddn de la malta. Por razones econdmicas a menudo también en sustitucion parcial de
la malta, “granos crudos”, es decir, cereales no germinados tales como maiz, arroz, trigo,
cebada, donde el almidén serd hidrolizado por los enzimas de la malta hidrolizada
simultaneamente. El Iupulo tiene el papel de contribuir al aroma, concretamente aportando el
amargor y también de inhibir a los contaminantes por sus propiedades antisépticas, se afiade
bien como inflorescencias femeninas nativas denominadas ‘“conos”, bien como polvos o
concentrados. La composicion del agua influye fuertemente en la calidad de la cerveza
producida, sin duda actuando sobre los procesos de extraccion, transformacién enzimatica y
precipitacion, pero hoy en dia puede ser adaptada en funcion del tipo de cerveza deseada
(Vogel, 2011).

1.12.2 El mosto y la fermentacién alcohdlica de la cerveza

Antes de iniciar el proceso de fermentacion alcohodlica, la malta se muele hasta formar una
harina con el fin de preservar las envolturas del grano que intervienen en la filtracién. Esta
harina se afiade al agua de la mezcla en la cuba para dar lugar a un macerado. Un aumento de
la temperatura a una velocidad apropiada con adecuados periodos de estabilizacion colocado a
las enzimas en condiciones favorables; en algunas horas el almidon se transforma en azucares
fermentables y las proteinas en péptidos y aminoacidos, que constituiran la fuente nitrogenada
necesaria para la levadura. El jugo obtenido por la filtracion del macerado se introduce en una
caldera donde se somete a ebullicion y despues se afiade el lGpulo; la coccion posterior extrae

e isomeriza las humulonas del lupulo y precipita las sustancias coagulables bajo la forma
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denominada “ruptura”. Su composicién depende de numerosos pardmetros, concretamente la
cantidad de malta y de los granos crudos utilizados, que determinan la concentracion en
materia. Por ejemplo, un mosto corriente de cerveza “lager” contiene alrededor de 120 g de
materia seca por litro, es decir, 85 g de azucares fermentables, 30 g de dextrinas no
fermentables, 2,5 g de aminoéacidos y el complemento de sustancias y minerales diversas.
Ahora bien, la fermentacion se desarrolla en dos fases: a) La fermentacion principal que dura
en principio de 5 a 10 dias a una temperatura comprendida entre 10 y 20° C y donde se
realizan las transformaciones bioguimicas mas importantes del mosto; termina con la
floculacién, es decir, la caida de la mayor parte de la levadura al fondo de las cubas (en
fermentacion “baja”). b) La fermentacion secundaria o “grande” que dura de 2 a 8 semanas a
una temperatura alrededor de 1°C y durante la cual la cerveza sufre transformaciones
bioquimicas sutiles que reafirman su afinado y tratamientos enzimaticos destinados a asegurar
su estabilidad coloidal al frio. Después la cerveza se filtra por una capa de diatomeas fdsiles
que la cifra y la hace brillante; en este punto se almacena a presion y en frio; finalmente se

pasteuriza y se almacena bien en botellas, o bien en toneles (Vogel, 2011).
1.12.3 La fermentacién primaria de la cerveza

Es la que asegura lo esencial de las transformaciones bioguimicas del mosto y concretamente
la transformacion de los azucares en el alcohol. Su desarrollo depende de las propiedades de la
cepa de levadura elegida, de su estado fisioldgico, de la dosis, de las condiciones de siembra y
de la temperatura. En lo que concierne al estado fisioldgico, es preciso que el fermento tenga
una elevada viabilidad. La siembra se realiza a dosis del orden de 500 g de levadura en pasta
por hL, que equivale aproximadamente a 1 g de materia seca por litro o bien 25 millones de
células por mL. La elevacion moderada de este nivel de siembra que puede acelerar la
fermentacion pero de forma limitada ya que, la concentracion de levadura producida es
proporcional a la concentracion del factor limitante del crecimiento, todo incremento en la
dosis conlleva una reduccién del factor multiplicador de la levadura y por tanto de su
actividad. Al mismo tiempo los incrementos excesivos de la dosis inoculada pueden tener
inconvenientes desde el punto de vista organoléptico. A lo largo de la fase de latencia de la

cerveza, que dura alrededor de 24 h, la levadura no se multiplica, si bien permanece activa: el
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oxigeno se elimina y se agota rapidamente, la absorcion de aminoécidos y péptidos comienza
y el porcentaje de nitrégeno en la célula aumenta, las sales minerales se absorben igualmente y
el pH desciende. Todo esto tiene lugar sin que comience apreciablemente la fermentacion ni el
crecimiento; la levadura lleva acabo los reajustes fisioldgicos necesarios para el reinicio del
crecimiento. Una buena atraccion del mosto en la siembra reduce esta fase, que por otra parte
esta practicamente ausente a partir de la primera generacion, cuando el indculo estd formado

de levadura resultante de una buena propagacion (Vogel, 2011).
1.12.4 Fase de crecimiento y fermentacion de la cerveza

El nimero divisiones celulares es muy reducido en cerveceria, debido posiblemente a la baja
tasa de sustancias nitrogenadas asimilables en relacion al indculo; para una siembra media de
1 g seco/litro, es decir 25 millones de células por mL, se producen generalmente dos
divisiones que elevan el nimero de células en suspension a aproximadamente 10 células por
mL. Dado el similar estado nutricional de las células al principio de la fermentacion, estas
divisiones son practicamente simultaneas. A lo largo de esta fase la fermentacion es activa, la
absorcion de los aminoacidos continta y el pH sigue descendiendo. A continuacién, seguira
una fase de fermentacion sin crecimiento, donde la masa celular continda creciendo debido a
la acumulacién de glucdgeno. Los aminoécidos estan practicamente agotados, el pH se
estabiliza; ésteres y alcoholes superiores aparecen al mismo tiempo que los azlcares se agotan
lentamente, degradados por la fermentacion. Al final de la fermentacion se produce un
fendmeno todavia poco conocido, la floculacién; las levaduras se agrupan en agregados y
sedimentan. Son recogidas, controladas y reutilizadas en breve tiempo para comenzar otra
fermentacion; se llevan a cabo controles de la pureza y de la viabilidad del fendmeno. Entre
los factores que influyen en el desarrollo de la fermentacidn se pueden citar, ademas de la
composicion del mosto, la oxigenacion y la temperatura. Es necesario por tanto airear el mosto
al principio de la fermentacion. Las necesidades varian en funcion de las cepas. Se suele
saturar el mosto al principio, es decir, se afiaden alrededor de 8 mg/L de O, pero el estudio de
las relaciones cuantitativas entre la oxigenacion de las levaduras y su tasa de lipidos ha
conducido recientemente la adicion de 30 mg de oxigeno por gramo de levadura seca. La

fermentacion secundaria que se desarrolla durante varias semanas a una temperatura alrededor
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de 1° C se manifiesta por transformaciones bioquimicas importantes cuantitativamente sino
por modificaciones sutiles, decisivas sobre el plano organoléptico, que constituyen el afinado.
Consisten esencialmente en: la densidad del producto, que refleja el agotamiento progresivo
de los azUcares fermentables; la concentracion en levadura, que disminuye bruscamente al
final de la fermentacion cuando se producen la floculacion; desaparicién de sustancias con
aromas y sabores desagradables tales como el acetaldehido, la acetoina, el acetolactato,
precursor del diacetilo; la aparicion de alcoholes esteres, subproductos del metabolismo de los
aminoéacidos, que contribuyen positivamente al aroma y sabor de cerveza; la precipitacion de
las combinaciones proteinas-taninos, que confieren a la cerveza su estabilidad posterior al frio
(Vogel, 2011).
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2. ANTECEDENTES

2.1 El Tejocote (Crataegus mexicana) y su actividad antioxidante

En la naturaleza podemos encontrar una amplia variedad de antioxidantes en diversos
alimentos, por ejemplo, vegetales y frutos. Clasificados como antioxidantes del tipo organicos,
como son; &cido ascorbico, derivados fendlicos, flavonoides, terpenoides, carotenoides. Estos
son sintetizados por plantas en forma de metabolitos secundarios antioxidantes, por medio de
la fotosintesis. Que a su vez brindan proteccion contra enfermedades cronicas. Conocer las
propiedades y contenido de las frutas, es el primer paso para su uso en condiciones
nutricionales Optimas. Dentro de esa diversidad poco explorada encontramos al tejocote, fruto

nativo de nuestro pais (Nieto y cols., 2008).

El nombre mas comun con el que se les conoce a las especies del género Crataegus mexicana
es el de “Tejocote” que se deriva del vocablo ndhuatl “Texocotl” que literalmente significa
fruta acida y dura (Cabrera, 1992). Comun en temporada decembrina, pero en algunas
regiones del pais se les encuentra todo el afio, cuando madura sus tonalidades varian de un
amarillo anaranjado al amarillo rojizo, aroméatico y de buen sabor (Higareda, 1995).
Actualmente su cultivo, es considerado de importancia econémica menor, se encuentra
distribuido principalmente en los estados de México, Puebla, Tlaxcala, Chiapas, Michoacan,
Hidalgo y Morelos. El Estado de México es uno de los tres principales productores de tejocote
a nivel nacional, con una produccién de 6 ton y 30 ha de produccion reportadas; en este
estado, existe una vasta region con zonas templadas, las cuales han sido sugeridas como
reserva de amplia variabilidad genética para el género Crataegus (Nieto y cols., 2008) (Figura
3).

