Universidad Autonoma De Querétaro

Facultad De Quimica

“Compuestos fendlicos del orujo de uva: extraccion,
estabilidad y su asociacion con el tratamiento de la
resistencia a la insulina en un modelo de obesidad inducido
por una dieta alta en grasa y fructosa”

Tesis

Que como parte de los requisitos para
obtener el Grado de

Maestra en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:

Q. AL. Paloma Castilla Ramirez

Dirigido por:

Dra. Rosalia Reynoso Camacho

Santiago de Querétaro, Qro., diciembre, 2024



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

@OSE

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiary redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

LYINEA3IDAD AUTONIMR. EE‘ NUERETARD U niversidad Auténoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Compuestos fendlicos del orujo de uva: extraccion, estabilidad y su asociaciéon

con el tratamiento de la resistencia a la insulina en un modelo de obesidad
inducido por una dieta alta en grasa y fructosa”

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Maestra en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:
IQ. AL. Paloma Castilla Ramirez

Dirigido por:
Dra. Rosalia Reynoso Camacho

SINODALES

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Presidente

Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez
Secretario

Dra. Minerva Ramos Gémez
Vocal

Dr. Luis M. Salgado Rodriguez
Suplente

Dr. Ivan Andrés Luzardo Ocampo
Suplente

Centro universitario, Querétaro, Qro.
Diciembre de 2024
México



DECLARACION DE RESPONSABILIDAD DEL ESTUDIANTE:

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron generados
durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que inclui los detalles
metodologicos necesarios para que los resultados de esta tesis sean

reproducibles en eventuales investigaciones futuras.

Paloma Castilla Ramirez



DEDICATORIAS
A mis papas Pepe y Miriam por apoyarme y cuidarme todo este tiempo.
A mi padrino David por brindarme el apoyo para iniciar mi proceso de ingreso a

la maestria.



AGRADECIMIENTOS
Al consejo Nacional de Humanidades y Ciencias Tecnolégicas (CONAHCYT) por
el apoyo econdmico necesario durante el desarrollo de este proyecto de
investigacion.
A la Universidad Autonoma de Querétaro por formarme profesionalmente desde
licenciatura. A la Facultad de Quimica por el apoyo econdmico para realizar este
proyecto de investigacion.
A la Dra. Rosalia Reynoso Camacho por incentivarme a mejorar y a su vez por
la presion y el regafio que me sirvié de practica para la vida laboral y como
impulso a mejorar para seguir mi suefio de ser investigadora.
A los miembros de mi comité por sus aportaciones realizadas. En especial a la
Dra. Minerva por su apoyo en las clases para poder solucionar problemas
generados durante la investigacion
A mis padres por preocuparse por mi, darme un techo, comida y recogerme
después de las largas jornadas en el laboratorio.
A Arturo por mostrarme que aun en los peores momentos se le puede ver el lado
bueno a las cosas. Por ensefarme que no todo en la vida es la escuela e
impulsarme a salir al mundo. Tu carifio me ayudé a seguir adelante.
A Marco y Edgar por estar ahi cuando los necesitaba y brindarme su amistad en
estos afos, fueron un ejemplo para mi para no darme por vencida.
A Rogelio lvan por todo el apoyo para poder realizar este enorme proyecto, por
los fines de semana y las noches de desvelo, por ser un amigo y a la vez por los
conflictos que me ayudaron a mejorar como persona.
A Alex, Lupita, Ricardo, Rogelio, Evelyn, Anita, Raul por integrarme como una
mas del laboratorio. Evelyn, eres un ejemplo de doctora, gracias por cuidarnos y
alentarnos a trabajar en un espacio mas ordenado y gracias por apoyarme
cuando lo necesitaba.
A Joel, Rogelio y la Dra. Rosalia, sin su esfuerzo no hubiera podido salir el primer
articulo de este proyecto.
A Joss por brindarme un espacio para poder trabajar y brindarme tiempos
amenos de platica.
A Flor por su apoyo en facilitarme los espacios y equipos de trabajo, asi como
su ayuda en los momentos dificiles.

A Memo por ser mi mejor amigo, espero que nuestra amistad perdure.



A todos los chicos de licenciatura que me apoyaron, Melissa, Yen, Leo, Angela,
Angel y Betty por su tiempo extra, sus fines de semana y jornadas largas. Sin
ustedes este proyecto no se hubiera podido realizar, espero hayan podido
aprender mucho y si su suefio es seguir por este camino de investigacion estaré

encantada de apoyarlos.

Vi



iNDICE GENERAL Pagina

INDICE DE CUADROS IX
INDICE DE FIGURAS X
RESUMEN Xl
. INTRODUCCION 13
Il ANTECEDENTES 16
2.1. Insulina 16
2.2. Resistencia a insulina 17
2.3. Prevalencia de diabetes DMT2 18
24. Tratamientos para la diabetes 19
2.5. Orujo de uva 19
2.51. Composicion general del orujo 20
2.51. Contenido de fibra de orujo de uva 20
2.5.2. Compuestos fendlicos 22
2.5.3. Compuestos fendlicos extraibles 23
2.54. Compuestos fendlicos no extraibles 24
2.6. Extraccion de compuestos fendlicos 24
2.6.1. Extraccion de compuestos fendlicos extraibles 24
2.6.2. Extraccion de compuestos fendlicos no extraibles 26
2.6.3. Extractos de compuestos fendlicos de orujo de uva 26
2.1. Estabilidad de los extractos de compuestos fendlicos 28
2.2. Estudios de orujo de uva y resistencia a insulina 30
2.21. Estudios con orujo de uva 30
2.2.2. Estudios con extractos de orujo de uva 32
M. JUSTIFICACION 34
Iv. OBJETIVOS 35
4.1. Objetivo general 35
4.2. Objetivo Especifico 35
V. METODOLOGIA 35
5.1. Materiales 35
5.1.1. Animales 35
5.1.2. Material vegetal 36
5.1.3. Analisis microbiologico de orujo de uva 36
5.2. Seleccion de las condiciones de extraccion de los compuestos
fenolicos 37

vii



5.2.1.
5.2.2.
5.2.3.
5.2.4.