23



Figura 3. Fruto de tejocote (Ozcan
2005).

Fruto rico en vitamina C, carotenos y sales minerales, entre ellas el calcio, fosforo, hierro, y
presenta un alto contenido de pectina (Higareda, 1995). Ademas del fruto, la raiz y las hojas
del tejocote se han empleado tradicionalmente para aliviar diversas enfermedades humanas,
entre ellas, padecimientos del corazén, del sistema respiratorio y del urinario (Nieto, 2008).
Los Frutos y flores presentan constituyentes con potencialidad antioxidante, entre ellos los

acidos epicatequina y clorogenico (Ozcan , 2005).

Los metabolitos secundarios antioxidantes de tejocote (Crataegus mexicana), son compuestos
organicos sintetizados por este, no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del
mismo, y se desarrollan mecanismos de neutralizacién de radicales libres. Ejemplo de
metabolitos secundarios presentes en el tejocote son los flavonoides, determinantes en el fruto
de tejocote, brindan color, proteccion a los rayos de alta energia solar y contra agentes

patogenos (Buer y cols., 2010).

Existen pocos trabajos en lo referente a la composicion, identificacion y contenido de
metabolitos secundarios antioxidantes de Crataegus mexicana. Sin embargo, en hojas, frutos,
raices y cortezas de otras variedades medicinales de Crataegus se han encontrado diversos
metabolitos secundarios como, flavonoides como la Rutina (figura 4a), Vitexina (figura 4b),
Ramnésido de vitexina (figura 4c), procianidinas oligoméricas de flavanoles, acidos fendlicos,

acidos triterpénicos, acidos organicos y esteroles, epicatequina (figura 4d) y catequina (figura
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4e). También contiene una cantidad de pectinas, resinas y taninos (Argueta y cols., 1994;

Ozcan y cols., 2005).

a) Rutina

GE

HO T CH z

¢) Ramnosido de vitexina

OH

e) Catequina.

d) Epicatequina

Figura 4 . Contenido de metabolitos secundarios antioxidantes de Crataegus mexicana (Argueta y cols., 1994;

Ozcan y cols., 2005).
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En estudios del fruto de tejocote, de variedades genéticas de Europa y Asia, se ha demostrado
la presencia de terpenoides, polifenoles (catequinas—principalmente epicatequina-,
proantocianidinas poliméricas y oligoméricas como la procianidina dimérica B>, cianidina-3-
O-galactésido, idaein y acido clorogénico), flavonoides (flavonol-O-glicosido como la
quercetina-3-O-galactosido, vitexina-2”-O-ramnosido, acetilvitexin-2”-O-ramnosido, flavona-
C-glicosido, e hiperésido (Froehliera y cols., 2009; Shao-Jiang y cols., 2011; Caliskan y cols.,
2012; Edwards y cols., 2012).

2.2 Datos del laboratorio de nutricion de la UAT

En el laboratorio de quimica de la nutricion de la UAT, se evalud la epidermis de tejocote
como fuente de antioxidantes que demuestra que la cantidad de epidermis es relativamente
alta, midiendo el contenido de carotenos totales, siendo 26.4 + 0.02 pg/g, en cuanto al
contenido de polifenoles se reportd 2.37 £ 0.23 mg equivalente del acido galico/g (Méndez y
cols., 2013).

Tabla 2. Presencia de carotenos en frutos de la region de tlaxcala

Contenido en
epidermis Contenido en
Fruto Antioxidante | (L0/Q) Antioxidante | epidermis (mg)
Carotenos Poli fenoles
Tejocote 26.44 2.37
Durazno 15.41 0.37
Pera paraiso 6.23 0.28
Ciruela (Pronus d) NS
Manzana doble rojo 2.84 1.74
Manzana California 2.04

4= contenido equivalente en mg de
acido galico/g de peso

(Méndez y cols., 2013).
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El tejocote fue el fruto con mayor contenido de carotenos y polifenoles totales. De estos
trabajos de investigacion, se demostrd la accion antioxidante del tejocote con extractos de

acetona y metanol de la cascara del fruto (Méndez y cols., 2013).

Tabla 3. Determinacidn de la actividad antioxidante del Tejocote (C. mexicana) con DPPH y TBARS, ICso.

AO/M AO/DPPH 100 AO/ TBARS
Menor polaridad Extracto de: g obtenidos Trolox ppm 1Cs0 100 ppm 1Cso
n-hexano 7.32 11.3 7.43 4.69
Diclorometano 15 12.5 18.53 11.01
Acetato de etilo® 8.5 16.6 41.46 37.21
+ Acetona? 6.22 17.1 91.56 15.26 80.84 16.78
Etanol® 10 17.1 75.46 54.2 68.94 54.49
Metanol® 15 17.1 87.83 26.64 66.08 27.66
Mayor polaridad

AO = Actividad antioxidante

ICso = Porcentaje de reduccion del
antioxidante

2= Presencia de carotenoides

® = Presencia de polifenoles y azlcares

(Méndez y cols., 2013).

2.3 Bebidas alcoholicas fermentadas y su capacidad antioxidante

Desde el punto de vista biotecnoldgico, la fermentacién se entiende como el proceso en el que
los microoganismos producen biomasa y metabolitos a partir de la utilizacion de sustancias
organicas, en ausencia o presencia de oxigeno, y la descomposicién de los sustratos es llevada
a cabo por enzimas producidas para tal fin por los microorganismos (Arango, 2013). Es un
proceso catabélico donde se realizan una serie de reacciones enzimaticas, hay diferentes tipos

de fermentaciones y técnicas. Las mas usadas son la liquida y sélida (Guillen y cols., 1998).

La presencia de actividad antioxidante en frutos y bebidas fermentadas se ha hecho evidente.
Por ejemplo, los flavonoides son un grupo de productos naturales polifendlicos, se obtienen de
frutas verduras, bebidas. Tales como te, bebidas fermentas como vino tinto, entre otras
(Hollman y cols., 1996). Un gran porcentaje de flavonoides se obtiene de la dieta. Sus
numerosos estudios epidemioldgicos, sugieren la prevencion de ciertas enfermedades crénicas
como cancer, enfermedades cardiovasculares asociadas a la ingesta de alimentos o bebidas

ricas en polifenoles. Se ha pensado que el vino tinto tiene efectos benéficos sobre la salud
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cardiovascular bien llamada “paradoja francesa”, que se define como el consumo de una dieta
rica en grasas saturadas asociada a una baja incidencia de enfermedad cardiopatica coronaria.
La dieta mediterranea, rica en frutas y vino tinto, mostré proteccion frente a la aparicion de

eventos coronarios (Medic”- Saric’y cols., 2009).

Otro ejemploe es, que una hora después de la ingesta de 300 mL de vino tinto, la capacidad
antioxidante en suero aumento en 18% comparado con la ingesta de 1 g de vitamina C. Otro
efecto del consumo del vino tinto es que los polifenoles no absorbidos que permanecen en el
sistema gastrointestinal, que bajo esta condicidn, se pueden eliminar los radicales libres y se

previene la lipoporixidacion sin afectar otros antioxidantes (Dell y cols., 2005).

Guifen He y cols., (2013) determinaron que la cepa de levadura activa 3 (SIHA Active Yeast
3, Saccharomyces cerevisiae WET 136) de un vino de Hawthorn (Crataegus pinnatifida)
influye en las caracteristicas y componentes activos y que y que esta cepa presentd 66.46 % de
actividad antioxidante por el método DPPH, 85% por anidn superdxido, y por el método de
barrido 4.76 mmol/L (Guifen He y cols., 2013).

Asi mismo se han realizado estudios, sobre identificacion de metabolitos antioxidantes
presentes en bebidas fermentadas como el vino tinto. Por ejemplo, en el trabajo de Cabanis y
cols., en (1998), analizaron los efectos de metabolitos antioxidantes de catequina,
epicatequina, procianidina de extractos de uva, con diferente grado de polimerizacién, en la
sintesis de triglicéridos y expresion de la hidrdlisis. Utilizando cultivos de adipocitos (3T3-L1)
y como grupo control; adipocitos con y sin etanol. El efecto de catequina, epicatequina y
procianidina sobre los adipocitos fue estudiado mediante dos vias principales implicadas en el
mantenimiento de reservas adiposas: biosintesis e hidrdlisis de los triacilgliceroles. La
epicatequina no tuvo ningun efecto, ni su isdmero —catequina-, pero los extractos de
procianidinas redujeron la actividad de la enzima a 70% (extracto de procianidina A) y 40%
(extracto de procianidina B) de los valores control. Una vez mas, la procianidina extrae
oligbmeros mas largos (extracto de procianidina B) mostrando mayor efecto. Para analizar la
respuesta lipolitica ademas, se realizd un estudio de expresion del gen de la lipasa sensible a

hormonas, que cataliza la etapa limitante de la velocidad en los adipocitos (Holm y cols.,
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1997). Este estudio se llevd a cabo con procyanidina B2, ya que tiene el mayor efecto tanto en
las vias involucradas como en el almacenamiento de grasa. Por lo tanto, las procianidinas a
partir de la uva y el vino tinto afectan el metabolismo de lipidos, mientras sus monémeros

(catequina y epicatequina) no lo hacen (Cabanis y cols., 1998).

En otro trabajo de investigacion, durante una fermentacion alcoholica de Morus nigra, se
encontré que del vino de moras se puede obtener capacidad antioxidante mas alta (DPPH),
debido a la produccion de alcohol generado durante la fermentacion, proporcionando una

mejor capacidad de extraccion de compuestos fendlicos (Pérez- Gregorio y cols., 2011).

Heinoen y cols., en 1998 evaluaron la actividad antioxidante de 44 vinos de frutas y bayas con
contenido de compuestos fenolicos. Los frutos evaluados fueron manzanas, zarza artica,
arandanos, grosellas rojas poseian una alta actividad antioxidante, capaz de proteger los
lipidos contra la oxidacién también en un sistema lipidico (Heinoen y cols., 1998).

Por otra parte, Nardini en el 2006, evalud la asociacion positiva de un consumo moderado de
bebidas alcoholicas con un bajo riesgo de enfermedades cardiovasculares, relacionando al
etanol con su contenido en polifenoles. Observé que la cerveza fue capaz de inducir un
aumento significativo (p <0,05) en la capacidad antioxidante del plasma una ahora después de
consumirla, regresando a sus niveles normales basales posterior a dos horas. Todos los &cidos
fendlicos medidos en plasma tendieron a aumentar después de la ingesta de cerveza, los
pardmetros de plasma metabdlicos (glucosa, colesterol total, triglicéridos y acido Urico) y
antioxidantes plasmaticos (a-tocoferol y glutation) se mantuvieron sin cambios. Concluyendo
que el etanol afecta positivamente a los antioxidantes presentes en plasma y los pardmetros

metabolicos medidos no son afectados (Nardini y cols., 2006).

Evidencia cientifica sobre la cerveza, ha acumulado estudios durante los ultimos 10 afios, que
apuntan a que el cancer se puede prevenir en las fases de iniciacion, promocion y progresion,

asi como los resultados de los estudios in vivo sobre el metabolismo (Gerhduse, 2005).
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En estudios para la identificacion por el método de cromatografia liquida con matriz de
fotodiodos y deteccion de espectrometria de masas se aplicé a estudiar los cambios en
compuestos fenolicos de 47 vinos tintos como resultado de diferentes procesos tecnoldgicos.
Los procedimientos utilizados son: la fermentacion malolactica en barricas o en recipientes de
acero inoxidable, trasiegos, clarificacion, estabilizacion por frio y filtracion. Las muestras de
vino fueron tomadas antes y después de la fermentacion maloléctica, a los 3 y 14 meses de
envejecimiento en barricas de roble. Durante la fermentacion malolactica, se detectd la
desaparicion de los ésteres de acido cafeico tartarico y acido p-cumarico, coincidiendo con un
aumento en los &cidos libres correspondientes. Se observd un cambio significativo en la
concentracion de la mayoria de compuestos fenolicos en el vino al final de los 14 meses de
envejecimiento. Los compuestos fenolicos (flavonoides) identificados mediente retencién de
tiempo, espectros UV ya estandarizados por cromatografia liquida fueron, catequina (pico 8),
epicatequina (pico 16) y procianidina B2 (pico 12) ( Hernandez y cols., 2006). Lo descrito

anteriormente se muestra en la figura 5.

AU
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Figura 5. Perfil cromatogréfico de los compuestos fenélicos determinados en el vino. Los tiempos de retencion e
identificacion de picos de los compuestos detectados en el vino, se indican en el cromatograma (Hernandez, y
cols., 2006).
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3. JUSTIFICACION

Es importante determinar las propiedades antioxidantes de origen natural como es el fruto de
tejocote (Crataegus mexicana) que podrian inhibir procesos oxidativos en el organismo

humano.

Crataegus mexicana presenta caracteristicas fenotipicas especificas, probadas en varios
modelos de cuantificacion de actividad antioxidante. Se espera que, sometido a un proceso
biolégico de fermentacion, esta propiedad se conserve. Proporcionando mayor
aprovechamiento en la aplicacion biotecnoldgica del fruto, la cadena de produccion se vera
beneficiada en la utilizacion de productos industrializados en la region de Tlaxcala y sus
alrededores, asi como brindar beneficios extras a la salud del consumidor. Sin embargo, aln
no existen reportes cuantitativos de metabolitos secundarios antioxidantes presentes en una
bebida alcohdlica fermentada de tejocote, por lo que servird como aporte al conocimiento

cientifico que es un area poco estudiada.
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4. HIPOTESIS

El fruto crudo de tejocote (Crategus mexicana) presentara actividad antioxidante en la
fermentacion alcohdlica debido a que contiene metabolitos estables bajo condiciones térmicas

y diversas condiciones experimentales.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar in vitro la capacidad antioxidante de la bebida fermentada de tejocote (Crataegus

mexicana).
5. 2. Objetivos especificos

1. Cuantificar la capacidad antioxidante de la bebida fermentada de tejocote (Crataegus
mexicana) antes y después del proceso biologico de fermentacion por los métodos 2,2-
Difenil-1-picrilhidracil (DPPH), é&cido 2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) y TBARS.

2. ldentificar los metabolitos antioxidantes del fermentado de tejocote (Crataegus mexicana)
por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC-masas).
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6. METODOLOGIA

El material y equipo a emplear fue facilitado por el laboratorio de investigacion en Quimica de
la Nutricion de la Licenciatura en Nutricion de la Universidad Autdnoma de Tlaxcala.

6.1. Reactivos y solventes
6.1.1 Agentes quimicos y soluciones para DPPH. 2.9 g del radical 2,2-Difenil-1-
picrilhidracil (DPPH), 7 mL de etanol, solucion “STOCK”.

6.1.2. Agentes quimicos y soluciones para ABTS. 3.8 g de acido 2,2"-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), 1 mL de persulfato de Potasio, 5 mL de etanol.

6.1.3. Agentes quimicos y soluciones para TBARS. Para el andlisis de TBARS se
adquirieron los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich Co (St Louis, MO): Polifenol
(quercetina), sulfato ferroso (FeSOs).

e PBS

(Buffer de fosfatos 9.5 m M, pH 7.4 y agua nano pura), KCL (cloruro de potasio), KH2PO4

(fosfato d€ potasio), NaCl (cloruro de sodio), Na2HPO4 (fosfato de sodio dibasico)
e EDTA (vehiculo para transportar la proteina y entre a la célula).

EDTA anhidro, NaOH al 3 M, solucidn salina 0.9%.
e Mezcla de Lowry

NaOH 2%, hidroxido de sodio 1N, NaHCOs3 2% bicarbonato de sodio, tartrato de sodio/potasio
2%, CuSOQg4 sulfato de cobre, reactivo de folin 1:1 (folin: H20).

e TBA 1% en NaOH 0.05N
NaOH-.5N (hidroxido de sodio), acido tiobarbiturico 0.5%, acido tricloroacético 30%

(Mezclar 1:1 de &cido tiobarbitarico (0.5% disuelto en NaOH 0.5N) y &cido tricloroacetico al
30%.
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e FeSO;4 (inductor de estres).
6.1.4. Agentes quimicos y soluciones para HPLC- masas

6.1.4.1 Condiciones cromatograficas del laboratorio de cromatografia del Instituto de

Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México

Tabla 4. Soluciones para HPLC- masas de la UNAM

Eluyente Metanol | Agua (ac. formico 0.1%6)
inicial 20 80
50 min 80 20
Flujo 0.3 mL/min
Disolvente de la muestra| Metanol

6.1.4.2. Agentes quimicos y soluciones para HPLC del Laboratorio de Quimica de los

Alimentos de la Universidad Auténoma de Tlaxcala.

La pureza de los disolventes y reactivos quimicos fueron de grado analitico y HPLC.

Solventes
A 90.00% Buffer
B 0% Metanol
C 10.00% Acetonitrilo
D 0% Agua
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6. 2. Recoleccion del fruto de tejocote (C. mexicana)

Los frutos fueron colectados en diciembre de 2014 y diciembre de 2015 en tres municipios
(Terrenate, Tepetitla e Ixtacuixtla) en el estado Tlaxcala, México.

Por los tres municipios, se colectaron en total 20 kg de frutos. Los criterios de seleccion fueron
el mismo tamafio, color y libre de plagas. Se utiliz6 pulpa y epidermis de tejocote (Crataegus

mexicana).
6. 3. Fermentacion alcoholica del fruto de tejocote (C. mexicana) en medio natural

Previo a la fermentacion alcoholica, se tritur6 1 kg de pulpa y epidermis de fruto.

Posteriormente, se homogeneizo6 en una proporcion de 1:1.5 (1 kg de fruto: 1.5 L de agua).

Para iniciar el proceso de fermentacion alcohodlica, se utilizé un biorreactor marca Applikon
AD1 1012 con Motor Controller de 110 V. El biorreactor utilizd una velocidad de agitacion de
270 rpm, 22 °C, pH 3, a dos diferentes tiempos de fermentacion, la primera a 72 horas y la

segunda a 120 horas.