5.2.5.

5.3.

5.3.1.
5.3.2.
5.3.3.

5.3.4.

VL.
6.1.

6.1.1.

6.2.

6.3.

6.3.1.
6.3.1.

6.3.1.
6.3.2.

VII.
VIIL.
IX.

Preparacién de extractos 37
Cuantificacion de compuestos fendlicos totales extraibles 39
Compuestos fendlicos no extraibles 41

Identificacion de compuestos fendlicos extraibles por HPLC-
DAD 42

Identificacion de compuestos fendlicos extraibles y no
extraibles por UPLC de los extractos administrados en el

modelo animal 43
Estabilidad de compuestos fendlicos extraibles 44
Medicién de color e indice de pardeamiento 44

Cinética de degradacion de antocianinas y proantocianidinas 45

Evaluacion in vivo de tratamiento de la resistencia a insulina de

los compuestos fendlicos no extraibles del orujo de uva 46
Analisis estadistico 50
RESULTADOS 51
Seleccion de las condiciones de extraccidon de los compuestos
fendlicos 51
Identificacion de compuestos extraibles por HPLC-PDA en los
extractos de orujo de uva 55
Evaluacion del indice de pardeamiento y estabilidad de antocianinas
y proantocianidinas 59
Evaluacion in vivo de tratamiento de la resistencia a insulina de los
compuestos fendlicos no extraibles del orujo de uva 70
Perfil fitoquimico de los extractos EPP y NEPP 70
Cuantificacion de solventes residuales en los extractos
liofilizados de EPPs y NEPPs 72
Analisis microbioldgico 77

Estudio in vivo para la evaluacion de los compuestos fendlicos
extraibles y no extraibles sobre resistencia a la insulina 78
CONCLUSIONES 85
BIBLIOGRAFIA 86
ANEXOS 109

viii



iINDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Composicién proximal del orujo de uva 20
Cuadro 2. Fibra dietaria de orujo de uva 21
Cuadro 3. Compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en orujos de uva 25
Cuadro 4. Condiciones de extraccion de compuestos fendlicos de orujo de uva

27

Cuadro 5. Mezclas de solventes utilizados en la primera etapa de extraccion de
EPPs de orujo de uva 38

Cuadro 6. Mezclas de solventes utilizados en la primera y segunda etapa de
extraccion de EPPs de orujo de uva 39

Cuadro 7. Contenido nutrimental de la dieta estandar y alta en grasa y fructosa
para el estudio in vivo 48

Cuadro 8. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y
proantocianidinas de diferentes tipos de extracciones de orujo de uva

53

Cuadro 9. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y
proantocianidinas de diferentes extracciones de orujo de uva Syrah

utilizando diferentes proporciones de solventes en ambas etapas de

extraccion 54

Cuadro 10. Compuestos fendlicos cuantificados por HPLC/DAD en extractos de
orujo de uva 56

Cuadro 11. Cinética de degradacion de antocianinas de orujo de uva 66
Cuadro 12. Cinética de degradacién de extractos de proantocianidinas del orujo
de uva 68

Cuadro 13. Cambios de color (AE) de los extractos de orujo de uva al finalizar
los estudios de estabilidad 69

Cuadro 14. Compuestos fendlicos de la fraccion EPPs y NEPPs del orujo de uva
71

Cuadro 15. Compuestos fendlicos identificados por UPLC-MS en las fracciones
EPPs y NEPPs del orujo de uva (ug/g de peso seco) 73

Cuadro 16. Analisis de solventes residuales de las fracciones EPP y NEPP del
orujo de uva de la variedad Syrah 77

Cuadro 17. Analisis microbiolégico de las fracciones EPP y NEPP del orujo de
uva de la variedad Syrah 77

Cuadro 18. Concentracion de glucosa, insulina e indice HOMA-IR al inicio del
tratamiento de resistencia a la insulina en animales en animales con
dieta DAGF suplementados con EPPs y NEPPs de orujo de uva 78
Cuadro 19. Concentracion de glucosa, insulina e indice HOMA-IR en ratas
suplementadas con EPPs y NEPPs de orujo de uva a las 22 semanas
del estudio 79
Cuadro 20. Peso corporal y parametros antropométricos de obesidad al terminar
el tratamiento de ratas obesas alimentados con una dieta
suplementada con EPPs y NEPPs 84



iINDICE DE FIGURAS

Figura 1. Cascada de sefalizacion de la insulina.

Figura 2. Compuestos fendlicos extraibles y no extraibles.

Figura 3. Analisis estadistico multivariante de extractos de orujo de uva en
base a compuestos fendlicos totales, capacidad antioxidante,
principales fitoquimicos cuantificados e indice de pardeamiento.

Figura 4. indice de pardeamiento de los extractos de orujo de uva
almacenados a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c).

Figura 5. Contenido de antocianinas de los extractos de orujo de uva
almacenados a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c).

Figura 6. Contenido de proantocianidinas de extractos de orujo de uva
almacenados a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c).

17

23

58

61

63

65



RESUMEN

El orujo de uva es un subproducto de la industria vitivinicola con capacidad para
reducir la resistencia a la insulina (RI) debido a su alto contenido de compuestos
fendlicos extraibles (EPPs). Sin embargo, se ha sugerido que los compuestos
fendlicos no extraibles (NEPPs) podrian tener este beneficio, lo cual no ha sido
demostrado. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes
solventes y acidos en la separacion de EPPs y NEPPs, determinar su estabilidad
térmica y perfil fitoquimico, y evaluar el efecto de los NEPPs en el tratamiento de
la Rl y control de peso corporal. Por lo tanto, primero se identifico las mejores
condiciones de extraccion de EPPs al variar el tipo de solvente (metanol y
etanol), acido (acido citrico y HCI) y concentracion de solventes de la primer
etapa (2:2, 5:5y 8:2 v/v) y segunda de extraccion (5:5y 7:3 v/v) de EPP del orujo
de uva, siendo EAnc/ CeA 8:2/5:5 v/v (etanol:acido citrico/ acetona:agua) un
solvente apto para obtener un mayor contenido de compuestos fendlicos totales
(CFT 26%) y mayor t12 de proantocianidinas a 60, 80 y 100 °C que el método
convencional MAnc/CeA 5:5/7:3 (metanol:acido clorhidrico/ acetona:agua), en
6, 1.8 y 1.7 veces mayor respectivamente. Posteriormente, las fracciones
resultantes (EPPs y NEPPs) del extracto anteriormente mencionado fueron
evaluadas in vivo. Se trabajé con 4 grupos de ratas Wistar macho: dieta estandar
(DE), dieta alta en grasa y fructosa (DAGF), DAGF-EPPs (al 2.6%) y DAGF-
NEPPs (al 1.4 %), a partir de la semana 14 se suplementaron los grupos
correspondientes durante 8 semanas. El tratamiento con EPP redujo el peso
corporal (9.6 %) y la tasa de ganancia de peso (72 %), la fraccion NEPP no tuvo
efectos significativos. Sin embargo, ni EPPs ni NEPPs mejoraron
significativamente la resistencia a la insulina (HOMA-IR: 22.0 £ 2.01 y 18.51 &
1.70 respectivamente) con respecto al grupo DAGF (HOMA-IR: 20.28 + 2.83),
sugiriendo que el control de peso corporal esta relacionado con la diversidad de
compuestos fendlicos en cada fraccién, pero no implica un efecto sobre la RI. A
pesar del alto contenido de proantocianidinas de los NEPPs (99.56 + 14.79 mg/q)
con respecto al grupo EPPs (31.83 + 5.03 m/g) la dosis no fue suficiente para
producir un efecto sobre Rl y peso corporal.

Palabras claves: Orujo de uva, EPPs, NEPPs estabilidad de EPPs, resistencia a
insulina.



ABSTRACT

Grape pomace is a by-product of the wine industry with the ability to reduce
insulin resistance (IR) due to its high content of extractable phenolic compounds
(EPPs). However, it has been suggested that non-extractable phenolic
compounds (NEPPs) could have this benefit, which has not been proven. The
aim of this study was to evaluate the effect of different solvents and acids on the
separation of EPPs and NEPPs, determine their thermal stability and
phytochemical profile and evaluate the effect of NEPPs in the treatment of IR and
body weight control. Therefore, the best extraction conditions of EPPs were first
identified by varying the type of solvent (methanol and ethanol), acid (citric acid
and HCI) and solvent concentration of the first (2:2, 5:5 and 8:2 v/v) and second
extraction stages (5:5 and 7:3 v/v) of EPP from grape pomace, being EAxc/CeA
8:2/5:5 v/v (ethanol:citric acid/acetone:water) a suitable solvent to obtain a higher
content of total phenolic compounds (CFT 26 %) and higher t1/2 of
proanthocyanidins at 60, 80 and 100 °C than the conventional method MAHc/CeA
5:5/7:3 (methanol:hydrochloric acid/acetone:water), by 6, 1.8 and 1.7 times
higher respectively. Subsequently, the resulting fractions (EPPs and NEPPs)
were evaluated in vivo. Four groups of male Wistar rats were worked with:
standard diet (SD), high fat and fructose diet (HFD), HFD-EPPs (2.6%) and HFD-
NEPPs (1.4 %). From week 14, the corresponding groups were supplemented
for 8 weeks. Treatment with EPP reduced body weight (9.6 %) and weight gain
rate (72 %), the NEPP fraction had no significant effects. However, neither EPPs
nor NEPPs significantly improved insulin resistance (HOMA-IR: 22.0 + 2.01 and
18.51 + 1.70 respectively) with respect to the DAGF group (HOMA-IR: 20.28 *
2.83), suggesting that body weight control is related to the diversity of phenolic
compounds in each fraction, but does not imply an effect on IR. Despite the high
proanthocyanidin content of the NEPPs (99.56 + 14.79 mg/g) compared to the
EPPs group (31.83 £ 5.03 m/g), the dose was not sufficient to produce an effect
on Rl and body weight.

Keywords: Grape pomace, EPPs, NEPPs, EPPs stability, insulin resistance.
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. INTRODUCCION

La resistencia a la insulina (RIl) es una afeccion en la que las células
(principalmente de musculo, higado y tejido adiposo) muestran una respuesta
reducida a esta hormona, lo que contribuye al desarrollo de diabetes tipo Il
(DMT2), (Pirola et al., 2004; Petersen & Shulman, 2018). Para prevenir estas
alteraciones, se ha propuesto consumir fuentes ricas en compuestos fendlicos,
como el orujo de uva, el cual contiene compuestos fendlicos extraibles (EPP) y
no extraibles (NEPP) (Kar et al., 2009; Li et al., 2016). Los EPP son solubles en
disolventes organicos; mientras que, los NEPP permanecen en el residuo de
extraccion, unidos a la fibra dietaria o las proteinas (Saura-Calixto & Pérez-
Jiménez, 2018).

El método mas comun de separacion de estos compuestos es la maceraciéon
sélido-liquido, en el cual el metanol y la acetona se emplean como solventes de
extraccion (Acosta-Estrada et al., 2014; Pérez-Jiménez et al., 2014). Sin
embargo, estos solventes son altamente toxicos, siendo el etanol una alternativa,
ya que presenta una alta solubilidad y menor toxicidad en comparacion con esos
solventes (Do et al., 2014).

Adicional a una extraccién con un alto rendimiento de los compuestos fendlicos
es importante identificar la estabilidad de las antocianinas y las procianidinas,
componentes relacionados con los beneficios sobre la Rl (Yogalakshmi et al.,
2014; Belwal et al., 2017; Pascual-Serrano et al., 2017). Estos compuestos
bioactivos son termolabiles, por lo que su concentracidon puede disminuir durante
el almacenamiento, conservar la estabilidad de los compuestos fendlicos a
temperaturas superiores a la de almacenamiento garantiza un mayor control
sobre las dosis administradas y sus efectos benéficos sobre la salud (Dangles et
al., 2018; Esparza et al., 2020; Albuquerque et al., 2021; Serea et al., 2022).