6.4. Fermentacion del fruto de tejocote (C. mexicana) con levadura Saccharomyces

cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial
Se triturd 1 kg de pulpa y epidermis del fruto previamente seleccionado y desinfectado
La fermentacion alcohdlica constd de 6 etapas:

1. Maceracion por calor. Proceso de extraccion sélido-liquido. Consistio en extraer del
producto sélido una serie de compuestos mediante el liquido. Se utiliz6 1 kilo de fruto, 4 L
de agua, por un tiempo de 30 minutos a 85 °C. Posteriormente, se ajusté a 14 °Brix con
azucar de cafia.

2. Pasteurizacion. Proceso térmico realizado al liquido con el objetivo de reducir la presencia
de agentes patogenos que pueda contener el fruto. Esta “esterilizacion parcial” pretendio
alterar lo menos posible la estructura fisica, quimica y sensorial de la bebida. La

temperatura fue de 90 °C durante 50 min.
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3. Adicion de lupulo. Adicion del lapulo durante la ultima parte de la pasteurizacion. Este
brind6é amargor, aroma y sabor a la bebida fermentada.

4. Adicion de levadura. La sepa de levadura que se utilizd para iniciar el proceso de
fermentacion alcohdlica fué Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05), tiene la
capacidad de alcanzar hasta 18% Alc. Vol. La adicion de la levadura fué a una temperatura
de 30 °C.

5. Fermentacion alcoholica del fruto de tejocote (Crataegus mexicana). EI proceso biologico
se desarroll6 a temperatura ambiente, entre 20 y 22 °C, en plena ausencia de oxigeno y
duracion de 40 dias.

6. Embotellado. Las botellas de cristal fueron previamente desinfectadas y esterilizadas, al

dia 41 se procedio a envasar.

6. 5. Neutralizacion de radicales libres por DPPH

Los efectos antioxidantes de tejocote (C. mexicana) en el radical libre, se determind utilizando
DPPH (Kim y cols., 2005). Se prepar6 una solucion stock con 2.9 mg del radical DPPH y 7
mL de etanol. Posteriormente, e toman 3.33 mL de solucion stock y se afora con etanol en un
matraz de 25 mL; se llenaron todas las placas del lector de Elisa de 96 pozos con 50 uL de la
muestra a evaluar y 150 pL. de DPPH; se incubaron por 30 minutos a 37 °C con agitacion

orbital. Las lecturas se hicieron a A=517 nm en un lector de microplacas Bio-Tek EL800.
Férmula de % de reduccion de DPPH= [(C-E) / C] x 100 donde:

C= absorbancia del control

E= Absorbancia de la muestra a evaluar.

6. 6. Neutralizacion del radical ABTS

Para determinar la capacidad secuestrante del fermentado se siguié el procedimiento descrito
por Kuskoski 2005, que consistié en producir el radical ABTS mediante la solucion de ABTS
(&cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico, sal diamonica) 7 mM con persulfato de
potasio 2.45 mM (concentracion final). Se mezcld y se incubd en la oscuridad de 12-16 h a

25 °C. Una vez formado el radical se diluyé con etanol hasta obtener un valor de absorbancia
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de 0.70 a 436 nm en un espectrofotometro Genesys 10 UV (Electron corparation). Se tomaron
10 pL de la muestra y se adiciond 990 pL de la solucion del ABTS*. Se monitore6 el efecto
secuestrante cada minuto durante 6 minutos. Para determinar el porcentaje de reduccion se

aplica la siguiente formula:
% de reduccion del radical ABTS = (Abs- Abs por min) / Abs inicial * 100

La capacidad secuestrante de la muestra se compard con la del trolox expresados como mg

equivalentes de trolox por gramo de muestra.
TEAC = % de reduccion — 3.09777 / 4.76498

6. 7. Determinacion de la inhibicion de la lipoperoxidacion con la técnica de TBARS

La actividad antioxidante del fermentado de tejocote fue evaluada por cuantificacién de la
eficiencia para inhibir la lipoperoxidacion inducida por Fe?* en homogenizado de cerebro de
rata. El homogenizado de cerebro de rata fue preparado de ratas macho adultas Winstar con un
peso entre 200 a 250 g. El tejido del cerebro fue rapidamente disectado y los residuos de
sangre se retiraron usando una solucion salina 0.15 M, se obtuvo el homogenizado con un
homogenizador Potter-Elvehjem de vidrio usando 10 mL de buffer de fosfato salino (PBS) 0.1
M (0.2 g de KCI, 0.2 g de KH2PO4, 8 g de NaCl, y 2.16 g de NaHPO4.7 H20) /L), apH 7.4y
temperatura de 5 °C por gramo de cerebro (Dominguez y cols., 2005).

Preparacion de la muestra

1) Se pesd 15 mg de muestra en un tubo eppendorf, el peso de la muestra se multiplicé por 20,
dando lugar a los pL de etanol que se disolvio.

2) Se formd una solucion stock de la muestra.
3) Se tomaron 240 mL de solucion stock muestra mas 60 L de etanol.

Diseccion y homogenizado del cerebro

1) Sacrificar a la rata
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2) Extraer el cerebro completo y colocarlo en solucion salina 0.9% fria (agua nanopura y
cloruro de sodio)

3) Se lavo el cerebro en agua destilada para retirar restos de sangre.
4) Se peso el cerebro y agreg6é 5 mL de PBS por cada gramo de cerebro.
5) Se homogenizo por 60 segundos con un homogeneizador mecanico con punta de teflon.
6) Se centrifug6 por 10 minutos a 3000 rpm hasta recuperar el sobrenadante.
7) Se paso a cuatro tubos de plastico de 10 mL (todas al mismo volumen).
* El sobrenadante (proteinas y lipidos) que se recuperd se mide con una probeta.
e Cuenta de proteinas y lipidos

Posteriormente, se realizd la cuenta y ajuste de proteinas y lipidos. EI homogenizado se
centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos, se tomo el sobrenadante y se determind el contenido de
proteina por el método descrito por Lowry et al. (1951), ajustando a 2.66 mg de proteina/mL
con buffer de fosfato (PBS) usando albumina bovina como estandar. A continuacion de

describen casa uno de los pasos realizados:
Preparacion de la solucion Lowry
En un matrdz de 50 mL se agrego

1. 24.5 mL de Na2COs al 2% en NaOH 0.1N
2. 0.25 mL tartrato Na/K 2 %
3. 0.25 sulfato de cobre CuSO4 1%

Cuenta de proteinas

1. Serealizd con el lector de Elisa
2. Se tomo por triplicado 5 mL de homogeneizado de cerebro y se colocé en cada pozo de la

placa (limpia).
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3. Se agregd 20 pL de agua destilada més solucion de Lowry e incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion.
4. Se agreg0 25 pl de reactivo Folin, se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Se midio absorbancia a 540 nm

* La proteina debe estar arriba de 2.6 mg/mL

Ajuste de proteinas

-Después de aplicar la solucion de Folin incubar 30 minutos

-Se colocd en un pozo de la placa 200 pL de PBS (blanco)

Formula:

Proteina (ug/ml) = (A540 nm- 0.05012) / (0.0028) * 40.

Por ejemplo: (.2515 — 0.0512) / (0.0028) * 40 = 2876.857 / 1000 = 2. 87 mg/mL.
Para ajustar la proteina a 2.666 mg/mL con PBS (9.5 mM, pH 7.4)

Aplicar: V2 = C1Vi/ C

((Proteina mg/ml) (2.876) * (volumen de sobrenadante obtenido) (28.5)) / 2.666 = 30.68 —
volumen de sobrenadante obtenido = 2.18 mL de PBS que deben agregar al sobrenadante.

e Llenado de tubos

A continuacion el supernadante (375 pL, 1 mg de proteina) se colocé en tubos eppendorf de
1.5 mL, se adicionaron 50 pL de EDTA 10 uM y fue preincubada a 37 °C por 30 minutos con
la muestra 50 pL a concentraciones de 3-50 mg/L bajo agitacion, la peroxidacion fue iniciada
con la adicion de 50 pL de FeSOg4 recién preparado (concentracion final 10 uM) (Ng v cols.,
2000) se continuo la incubacion por una hora mas. Despues los tubos se sumergieron en bafio
de hielo y se adicion6 0.5 mL del reactivo TBA de ICN Biomedicals, INC, Ohio (1% de &cido
tiobarbiturico en 0.05 N de NaOH y 30% de &cido tricloroacetico 1:1) luego se centrifugo a

3000 g (12000 rpm) por 10 minutos. El llenado se describe a continuacion.
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Se llenan por triplicado

Volumen Blanco Basal FeSO. FeSO4 + Vehiculo | Muestra

375 uL PBS Sobrenadante | Sobrenadante | Sobrenadante Sobrenadante

50 pL EDTA EDTA EDTA EDTA 10 pl EDTA

25 uL *Vehiculo PBS PBS Vehiculo Muestra extracto

Preparacion de sulfato ferroso

- Sepes6 6.95 mg y aforé a 25 mL con agua nanopura
- Tomar 1 mL + 9 mL de agua nanopura
*incubar 30 minutos a 37 °C con agitacion.