Respecto a los beneficios de los EPPs, en estudios preventivos en ratas Wistar
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa y suplementadas con 300
mg/kg peso corporal/dia de EPP de orujo de uva, los animales han presentado
un menor indice HOMA-IR comparado con el grupo con obesidad, siendo 40 %

menor en el estudio realizado por Rodriguez-Lanzi y colaboradores (2016);
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mientras que, Rodriguez-Lanzi y colaboradores (2020) presentaron un HOMA-
IR 70 % menor que el grupo con obesidad con la misma dieta y la dosis
administrada. Adicionalmente, estudios en los que se utilizaron extractos como
tratamiento de la Rl en ratas Wistar alimentadas con una “dieta de cafeteria” (35
% grasay 51 % carbohidratos) y administradas por via oral con proantocianidinas
extraibles de semilla de uva a una dosis de 25mg/kg peso corporal/dia,
presentaron una disminucion de la Rl del 15%. En otro estudio utilizando el
mismo modelo animal (en ratas Wistar alimentadas con una “dieta de cafeteria”),
el consumo de un extracto de proantocianidinas a diferentes dosis (25 a 200
mg/kg peso corporal/dia) no mostrd un efecto sobre la RI. Sin embargo, estos
ultimos autores no presentan una discusidon sobre la falta de esta respuesta
(Pascual-Serrano et al., 2017; Pascual-Serrano et al., 2018). Estos reportes
demuestran que las proantocianidinas (EPPs) en concentraciones menores a
200 mg/kg/dia tienen un efecto bajo en la prevencion de RI, mientras que
administrar el extracto completo de EPPs tiene un mayor efecto benéfico sobre

dicha enfermedad

Respecto a NEPPs aislados del orujo de uva y sus efectos sobre la Rl, no hay
informacién reportada hasta el momento, no hay informacion reportada hasta el
momento, pero se estima que al estar unidos a fibra dietaria y llegar al llegar al
colon, estos compuestos pueden metabolizarse en metabolitos capaces de
ejercer un efecto bioactivo sobre el metabolismo de la glucosa (Vitaglione &
Fogliano, 2010; Lizarraga et al., 2011). Con el objetivo de realizar una
aproximacion a estos conocimientos y determinar la participacion de EPPs y
NEPPs del orujo de uva sobre la RI, nuestro grupo de trabajo realizé estudios
con ratas alimentadas con una dieta hipercalorica y suplementadas con orujo de
uva (8000 mg de orujo/kg peso corporal/dia) de distintas variedades (Malbec,
Garnacha y Syrah). Todos los orujos de estas variedades tuvieron un efecto
significativo en la prevencion de la Rl en un 62, 67 y 74 % respectivamente a
pesar de las concentraciones contrastantes de EPPs: NEPPs de 1:2 para
Malbec, 1:1 para Garnacha y 1:10 para Syrah. Por lo tanto, no fue posible
identificar la asociacion de estas fracciones de compuestos fendlicos con el
beneficio de la RI (Buergo-Martinez, 2023).

14



Por otro lado, la concentracidén de los compuestos fendlicos responsables de
estos beneficios puede cambiar dependiendo la variedad de la uva, el cultivo,
clima y el proceso de vinificaciéon (de la Cerda-Carrasco et al., 2015; Ferri et al.,
2017). Esto trae como consecuencia una gran variabilidad en el contenido de
dichos bioactivos y el esclarecer la participacion de la fraccion de NEPPs con
respecto a los EPPs es fundamental para la seleccidén de los orujos generados
por diferentes regiones y empresas vitivinicolas con el objetivo de ser utilizados

para la prevencion de esta enfermedad.

Con base a lo anterior, este estudio tuvo como objetivo evaluar la extraccion y
estabilidad de la fraccion de EPP y determinar el efecto de EPPs y NEPPS sobre

la prevencion de la Rl en ratas alimentadas con una dieta hipercalérica.
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II. ANTECEDENTES
2.1. Insulina

La insulina es una hormona secretada por las células B-pancreaticas y su sintesis
y liberacion depende de la concentracion de glucosa plasmatica. Este
carbohidrato se incorpora a las células para ser metabolizado, lo que incrementa
los niveles citoplasmaticos de ATP, esto induce el cierre de los canales de Katp
y la despolarizacion de la membrana, lo que conlleva a la apertura de los canales
de Ca?'y, por ende, a un aumento de su concentracién en el citoplasma. Este
aumento de concentracién de Ca?* incrementa la exocitosis y sintesis de la
insulina (Komatsu et al., 2013; Lee et al., 2022).

La insulina promueve la absorcion de glucosa en tejidos dependientes de esta
hormona, como el tejido adiposo y el musculo esquelético; también induce la
sintesis de glucégeno, acidos grasos vy triglicéridos. Adicionalmente, la insulina
inhibe la sintesis de glucosa hepatica y la lipdlisis (Moore et al., 1991; Lee et al.,
2022).

Para que la insulina pueda activar algunas de las vias anteriormente
mencionada, se requiere de la unién de esta hormona a su receptor (IR). Este
receptor se autofosforila y fosforila a otras proteinas como el sustrato del receptor
de insulina (IRS1), el cual activa la via de PI3K (fosfatidilinositol-3-OH quinasa)
lo que promueve la translocacion del transportador de glucosa (GLUT4) a la
membrana celular, excepto en aquellos tejidos en los que GLUT4 esta ausente,
como la glandula mamaria (Luzardo-Ocampo et al., 2023). A su vez, esta via
inhibe la expresion de enzimas gluconeogénicas disminuyendo la produccion de
glucosa hepatica (Petersen & Shulman, 2018; Khalid et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1. Cascada de sefalizacién de la insulina (Adaptada de Lee, et al.,

2022). IRS: sustrato del receptor de insulina, PI3K: quinasa de fosfatidilinositol 3-OH, PIP2:
PIP3: PDK1:

dependiente de 3-fosfoinositido, AKT: proteina quinasa de serina/treonina, AMPK: Proteina

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato; fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, quinasa-1

quinasa activada por AMP, GSV: vesiculas de almacenamiento, GLUT4 transportador de

glucosa tipo 4, Rab: pequefas proteinas que se unen a GTP, AS160: sustrato de AKT de 160
kDa, GSK3: glucégeno sintasa cinasa 3, FOXO1: caja del cabezal de horquilla O1, SREBP-1c:
proteina de union al elemento regulador de esteroles 1¢, GTP: trifosfato de guanosina, mTORC1:
complejo de rapamicina 1, TSC1/2: complejo de esclerosis tuberosa 1/2. ACC: acetil-CoA
carboxilasa.

2.2. Resistencia a insulina

La resistencia a insulina (RI) se define como la incapacidad de los tejidos a
responder a los niveles normales de esta hormona por lo que se requieren
mayores concentraciones de la misma para mantener sus funciones normales
como la captacion de glucosa. Dicha resistencia genera un estado de
hiperinsulinemia crénico que, en conjunto con niveles normales de glucosa
(menor a 110 mg/dL en ayuno), se clasifica como una condicion prediabética
(Kahn, 2003; Carmina et al., 2014).
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En un estado de R, la capacidad de esta hormona para activar las cascadas de
fosforilacién esta disminuida, lo que genera una disminucién en el transporte de
glucosa y una falta de inhibicién de la gluconeogénesis, produciendo una mayor
concentracion de glucosa en sangre (Pirola et al., 2004; Petersen & Shulman,
2018).

Para un estado metabdlico saludable se deben mantener los niveles basales de
glucosa en un rango de 79.27 a 110 mg/dL y de insulina menores a 15 pU/mL
(Carmina et al., 2014; Gromova et al., 2021). Para diagnosticar un estado de RI
se utiliza ampliamente el indice HOMA-IR, que relaciona la concentracién de
glucosa e insulina en ayunas (Haffner et al., 1996). En humanos, valores

mayores de 3.16 se diagnostican como estados de RI (Keskin et al., 2005).

Otro indice subrogado para medir la Rl es el indice de triglicéridos y glucosa,
medido en ayuno. Este marcador tiene una alta sensibilidad y especificidad para
predecir la Rl en diferentes poblaciones, ademas es un método mas simple y

menos costoso que el indice HOMA-IR (Ramdas Nayak et al., 2022).

Uno de los principales problemas de la Rl es que incrementa el riesgo de
desarrollar DMT2, dislipidemias y enfermedad del higado graso no alcohdlico
(Pirola et al., 2004; Cerf, 2013).

2.3. Prevalencia de diabetes DMT2

En México, el 15.8 % de la poblacién mayor a los 20 afios se ha diagnosticado
con diabetes, siendo la segunda causa de muerte en hombres y mujeres en el
ano 2022 (Chandel, 2021; OPS, 2021; SSA, 2022; INEGI, 2023).

La DMT2 se asocia con un aumento en el riesgo cardiovascular, la enfermedad
renal cronica, la retinopatia diabética, las amputaciones de extremidades, entre
otras, convirtiendose en una de las principales causas de discapacidad
prematura. Estas condiciones son consecuencias de un alto nivel de glucosa en
sangre a largo plazo (Ninomiya, 2014; Bello-Chavolla et al., 2017; Xu et al.,
2018).
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2.4. Tratamientos para la diabetes

Las estrategias para controlar la DMT2 incluyen desde el ejercicio moderado
hasta el consumo de medicamentos. Sin embargo, éstos ultimos pueden
producir efectos secundarios como hipoglucemia, retencion de fluidos vy
osteoporosis (Ghosh & Parida, 2016; Xu et al., 2018).

Por lo tanto, los productos naturales han incrementado en popularidad para el
tratamiento de la DMT2 y entre estos destacan los compuestos fendlicos como
el resveratrol y las antocianinas (Beaudoin et al., 2013; Les et al., 2021). Entre
otros compuestos fendlicos también utilizados con fines terapéuticos destacan
las flavononas como la quercetina, flavanoles como la catequina y acidos
fendlicos como el 4cido galico (Vazquez-Prieto et al., 2015; Peng et al., 2017; Xu
et al., 2021).

Una fuente importante de estos compuestos fendlicos son los subproductos
agroindustriales, entre los que se encuentra el orujo de uva, al cual se ha
demostrado que mejora la sensibilidad a la insulina, la salud gastrointestinal y

previene las enfermedades cardiovasculares (Pozuelo, 2012; Zhu et al., 2015).

2.5. Orujo deuva

La uva (Vitis vinifera) es la principal especie cultivada para la industria vitivinicola
(Mourtzinos & Goula, 2019). En México, las principales entidades que cultivan
uva industrial son Zacatecas, Baja California, Aguascalientes, Coahuila,
Guanajuato y Querétaro. Especificamente, respecto a la produccion de vino, en
el pais se elaboran 4 millones de cajas anuales, lo que equivale a casi 36
millones de litros de vino, concentrandose el 75% de la produccion en Baja
California (3 millones de cajas). Mientras que, el 25 % restante se distribuye en
Coahuila, Querétaro, Chihuahua, Guanajuato, Aguascalientes, Zacatecas, San

Luis Potosi, Puebla, Sonora y Nuevo Ledn (Reyes-Martin, 2020).

Los beneficios socio econdmicos de la produccion de vino han sido sumamente
importantes para nuestro pais. Sin embargo, durante la elaboracion de estos se
generan subproductos que representan un 30% de las uvas utilizadas en el
proceso de vinificacion (Fontana et al., 2013; Mourtzinos & Goula, 2019). En
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México se estima la generacion de hasta 22.5 mil toneladas de orujo de uva
(SIAP, 2022).