50uL  |FeSOs |Aguananopura |Feso, |Feso,  |Fesos |

* Se prepara al momento el FeSO4, se incubd 1 hora a 37 °C con agitacion.

soouL |TBA | TBA |lTBA |TBA  |TBA |

*Incubar 10 minutos con bafo de hielo.
*Bafio maria 90 °C por 30 minutos.

e TBA

Finalmente para la valoracion del alcance de la liperoxidacion de lipidos fue determinada por
la muestra en funcion de la produccién de MDA del supernadante por el desarrollo del ensayo
de TBARS descrito por (Kibanova y cols., 2009). EI MDA es un producto final de la
descomposicion de acidos grasos insaturados del proceso de peroxidacion lipidica y su
acumulacion de este en el tejido es indicativo del nivel de peroxidacion lipidica. Esta mezcla
fue calentada a 94 °C por 30 minutos. Después se enfrio en bafio de hielo; se tomaron 200 uL
de supernadante y la densidad optica fue determinada a A=540 nm en un lector de microplacas
Bio-Tek EL800. Los blancos para cada muestra fueron preparados y valorados en la misma

forma para excluir alguna contribucion externa.

1. NaOH 0.05 pL de hidroxido de sodio (se peso 50 mg y afor6 a 25 mL con agua nanopura)
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Acido tiobarbitdrico 0.05 % (se pes6 125 mg y afor6 a 25 mL de NaOH 0.05 m)

Acido tricloroacético 50 % ( se pes6 30 g y afor6 en 100 mL de agua nanopura)

Se mezcld 1:1 de acido tiobarbiturico y acido tricloroacético.

En un matrdz de 50 mL se colocaron 25 mL de &cido tiobarbiturico y 25 de tricloroacético.
Se dejo a bafio maria por 30 minutos.

Se enfrié por 10 minutos.

Se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos

© © N o gk~ wDN

Se afadio a la placa 200 pL y se realizo la lectura

El resultado de TBARS se expresé como equivalentes de MDA usando el estandar 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Esterbauer y Cheeseman, 1990). El % de inhibicion se define como el
decremento de la formacion de TBARS debido a la quelacién de la muestra y fue calculada

como sigue:

% de inhibicion = [(C-E)/C] X 100 donde:
C= absorbancia del control

E= Absorbancia de la muestra a evaluar.

6.8 Identificaciobn de metabolitos bioactivos presentes en el fermentado de tejocote
(Crataegus mexicana)

6.8.1 Cuantificacion de metabolitos por HPLC- masas del Laboratorio de
Cromatografia del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico

La identificacion de los metabolitos bioactivos antioxidantes de la bebida fermentada de

tejocote (C. mexicana), es la Gltima etapa del proyecto.

La muestra con la bebida de C. mexicana se envasO al vacio, en un frasco previamente

desinfectado y esterilizado con un volumen de 330 mL. Se llevo al laboratorio de

Cromatografia en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Se utiliz6 un cromatografo de liquidos Agilent 1200 con espectrometro de masas Bruker

Esquire 6000, nebulizador con 50 psi, Gas de secado de 3 L/min, temperatura de secado de
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350 °C y temperatura de presion de 400 °C, UV 287, longitud de onda de los cromatogramas
de 254 nm, columna kinetex C8 2.6 um, eluyentes empleados son metanol y agua (acido

formico al 0.1 %), flujo de 0.03 mL/min y la muestra fue disuelta en metanol (figura 6).

o ;“I Laboratorio de Cromatografia
- '!ﬁ" : Condiciones Cromatograficas
Muestra Cer
Cromatografo de Liquidos Agilent 1200
Espectrometro de Masas Bruker Esquire £000
APCI
Mebulizador 50 psi
(Gas de secado 3 Limin
Temperatura de secado 350°C
Detector Temperatura de vaporizacion 400°C
Scan 100-1200 mfz
Target 428 miz
Waters UW 2457
Longitud de onda de los cromatogramas 254 nm
Columna Kinetex C8 2.6 um 50x2.1 mm 100A
Eluyente Metano Agua (ac. formico 0.1%)
inicial 20 BO
50 min a0 20
Flugo 0.2 mL/min
Disclvents de la muestra Metano
Fecha 03-12-2015

Figura 6. Condiciones cromatograficas para el fermentado de Crataegus mexicana del Instituto de Quimica de la
UNAM.
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6.8.2 Cuantificacion de metabolitos por HPLC en el Laboratorio de Quimica de los
Alimentos de la Licenciatura de Nutricion de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala

La muestra con la bebida fermentada de C. mexicana envasada al vacio mantuvo las mismas

condiciones mencionadas para la inyeccion del HPLC-masas de la UNAM.

Las determinaciones en cromatografia se realizaron en un equipo AGILENT serie 1200, bajo
las siguientes condiciones: flujo 1.000 mL/min, longitud de onda de 210, 254 y 280 nm,
tiempo de detencion 45 min a temperatura ambiente, presion 90-100 bar, columna de fase
inversa Cig (4.6 x 250 mm) marca zorbax, fase movil fue de 90 % buffer de &cido fosforico pH
2.5y 10 % acetonitrilo.
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7. RESULTADOS

7.1. Recoleccién del fruto

Se colectaron en total 20 kilos de fruto de tejocote (C. mexicana). De estos, solo se emplearon
15 kilos aproximadamente. El fruto de C. mexicana estaba maduro, libre de plagas y sin

magullar (Figura 7).

Figura 7. Fruto maduro de tejocote libre de plagas

Posteriormente, se desinfecto y retird el hueso. Para la elaboracion de la bebida solo se empled

pulpa y epidermis de C. mexicana (figura 8).

Figura 8. Obtencion de pulpa y epidermis de tejocote.
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7.2.Fermentacion del fruto de tejocote (Crataegus mexicana) en medio natural y
evaluacion de actividad antioxidante.

7.2.1. Fermentacion alcohdlica 72 horas y evaluacién de actividad antioxidante

La fermentacion en medio natural en un tiempo de 72 horas y sin ajustar los ° Brix. Mostraron
que la levadura nativa de C. mexicana fue incapaz de degradar la fuente de azlcares. Por lo
tanto, no hay produccion de CO; y etanol. A las 72 horas, los °Brix se mantienen en un mismo

porcentaje, evidenciandose la usencia dé % Alc. Vol (figura 10a).

Figura 9. Biorreactor Applikon AD1 1012 con Motor Controller,
Fermentacion medio natural por 72 horas.
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a) Proceso de farmentacitn alechélica =n medio natural por 72 b} Ewvalvacion De la actrridad antioxidantz dz la bebida
horas fermentada de tejocote (. mexicamg) 2 72 horas, por los
métodos DFPH, ABTE v porcentaje de ichibicion d= MDA
(TBARE)
Horas % Alc. Vol. GfL %% de Reduccionde 32432002%
DPFFH
24 o U de Reduccion ABTS 34432004 %
43 0
U Inhibicidn 3030£003%
72 1] lipoperoxidacion

Figura 10. Evaluacién de fermentacion de la bebida alcohdlica de Tejocote (Crataegus mexicana) en medio
natural a 72 horas.

Al finalizar el proceso bioldgico de fermentacion alcohdlica de tejocote (C. mexicana), se
evaluo la actividad antioxidante. Los resultados del método DPPH muestran un 32.43 £ 0.02
% de reduccion del radical, mientras que el método ABTS un 34.43 + 0.04 % de reduccion del
radical libre y finalmente un 30.30 + 0.03 % de inhibicién de lipoperoxidacion (TBARS) en
cerebro de rata (figura 10b).

Los resultados se muestran positivos, la actividad antioxidante se mantuvo a pesar a un

proceso de oxidacion, aireacion y agitacion en el biorreactor durante 72 horas.

7.2.2. Fermentacién alcohdlica 120 horas y evaluacién de actividad antioxidante

Los resultados de la fermentacion alcoholica en el Biorreactor Applikon AD1 1012 medio
natural por 120 horas son los siguientes: la fermentacién alcohdlica al dia 0, mostré la
concentracion de sacarosa de la solucion en 0.73 °Brix y 0 % Alc. Vol., a las 48 horas la
concentracion de sacarosa en la solucion mostré 0.73 ° Brix y 0 % Vol. Alc., a las 120 horas
.73 °Brix 'y 0 % Alc. Vol. (figura 11a).
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.. - b) Evaluacion D la actividad antioxidants dz 1a bebid
2) Proceso de fementacion aloohotica en of 2SS Oe R SHASI NS EE,
Biorreactor Applikon ADL 1012 medio natural por  mérodos DEPH, ABTS v porcentaje de inhibicion g2 MDA
120 horas (TBARS).
Horas " Alcohol (% Vol.) *G/L % de reduccién de DPPH 34,43 £ 04
o 4]
% de reduccidn ABTS 35.45% % .02
43 H
%Inhibicion 32.20%+ 04
120 o lipoperoxidacign.

Figura 11. Evaluacion de fermentacién de la bebida alcohdlica de Tejocote (Crataegus mexicana) en medio

natural a 120 horas.