Por lo tanto, buscar alternativas de aprovechamiento del orujo de uva puede
ayudar a reducir el impacto ambiental de este subproducto. Este tiene una amplia
gama de aplicaciones, incluyendo la produccion de biocombustibles, la
alimentacién animal, la fabricacion de cosméticos y productos alimenticios
(Teixeira et al., 2014).

2.5.1. Composicion general del orujo

El orujo de uva se compone de semillas (38-52%), piel (5—-10%) vy tallo (25%)
(Nerantzis & Tataridis, 2006; Brenes et al., 2016). Los componentes mayoritarios
del orujo son carbohidratos (14.1 a 53.5 g/100 g), proteina (8.5 —-13.9g/100 g) y

grasa (2.1 —-12.5g/100 g) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

Cuadro 1. Composicién proximal del orujo de uva

Materia seca .
Componentes (9/100 g) Parte de la uva Referencias
3 . (Beres et al., 2019; Spinei &
Humedad 3.33-4.31 Orujo completo Oroian, 2021)
7.06 Semillas (D’Eusanio et al., 2023)
Cenizas 7.59 Piel (Deng et al., 2011)
452 -7.59 Mezcla de orujo | (Zhu et al., 2015; Jin et al., 2019)
3 . (Zhu et al., 2015; Beres et al.,
Grasa 2.12-125 | Mezclade orujo | 5019. jin et 41, 2019)
3.35 Piel (Deng et al., 2011)
11.26 Piel (Deng et al., 2011)
, B . (Beres et al., 2019; Jin et al,,
Proteina cruda | 8.49 — 13.87 | Mezcla de orujo 2019: Spinei & Oroian, 2021)
8.94 Semillas (D’Eusanio et al., 2023)
1417 -292 | Mezcla de orujo | (BEres €t al, 2019, Spinei &
Carbohidratos Oroian, 2021)
79-80 Semillas (D’Eusanio et al., 2023)

2.5.1. Contenido de fibra de orujo de uva
Las fibras dietéticas (FD) estan definidas por la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales como los polisacaridos y restos de materiales vegetales
resistentes a hidrolisis (digestion) por enzimas digestivas humanas (McCleary et
al., 2013). La recomendacién de consumo de fibra debe incluir una proporcién
1:3 de fracciones solubles e insolubles, respectivamente (Kunzek et al., 2002).
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La fibra dietética en el orujo de uva esta distribuida en las semillas y tallos, siendo

el componente principal del orujo seco y se ha reportado que este contiene de
46.1 a 80% de fibra (Rodriguez-Lanzi et al., 2016; D’Eusanio et al., 2023). La

fibra dietética soluble en el orujo esta presente entre 1.5 - 9.7 g/100 g, mientras

que, la fraccion insoluble esta en un rango de 14.2-50.8 g/100 g del orujo y en

esta se ha cuantificado la lignina (17.4-42.5 g/100 g); la hemicelulosa (0.7-1.3
g/100 g) y la celulosa (30.7-37.0 g/100 g) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Fibra dietaria de orujo de uva

Compuestos | Materia seca . Parte de .
" Cultivar Referencias
fendlicos (g/100 g) la uva
53.5 Malbec (Zhu et al, 2015;
Mezcla Rodriguez-Lanzi, et
Fibra dietaria 59.13 Merlot de oruio al., 2016; Beres et al.,
46.17-75 | Uvas rojas 191 2019; Spinei & Oroian,
total
2021)
i . . (D’Eusanio et al,
79-80 Uvas rojas Semillas 2023)
(Rodriguez-Lanzi et
2.7 Malbec Mezcla | al., 2016; Beres et al.,
Soluble 235_9.76 Uvas rojas de orujo gg;iﬂ) Spinei & Oroian,
1.51 Merlot Semillas | (Deng et al., 2011)
(Rodriguez-Lanzi et
508 Malbec Mezcla | al., 2016; Beres et al.,
Insoluble 14.93 -36.4 Uvas rojas de orujo gg;i&) Spinei & Oroian,
49.59 Merlot Semillas | (Deng et al., 2011)
. Mezcla | (Beres et al., 2019;
Lignina 17.4-42.53 Uvas rojas de orujo | Spinei & Oroian, 2021)
28 Merlot Semillas | (Deng et al., 2011)
. 1.34 Merlot Mezcla | -p, ot al., 2015)
Hemicelulosa de orujo
0.78 Merlot Semillas | Deng et al., 2011)
. Mezcla | (Spinei &  Oroian,
Celulosa 30.7-37 Uvas rojas de orujo | 2021)
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2.5.2. Compuestos fendlicos

El orujo de uva se considera rico en compuestos fendlicos y estos se encuentran
presentes en un 60-70 % en las semillas y 28-35 % en la piel (Nawaz et al.,
2006).

En la composicién fendlica del orujo de uva se encuentran dos categorias de
compuestos; compuestos fendlicos extraibles (EPPs) y los compuestos fendlicos
no extraibles (NEPPs). Los EPPs son aquellos que, para ser extraidos, se
solubilizan facilmente mediante disolventes organicos y en estos estan incluidos
los acidos fendlicos libres o esterificados, los flavonoides, las proantocianidinas

de bajo peso molecular, asi como los taninos hidrolizables.

Por otro lado, los NEPPs permanecen en los residuos de las extracciones
anteriores y en estos se encuentran las proantocianidinas no extraibles (NEPASs),
compuestos fendlicos de menor peso molecular y taninos hidrolizables ligados a
los constituyentes de la pared celular, como polisacaridos o proteinas, o bien,

atrapados en la matriz alimentaria (Saura-Calixto & Pérez-Jiménez, 2018).

Las NEPAs son polimeros de flavan-3-oles de alto peso molecular, las cuales
estan libres en la matriz alimentaria. Los polifenoles de menor peso molecular
como los acidos fendlicos estan unidos a proteinas o polisacaridos de pared
celular. Respecto a los taninos hidrolizables, estos tienen un centro de glucosa
u otro poliol esterificado con acido galico, llamados galotaninos o con acido
elagico, llamados elagitaninos (Figura 2). Estos NEPPs permanecen en el
residuo de la extraccion acuosa-organica y para extraerse se requiere de una
hidrdlisis enzimatica o quimica mediante el uso de alcalis o acidos (Pérez-
Jiménez et al., 2014; Cutrim & Cortez, 2018; Pérez-Ramirez et al., 2018).
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Figura 2. Compuestos fendlicos extraibles y no extraibles (Adaptada de Pérez-
Jiménez & Torres, 2011).