Posteriormente, se realizo la evaluacion de la actividad antioxidante en el fermentado de
Crataegus mexicana en medio natural. Los resultados de la fermentacién en medio natural,
son los siguientes, porcentaje de reduccién del radical DPPH fue 43.43 + 0.04 %, porcentaje
de reduccién de radical ABTS fue 35.45 £ 0.02 %, porcentaje de inhibicion de
lipoperoxidacion 32.20 £ 0.04 %. Lo descrito anteriormente se muestra en la tabla 8 (figurall
b).

La siguiente imagen (figura 12), muestra la capacidad de neutralizacion que tuvo el fruto de C.
mexicana sometido a un proceso de fermentacion en medio natural ante el radical libre DPPH.

El método se realiz6 por triplicado.
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Figura 12. Capacidad de neutralizacién del
fermentado de C. mexicana en medio
natural, ante el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo

7.2.3. Fermentacion alcohdlica de cerveza artesanal en un medio artificial con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05)

Para la elaboracion de la bebida fermentada de tejocote (Crataegus. mexicana) en medio
artificial, se colaboré con el Dr. Hugo Castorena Garcia, docente e investigador del Instituto
Tecnologico del Altiplano de Tlaxcala. Elaboré cerveza artesanal, con la finalidad de dominar
el procesamiento de bebidas alcohdlicas fermentadas”. En una estancia de 2 meses y medio. Y
asi mejorar las propiedades sensoriales de la bebida alcohélica de Crataegus mexicana.

El procesamiento de la cerveza artesanal es el siguiente.

1. Maceracion por calor. Proceso de extraccion sélido-liquido. Consistio en extraer del
producto sélido una serie de compuestos mediante el liquido; 2. Pasteurizacién. Proceso
térmico realizado al liquido con el objetivo de reducir la presencia de agentes patdgenos
que pueda contener el cereal; 3. Adicidn de lGpulo. Este brindé amargor, aroma y sabor a
la cerveza; 4. Adicion de levadura. La sepa de levadura que se utilizd para iniciar el
proceso de fermentacion alcohdlica fué Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05),
tiene la capacidad de alcanzar hasta 18 % Alc. Vol. La adicion de la levadura fue a una

temperatura de 30 °C; 5. Fermentacion alcohdlica. Duracion de 40 dias. Como resultado,
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se obtuvo una cerveza artesanal parda tipo Munich, con 7 ° Alc. Vol.,con sabor
ligeramente dulce debido al caramelizado de la malta ( Imagen 7).

Figura 13. Cerveza parda artesanal tipo Munich.
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Secado Tostado

Figura 14. Proceso de elaboracion de cerveza artesanal tipo Munich con un toque de sabor ligeramente dulce.
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7.3 Fermentacion del fruto de tejocote (Crataegus mexicana) con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial.

Los resultados de la bebida alcoholica fermentada de tejocote (C.mexicana) en medio artificial
con levadura Sacccharomyces cerevisie (Dry Ale Yeast US 05) son los siguientes: el dia O se
ajusto a 14 °Brix con 0% Vol. Alc., al dia 20 el porcentaje de sacarosa baja a 7 + 0.05 °Brix y
el % de etanol aumenta a 10 + 0.04% vol. Alc., al término de la fermentacion al dia 40 se
obtuvieron 6 + 0.05 °Brix y 12 + 0.05% Vol. Alc.

Tabla 7. Proceso de fermentacion alcohdlica con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial.

Dias ° Brix % Alc. Vol.
0 14 0

20 7+0.05 10+ 0.04
40 6+0.05 12+ 0.05

Resulté favorable afiadir la levadura (Saccharomyces cerevisiae) seca tipo Ale US 05,
ya que la bebida alcohdlica presentd 12 % Alc. Vol. Es el mejor resultado, en términos de
calidad organoléptica (aroma, sabor y color) en comparacion a la fermentacion alcohdlica en

un medio natural.
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Figura 15. Bebida alcohdlica
fermentada de tejocote (C. mexicana)
en medio artificial con levadura
(Saccharomyces cerevisiae) seca tipo
Ale US 05.

7.4 Evaluacién de la actividad antioxidante en medio artificial.

7.4.1 Neutralizacion de radicales libres por DPPH

La evaluacion de la actividad antioxidante utiliz6 un andlisis estadistico de una sola via con
medidas repetidas del programa GraphPad Prism. La propiedad se evalué por el método
DPPH, donde se observa que fue posible conservar esta propiedad, una vez sometido al

proceso bioldgico de fermentacion.

Los resultados son; el dia 0, presenté una media de 84.23 + 0.04; el dia 3, una media de 84.25
+ 0.003; el dia 9, una media de 84.28 + 0.001; dia 14, una media de 84.31 + 0.004; el dia 20,
una media de 84.33 + 0.003 y finalmente el dia 40, una media de 84.34 + 0.001 % de
reduccion del radical DPPH (figura 16 a).
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a) Porcentaje de neutralizacion del radical DPPH

Dias % de neutralizacion del radical DPPH
84.23 £ 0.04
84.25 + 0.003
84.28 + 0.001
14 84.31 + 0.004
20 84.33 + 0.003
40 84.34 +0.001
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b) Evaluacion de la actividad antioxidante del fermentado de tejocote (Crataegus mexicana) por el método
DPPH.

Comparacién maltiple Bonferroni’s Significativo
Ovs3 No

Ovs9 No

Ovs14 Si

0vs 20 Si

0 vs 40 Si

c¢) Comparacion multiple de Bonferroni’s del fermentado de fruto de tejocote (Crataegus mexicana) con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial por el método DPPH.

Figura 16. Evaluacion de capacidad antioxidante por DPPH en medio artificial.
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Se encuentra diferencia significativa entre el dia 0 y el 40 ya que (p<0.05). P= 0.007 (figura
16b).

Los resultados obtenidos por la técnica Bonferroni’s son; dia O contra el 3 no hay diferencia
significativa, dia 0 contra 9 no hay diferencias significativa. Mientras que, los dias 0 contra 9,
0 contra 14, 0 contra 20 y 0 contra 40, si presentan diferencia significativa en % de reduccién
del radical DPPH (figura 16c).

7.4.2 Evaluacion de la actividad antioxidante del fermentado de tejocote (Crataegus
mexicana) neutralizando al radical ABTS

Los resultados de la técnica ABTS son; el dia 0, presentd una media de 87.83 + 0.003; el dia 3
presentd una media de 88.19 + 0.006; el dia 9 presentd una media de 84.94 + 0.028; el dia 14
presentd una media de 92.3 + .030; el dia 20 present6 una media de 94.33 £ 0.33 y finalmente
el dia 40 presentd una media de 95.32 = 0.02 % de reduccién del radical ABTS (figura 17a).
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a) Porcentaje de reduccion del radical ABTS

Dias % de Reduccién del radical ABTS
0 87.83 + 0.003
3 88.19 + 0.006
9 84.94 + 0.028
14 92.3+.030
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b) Evaluacion de la actividad antioxidante del fermentado de tejocote (Crataegus mexicana) por el método ABTS
en medio artificial.

Comparacién maltiple Bonferroni’s Significativo
Ovs3 Si
Ovs9 Si
Ovs14 Si
0vs 20 Si
0 vs40 Si

b) Comparacion multiple de Bonferroni’s del fermentado de fruto de tejocote (Crataegus mexicana) con
levadura Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial por el método ABTS.

Figura 17. Evaluacion de la actividad antioxidante por ABTS
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Se encuentra diferencia significativa entre el dia 0 y el 40 ya que (p<0.05). P=0.0027 (figura
17b).
Los resultados obtenidos por la técnica de Bonferroni’s son; dia O contra los dias 3, 9, 14, 20 y

40. Presentan una diferencia significativa entre cada una de ellas (figura 17c).

La capacidad secuestrante del fermentado, se comparG con trolox, expresados como mg
equivalente de trolox por gramo de muestra. Los resultados se describen a continuacién; el dia
0, presentd una media de 17.78 + 0.004; el dia 3 presentd una media de 17.81 + 0.005, el dia 9
presentd una media de 17.85 + 0.003, el dia 14 presentd una media de 18.34 + 0.002, el dia 20
presentd una media de 18.89 + 0.003 y finalmente el dia 40 present6 una media de 19.35 +
0.002 mg equivalentes de trolox por gramo de muestra (figura 18a). Se encuentra diferencia

significativa entre el dia 0 y el 40 ya que (p<0.05). P= < 0.001 (figura 18b).

a) mg equivalentes de trolox por gramos de muestra en medio artificial.

Dias mg equivalentes de trolox por gramos de
muestra
0 17.78 £ 0.004
3 17.81 + 0.005
9 17.85 + 0.003
14 18.34 £ 0.002
20 18.89 + 0.003
40 19.35 + 0.002
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c) Actividad secuestrante comparada con trolox. Donde se emplea Anova de una via de medidas repetidas,
donde P = < 0.001.

Figura 18. Capacidad secuestrante comparado con Trolox.
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7.4.3 Determinacion de la inhibicion de la lipoperoxidacion con la técnica de TBARS

Se realizé la estimacién del MDA (producto final dela lipoperoxidacién), utilizando FeSO4
como inductor del estrés oxidante; este compuesto genera radicales libres derivados de
oxigeno los cuales son muy inestables. Se observo, una alta proteccion ante la
lipoperoxidacion, por parte de la fuente de antioxidantes (fermentado de Crataegus mexicana)

ya que se inhibié la produccién de MDA.

Figura 19. Determinacion de la lipoperoxidacion y efectividad de fermentado de tejocote
(Crataegus mexicana) como antioxidante con la técnica TBARS

Los resultados son; el dia 0, present6 una media de 53.23 + 0.028, el dia 3 present6é una media
de 55.33 = 0.004, el dia 9 presentd una media de 59.94 + 0.029, el dia 14 present6 una media
de 61.01 + 0.003, el dia 20 presentd una media de 66.63 + 0.01 y finalmente el dia 40 una
media de 72.26 + 0.004 % de inhibicién de la lipoperoxidacion (TBARS) (figura 20a).
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% de inhibicién de la

a) Evaluacion del porcentaje de inhibicién de la lipoperoxidacion por la técnica TBARS

Dias % de inhibicion de lipoperoxidacion
(TBARS)
0 87.83 £ 0.003
3 88.19 £ 0.006
9 84.94 £ 0.028
14 92.3+.030
20 94.33 +0.33
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’(/-)\ 1009
@
<
m 801
=
S 60
o
©
S 404
x
2
2 204
o
=
- 0- T T T
0 3 9 14 20 40

Tiempo (dias)

b) % de inhibicion de la lipoperoxidacién, emplea do Anova de una via de medidas repetidas, donde P = < 0.001.

Comparacién multiple Bonferroni’s Significativo
Ovs3 Si
Ovs9 Si
Ovs 14 Si
0vs20 Si
0 vs40 Si

C) Comparacién mdltiple de Bonferroni’s del fermentado de fruto de tejocote (Crataegus mexicana) con levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dry Ale Yeast US 05) en medio artificial por el método TBARS.

Figura 20. Evaluacion de la actividad antioxidante por TBARS en medio artificial
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Se encuentra diferencia significativa entre el dia 0 y el 40 ya que (p<0.05). P=0.001 (figura
20Db).

Los resultados estadisticos obtenidos por comparacién multiple de Bonferroni’s, se presentan
a continuacion. Se observa una diferencia significativa, al comparar el dia 0 contra los dias 3,
9, 14, 20 y 40 en el % de inhibicion de la lipoperoxidacion (TBARS) (figura 20c).

7.5 Ildentificacion de metabolitos bioactivos presentes en el fermentado de tejocote
(Crataegus mexicana)

7.5.1 Cuantificacion de metabolitos por HPLC- masas del Laboratorio de
Cromatografia del Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico

Las muestras se analizaron por cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a un

detector de masas, con tiempo de fermentacion de 40 dias y 12 % Vol. Alc. Los resultados se

muestran en la siguiente cromatograma. Se observo la presencia de metabolitos, en la bebida

fermentada de tejocote (C. mexicana) siendo los picos mas pronunciadoel 1,3y 7.

Como resultado del bombardeo de electrones por el HPLC. Se observo que los picos mas
pronunciados son: pico 1, con tiempo de retencion de 1.1 minutos, fraccion de area de 28.6%;
pico 3, con tiempo de retencién de 12.7 minutos y una fraccion de area de 8.9%; por ultimo

pico 7, con tiempo de retencién de 15.6 minutos y fraccion de area de 41.7% (figura 21).
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Compound Mass Spectrum List Report
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Figura 21. Cromatograma del fermentado de tejocote (Crataegus mexicana) realizado por el laboratorio de
cromatografia del Instituto de Quimica de la UNAM.

A continuacién se muestran los resultados de espectrometria de masas, para la caracterizacion

de los metabolitos antioxidantes.
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Figura 22. Espectrometria de masas del fermentado de tejocote (Crataegus mexicana) .Pico 3.
Comparada con estructura quimica Procyanidina B2. p.m= 577 g/mol.

El pico o compuesto 3, presenta relacion masa carga de 577 m/z con un pico base de 288. 9
m/z, los cuales concuerdan con la estructura molecular de Procianidina B2. Estos resultados,
se comparan con estudios de compilacion de LC/UV vy bibliotecas MS/MS utilizando 39
estandares fendlicos y asi aplicarlos para investigar los metabolitos presentes en diferentes
muestras fermentadas (figura 22).

7.5.2 Cuantificacion de metabolitos por HPLC de la muestra del fermentado de
tejocote en medio artificial, en el Laboratorio de Quimica de los Alimentos de la
Licenciatura de Nutricion de la Universidad Autdbnoma de Tlaxcala

Se inici6 inyectando la muestra sin diluir del fermentado de tejocote (C. mexicana) en tres
diferentes longitudes de onda; 254, 210 y 280 nm. Para la tecnica se utilizé una fase maévil de
90 % buffer y 10 % acetonitrilo. El tiempo de retencion fue de 45 min a temperatura ambiente

y las inyecciones de la muestra fueron de 10 pL. se realizaron inyecciones por triplicado.

Como primer resultado, se muestra el cromatograma a 254 nm, de la muestra sin diluir del
fermentado de tejocote (C. mexicana) en medio artificial. Tiene un total de 11 picos. El pico 1,

se resgistro al minuto 2.58 con area de 9.63 %; el pico 2, se registré al minuto 2.97 con area de
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2.36 %; el pico 3, se registré al minuto 4.66 con area de 5.82 %; el pico 4, se registro al
minuto 5.41 con érea de 3.26 %; el pico 5, se registro al minuto 6.79 con &rea de 0.86 %; el
pico 6, se registro al minuto 7.73 con area de 3.22 %; el pico 7, se registro al minuto 8.20 con
area de 2.13 %; el pico 8, se registro al minuto 8.63 con area de 1.26 %; el pico 9, se registro
al minuto 10. 04 con area de 1.97; el pico 10, se registré al minuto 10.95 con &rea de 35 % y
finalmente el pico 11, se registr6 al minuto 11. 96 con &rea de 33.99 (figura 23a).

El segundo resultado, del cromatograma a 210 nm, con la muestra del fermentado de tejocote
en medio artificial, tiene un total de 12 picos. Pico 1, se registrd al minuto 2.58 con &rea de
8.35 %:; el pico 2, se registrd al minuto 3.01 con area de 2.53 %; el pico 3, se registrd al
minuto 4.22 con area de 3.21 %, el pico 4, se registré al minuto 6.36 con area de 7.73 %; el
pico 5, se registrd al minuto 6.92 con area de 1.85 %; el pico 6, se registro al minuto 7.73 con
area de 19.33 %; el pico 7, se registro al minuto 8.20 con area de 20.41; el pico 8, se registrd al
minuto 8.63 con area de 6.98 %; el pico 9, se registré al minuto 8.89 con area de 4.23 %; el
pico 10, se registré al minuto 9.94 con area de 5.89 %); el pico 11, se registré al minuto 10.93
con area de 14.08 % y finalmente el pico 12, se registro al minuto 11.94 con éarea de 11. 54 %
(figura 23Db).

Finalmente, los resultados del cromatograma a 280 nm, resgistr6 un total de 11 picos. El pico
1, se registrd al minuto 2.58 con area de 4.70 %; el pico 2, se registré al minuto 2.99 con area
de 2.19%; el pico 3, se registré al minuto 3.67 con area de 3.78 %; el pico 4, se registro al
minuto 4.66 con area de 15.46 %; el pico 5, se registré al minuto 5.41 con érea de 3.47 %); el
pico 6, se registrd al minuto 6.79 con area de 2.42 %; el pico 7, se registro al minuto 7.73 con
area de 12.54 %); el pico 8, se registro al minuto 8. 18 con area de 9.77 %; el pico 9, se registrd
al minuto 8.88 con area de 3.71 %; el pico 10, se registré al minuto 9.180 con area de 4.96 % y

finalmente el pico 11, se registré al minuto 11.78 con area de 0.81 % (figura 23c).
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a) Cromatograma de fermentado de tejocote en medio artificial a 254 nm.
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Fuente: Analisis en el laboratorio de quimica de la nutricion de la licenciatura en nutricién, facultad de ciencias
de la salud, de la Universidad Auténoma de Tlaxcala, 2015-2016.
b) Cromatograma de  fermentado de tejocote en  medio artificial, a 210 nm.
6 -
mALU {:"
1500 »
1250 1 8
1000 2 D 104 12
81 3 s B oD
= ~ o 4 - © ¥ o3
500 > 8 :“‘i w = O
250 n Y G :
0
& . 15 2 25 30 35 40 min|

Fuente: Analisis en el laboratorio de quimica de la nutricion de la licenciatura en nutricién, facultad de ciencias
de la salud, de la Universidad Auténoma de Tlaxcala, 2015-2016.

¢) Cromatograma de fermentado de tejocote en medio artificial, a 280 nm
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Fuente: Andlisis en el laboratorio de quimica de la nutricion de la licenciatura en nutricién, facultad de ciencias
de la salud, de la Universidad Autonoma de Tlaxcala, 2015-2016.