2.5.3. Compuestos fenodlicos extraibles

Se ha reportado que el contenido de compuestos fendlicos extraibles del orujo
se encuentra en el rango de 3.9 a 72.6 mg/g; mientras que el contenido de
compuestos fendlicos no extraibles es de 107.2 a 114.6 mg/g (Peixoto et al.,
2018; Copado-Romero, 2020; Martinez-Meza et al., 2022) (Cuadro 3).

Entre los compuestos fendlicos reportados para el orujo de uva se encuentran
los acidos hidroxibenzoicos (0.17 mg/g) e hidroxicinamicos (0.07 mg/g).
Principalmente se han detectado al acido galico y siringico como acidos
hidroxibenzoicos y los acidos p-cumarico y ferulico como acidos hidroxicinamicos
(Rodriguez-Lanzi et al., 2018).

Respecto a los flavonoides se han reportado concentraciones entre 18.9-61.7
mg/g, los cuales incluyen a las proantocianidinas (4-19.6 mg/g) y las antocianinas
(2.25 x 10-*- 4.4 mg/g) (Cuadro 3). De las principales antocianinas detectadas se
incluye la malvidina 3-O-glucésido y los monémeros de proantocianidinas como

la (+)-catequina (-)-epicatequina. Los estilbenos se encuentran en menor

23



concentracion (0.23 x 103-2.1 x10° mg/g), siendo el resveratrol el mas

abundante (Rodriguez-Lanzi et al., 2018).

2.5.4. Compuestos fendlicos no extraibles

Los NEPPs se encuentran en una proporcion de 107.2-114.6 mg/g y en esta
fraccion se encuentra una alta concentracién de compuestos de alto peso
molecular, clasificados como NEPA. Estos compuestos estan fuertemente
unidos a proteinas o polisacaridos de la pared celular en concentraciones de
19.5-85.5 mg/g. Mientras que, los polifenoles hidrolizables se encuentran en una
menor cantidad (18.1-23.6 mg/g) (Copado-Romero, 2020; Martinez-Meza et al.,
2022) (Cuadro 3).

Es importante mencionar que el contenido de compuestos fendlicos del orujo de
uva esta determinado por factores como el cultivar de uva, el tipo de suelo, el
clima, la ubicacién geografica y el proceso de elaboracion de vino (de la Cerda-
Carrasco et al., 2015; Ferri et al., 2017). También el componente del orujo
analizado como el tallo, la piel y las semillas tienen efecto en la composicion,
puesto que las semillas tienen una mayor cantidad de compuestos fendlicos
(Spinei & Oroian, 2021).

2.6. Extraccion de compuestos fendlicos
2.6.1. Extraccion de compuestos fendlicos extraibles

Para recuperar los compuestos EPPs se usa la extraccion sodlido-liquido,
combinando una mezcla de solventes con agua. Comunmente los solventes
utilizados son alcoholes como el metanol y etanol, acetona, éter dietilico y
acetato de etilo. El agua se utiliza para facilitar la extraccion de compuestos
fendlicos extremadamente polares como los acidos benzoico e hidroxicinamico
(Acosta-Estrada et al., 2014; Pérez-Jiménez et al., 2014).
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Cuadro 3. Compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en orujos de uva

Compuestos Composicién | Variedad Parte de Referencias
fendlicos (mglg) la uva
i . (Rodriguez-Lanzi et al.,
4.17-5.38 Uva roja 2016; Rosenzweig et al.,
Mezcla de 2017; Peixoto et al., 2018;
} Jin et al., 2019; de
Extraibl 35.80 Merlot orujo Andrade et al., 2021;
xtraibles 41.60-7260| Malbec ; 5 ’
Martinez-Meza et al.,
2021)
3.90 Uva roja Piel |(Peixoto et al., 2018)
10.20 Uvaroja | Semillas |(Peixoto et al., 2018)
1.34 Uvaroja  |Me2clR 08l poisoto et al,, 2018)
orujo
Acidos fendlicos Syrah & Uva . (Peixoto et al., 2018; de
0.45-1.92 roja Piel " JAndrade et al., 2021)
0.60 Uvaroja | Semillas |(Peixoto ef al., 2018)
A.C'dos. . 0.17 Malbec Mezcl_a de (Perdicaro et al., 2017)
hidroxibenzoicos orujo
A.C'dos. oo 0.06 Malbec Mezcl_a de(Perdicaro etal., 2017)
hidroxicinamicos orujo
6135 Malbec 1o 7cla del(Jin et al., 2019; Martinez-
F| id 16.70 — 48.30 Merlot oruio Meza et al.. 2022)
avonoides 18.96 Syrah J .
28.00 Syrah Piel  |(de Andrade et al., 2021)
_ (Jin et al., 2019; Martinez-
o 5.78-10.48 1 Malbec 1) 1 de| Meza et al., 2021;
Proantocianidinas | 7.30 — 19.60 Merlot ; .
orujo Martinez-Meza et al.,
2.36-7.60 Syrah
) ) 2022)
2.25%10" Uva roja . o
156-2.86 | Malbec |Mezcla de|"crdicaro etal, 2017; Jin
. et al., 2019; Martinez-
- 0.40-0.80 Merlot orujo Meza et al.. 2022)
Antocianinas 0.35-0.49 Syrah i’
7.90x10° Uva roja Piel  |(Peixoto et al., 2018)
3.40%x10° Uvaroja | Semillas |(Peixoto et al., 2018)
. 210x10° | Malbec [V€ZC1a el ne icaro et al., 2017)
Estilbenos orujo
0.23x102 Syrah Piel  |(de Andrade et al., 2021)
; 107.16 Merlot Mezcla de
No extraibles 114.63 Syrah orujo (Copado-Romero, 2020)
. 19.79 Malbec
Eiz';‘;ﬁ’;‘;';se . 18.10-19.44 | Merlot M%Zrﬁ'i de} copado-Romero, 2020)
23.61 Syrah J
4049-6440 | Malbec (Martinez-Saez et al.,
2019; Jin et al.,, 2019;
19.60 —85.49 Merlot \1o/cla de| Copado-Romero, 2020:
Proantocianidinas  [47.19 — 80.50 Syrah . P ’ ’
orujo Ramos-Romero et al.,
26.30 Quebranta ; ,
19.53 - 23.17 |Tempranillo 2020; Martinez-Meza et
) ) al., 2022).
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Una de las metodologias mas utilizadas incluye en una primera etapa, la
extraccion de los polifenoles polares como los acidos fendlicos, con una mezcla
de metanol: agua acidificada, seguido de la extraccién de polifenoles apolares,
como las proantocianidinas, con una mezcla de acetona:agua. La fraccidn
soluble, ademas de contener EPPs, tiene azucares solubles, minerales,