Figura 23. HPLC del laboratorio de Quimica de la Nutricion de la UAT.
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De acuerdo con los resultados anteriores, la muestra del fermentado de tejocote, presentd
concordancia en tiempos de retencion, aun sometidos a tres diferentes longitudes de onda
(254, 210 y 280 nm). Los tiempos de retencion que coincidieron son; 2.58, 4.62, 7.73, 8.203,
8.63, 11.9. Sin embargo no tenemos los datos espectroscopicos para proponer posibles

compuestos, pero se demuestra con este estudio la presencia de varios metabolitos.
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8. DISCUSION

El tejocote Crataegus mexicana es una fuente natural de antioxidantes polifendlicos (Garcia-
Mateos y cols., 2012). La presencia de la actividad antioxidante de la bebida de tejocote
(Crataegus mexicana) antes de iniciar el proceso de fermentacion alcohdlica fue 84.23 % para
DPPH y 87.83% en TBARS. Estos resultados son similares a los demostrados en previos
estudios con respecto a la actividad antioxidante presente en Crataegus mexicana, donde el
extracto de acetona a 100 pm fue el més activo, por DPPH se obtuvo 91.56% y por TBARS
80.84% (Méndez y cols., 2013).

El medio éptimo de fermentacién alcohdlica de la bebida de tejocote (Crataegus mexicana) es
en medio artificial, es decir, se inocula el mosto con levadura seca Sacccharomyces cerevisie
(Dry Ale Yeast US 05) alcanzando un 12% Alc. Vol. Al mismo tiempo se conserva la
actividad antioxidante se conserva en 84.34% evaluada por DPPH. Los resultados resultan
favorables, ya que la condicion ideal, es decir, el tipo de levadura empleada, son las ideales
para conservar la actividad antioxidante y obtener altos porcentajes de volumen de alcohol.
Estos resultados son similares a los de Guifen He y cols., en (2013), en el que por medio de
una levadura seca (SIHA Active Yeast 3 Saccharomyces cerevisiae WET 136) fermentaron un
vino de Crataegus pinnatifida, el cual, al terminar la fermentacion alcoholica, el porcentaje de
actividad antioxidante es de 60% evaluada por la misma técnica de DPPH y su contenido de
alcohol es de 11.98% (v/v) (Guifen He y col., 2013). Otro trabajo que evalud la actividad
antioxidante de vinos, es el de Suarez en 2012, en el que las levaduras inoculadas favorecen la

actividad antioxidante y la produccion de componentes polifendlicos (Suarez y cols., 2012).

La presencia de metabolitos antioxidantes secundarios del tipo polifendlicos en la bebida
fermentada de tejcocote (Crataegus mexicana) se observé por ABTS en un 95.32 £ 0.02 %
(técnica mas selectiva en cuanto a la capacidad de atrapamiento de los radicales libres del tipo
polifendlico). Los compuestos polifendlicos presentes en la bebida fermentada proporcionan

actividad antioxidante ademéas de brindar caracteristicas organolépticas a la bebida. En
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trabajos similares realizados, se evaluaron las propiedades de los compuestos fendlicos en
semillas de uva y se determind que estos metabolitos secundarios juegan un papel importante
en la determinacion de las caracteristicas organolépticas de las bayas y vinos (Robichaud y
cols., 1990). En particular, contribuyen a las caracteristicas del vino, como color, sabor,
astringencia y amargor (Robichaud y cols. 1990), (Thorngate y cols., 1995). Asi como
también, se ha demostrado que las principales clases de flavonoides en uvas y vinos son las
antocianinas, catequinas y procianidinas (Cabanis y cols., 1998). Otra técnica utilizada para la
evaluacion de actividad antioxidante fue TBARS, cuantificando la capacidad de inhibicion de
lipoperoxidacion de la bebida alcohdlica fermentada de tejocote (Crataegus mexicana) en
95.32 £ 0.02 %, un trabajo similar que evalud la actividad antioxidante en una bebida
fermentada es el de Vincent en (2002), con el que determind las capacidades in vitro de los
polifenoles en el vino tinto, para inhibir la oxidacion mediada por células de las lipoproteinas.
El resultado obtenido por TBARS es de 91.7% de inhibicion de la lipoperoxidacion (Vincent y
cols., 2002). Otro estudio que evalla la presencia de actividad antioxidante en vinos sometidos
a un proceso largo de fermentacion es el de Hernandez y cols., en (2006) que evalud la
actividad antioxidante de compuestos polifendlicos de 47 variedades de vinos a lo largo de 14
meses de maduracidn, y atribuye la presencia de la actividad antioxidante a los metabolitos
polifendlicos ya que estos se lograron conservar, debido a que son altamente estables
(Hernandez y cols., 2006).

Una vez concluida la etapa de evaluacion antioxidante, continuamos con la identificacion de
metabolitos secundarios antioxidantes presentes en la bebida fermentada de tejocote
(Crataegus mexicana). Los resultados de este trabajo en cromatografia, muestran tres picos
importantes; el 1, 3 y 7(ver en figura 15, pag. 66). Siendo el pico 3, el mas representativo ya
gue, mediante espectrometria de masas presenta una relacion de masa carga de 577 m/z con un
pico base de 288. 9 m/z. EIl cual, concuerda con la estructura molecular de Procianidina B2.
Al comparar con estudios de compilacion de LC/UV y bibliotecas MS/MS, en el que
utilizaron 39 estandares fenolicos y elucidaron metabolitos presentes en diferentes muestras
fermentadas, se determind la presencia de procianidina B2 (Cooks y cols., 2000), (S6nchez-

Rabaneday cols., 2003), (Monagas y cols.,2005), (Loredana y cols., 2006), (Stéggl y cols.,
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2004) el cual presentd una relacion masa/carga de 577.3 m/z y un pico de 280 nm propio de
procianidina B2. Otro trabajo que identifica a Procianidina B2 en una bebida fermentada de
uva “vino” es el de Hernandez y cols., (2008) por medio de cromatografia, tiempos de
retencion, espectros de UV y datos de parametros espectrales UV que se compararon con los
estandares de Procianidina. Los compuestos identificados fueron &cido galico, protocatequina,
flavanoles, (+) catequina, (-) epicatequina y procianidinas B2, B3 y B1, entre otros
(Hernéndez y cols., 2008). Posiblemente, la presencia de Procianidina B2 en la bebida
fermentada de tejocote (Crataegus mexicana) se debe a que uno de los principales compuestos
fendlicos presentes en fruto del género tejocote (Crataegus ssp.) Son; epicatequina, agliconas
y glucosidos de tipo B, procianidinas oligoméricas y flavonoles, acidos fendlicos y flavonas
C-glicosilo y se estima que el contenido total de compuestos fendlicos es mas alto en las hojas
y flores. Y que en los frutos predominan las procianidinas (procianidina B2 y Procianidina B1)
(Baoru y cols., 2012). Otro ejemplo trabajo que muestra la presencia del metabolito
secundario en Crataegus es Gabriela y cols., en (2000), en el que por medio de analisis
cromatografico de extractos de hojas y flores de Crataegus spp. reveld la presencia de
procianidinas hasta un nivel tetramérico, esto fue usando las técnicas de LC-MS
principalmente (Gabriela y cols., 2000). Otro trabajo que caracteriza a Procianidina B2 por
medio de semillas de semillas de uvas es el de Jiang y cols., (2013), Procianidina B2, presento
un peso molecular de 577 m/z y mondémeros de 289 m/z, identificadas por HPLC- masas
(figura 20) (Jiang y cols., 2013). Estos estudios coinciden con la espectrometria de masas de la

bebida fermentada de tejocote (Crataegus mexicana) (figura 16).
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1 289 MSAIS of peak T1

Figura 24. Identificacion de Procianidina B2 (m/z) y su monémero 289 (m/z) formando la
procianidina B2. A un pH 3 (Jiang y cols., 2013).

Consideramos necesario desarrollar estudios de elucidacion de los principales metabolitos

contenidos en la fermentacion alcohdlica de tejocote (Crataegus mexicana).
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9. CONCLUSIONES

La bebida alcoholica fermentada de tejocote (Crataegus mexicana) obtuvo un 12 % Alc.

Vol. en un medio artificial con levadura (Saccharomyces cerevisiae) seca tipo Ale.

Se cuantificé la actividad antioxidante de la bebida fermentada de tejocote (Crataegus
mexicana) por los métodos DPPH y ABTS en un 90 %, demostrandose asi que la bebida

mantiene las propiedades antioxidantes del fruto.

Respecto al proceso de inhibicién de la lipoperoxidacion se calculd mas del 90% de
eficiencia.

Por medio de HPLC- masas se identifico al metabolito polifendlico Epicatequina B2 en la

bebida fermentada de tejocote (Crataegus mexicana).
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10. PERSPECTIVA

Existe la necesidad de continuar con el mejoramiento sensorial de la bebida alcoholica por
medio de analisis sensoriales (olor, sabor y aroma). Evaluar in vivo el desempefio y
mecanismos de accion de la actividad antioxidante de la bebida fermentada. Determinar el
tiempo oOptimo de fermentacion alcohdlica buscando el menor tiempo y el méaximo
rendimiento de alcohol sin alterar las propiedades biologicas. Desarrollar estudios de la vida
atil de la levadura para reutilizarla con la finalidad de abatir costos de produccion a mayor
escala. Estudiar los costos econdmicos de produccion de la bebida fermentada de tejocote, asi
como, el mercado de consumo. Finalmente, realizar un estudio exhaustivo sobre la plena
elucidacion de los metabolitos antioxidantes presentes antes y después de la fermentacion de

la bebida alcohdlica de tejocote (Crataegus mexicana).
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