vitaminas y acidos organicos (Pérez-Jiménez et al., 2014).

2.6.2. Extraccion de compuestos fendlicos no extraibles

Para la extraccion de los NEPPs se requieren varias etapas para removerlos
debido a su alto peso molecular, estructura compleja y la unién a
macromoléculas, principalmente proteinas y fibra (Pérez-Jiménez et al., 2014;
Dzah et al., 2020). Esta interaccion es fuertemente afectada por la cantidad de
galatoninos (taninos hidrolizables simples) en las moléculas fendlicas y su
agregacion con los polisacaridos. Para hidrolizar estos enlaces se pueden aplicar
diferentes métodos como la hidrdlisis acida y alcalina y el uso de enzimas.
Actualmente, la hidrdlisis acida es la mas utilizada, ya que esta promueve la
ruptura de enlaces glucosidicos, pero generalmente deja intactos los enlaces
éster (Acosta-Estrada et al., 2014; Dominguez-Rodriguez et al., 2017; Ding et
al., 2020).

2.6.3. Extractos de compuestos fendlicos de orujo de uva

Para los extractos de orujo de uva se ha reportado hasta un total de 438.9 mg/g
de compuestos fendlicos extraibles, mientras que para orujo completo una
concentracion de 64.80 mg/g. En dichos extractos se presenta una cantidad de
acidos fendlicos de 2 a 5.64 mg/g, flavonoides de 2.04 a 74.44 mg/g,
encontrando en este ultimo grupo a las antocianinas como mayoritarias (8 a
68.92 mg/g) (Drosou et al., 2015; Gil-Sanchez et al., 2018; Rodriguez-Lanzi et
al.,, 2018). Las concentraciones anteriormente mencionadas se obtuvieron
utilizando etanol y metanol como solventes de extraccidon y con agitacion

continua o empleando ultrasonido (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Condiciones de extraccion de compuestos fendlicos de orujo de uva

Cultivar Parte de Condiciones Compqestos Concentracion Referencias
la uva fendlicos (mglg)
5 mg de orujo
liofilizado + 5 mL
de etanol: agua . (Rodriguez-
Malbec Mgrzlf'(‘;"sde (50:50 V/v) Extraibles 195.10 Lanzi et al,
195 lqurante 120 min 2016)
con agitacion
continua a 60 °C.
Acidos fenélicos 2.00
Acidos
hidroxibenzoicos 1.99
500 mg de orujo [Acidos
liofilizado + 5 mL hidroxicinamicos 0.10 (Rodriguez-
Mezcla de|de metanol con - .
Malbec . . Flavonoides 74.74 Lanzi et al,
orujos |ultrasonido por 30 5018
min (agitando Antocianinas 68.92 )
cada 5 min). Flavonoles 0.67
Flavanoles 5.15
Estilbenos 8.70 x10 2
50 g de orujo +  |Flavonoides 10.05
300 mL metanol Antocianings 961
con 1% de HCI 1an :
Cabernet |Mezcla de|(1N) a 25 °C por (Ruberto  ef
Sauvignon | orujos (4 h (3x al., 2007)
extraccion) con Flavonoles 1.04
agitacion
continua.
OFUJOI+ Extraibles 37.40
etanol:agua . - oy
acidificada en Acidos fendlicos 5.64
una relacion 1:2, [Flavonoides 2.04
@ 40-55 °C por 3- |Flavonoles 0.76 o
Cabernet |Mezcla de|4 horas (Gil-Sanchez
Sauvignon | orujos [El solvente tiene et al., 2018)
una relacion
50:50 de Flavanoles 1.28
etanol:agua (ac.
sulfurico) a pH
1.
10 g de orujo +  |Extraibles 230 — 400
Uva roja de [Mezcla de 90 mL etgnol (Boussenna ef
Alicante | orujos [P9Ua(3070VA) 8.00 — 45.00 |al., 2014)
2 85 °C a vacio ntocianinas .00 —45. -
con microondas.
1 gorujo + 70 mL [Extraibles 438.98
Claroy 2948 [Flavonoides 82.14
. |Mezcla de|(®0:50 v/v) en — (Drosou et al.,
Agiorgitiko orujos extraccion por  [Proantocianidinas 43.47 2015)
ultrasonido por 60|antocianinas 34.18
min Flavonoles 4.48
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La eleccion del solvente y la proporcion de agua utilizada influyen
significativamente en la eficiencia del proceso de extraccion. En particular, las
investigaciones indican que una mezcla de solventes con un 50 % a 70 % de
etanol puede mejorar sustancialmente la eficiencia de extraccion de los

compuestos fendlicos totales (Drosou et al., 2015; Rodriguez-Lanzi et al., 2016).

La acidez del medio de extraccion juega un papel crucial en la eficiencia del
proceso de extraccion de los polifenoles, ya que afecta directamente la
estabilidad y la solubilidad de los flavonoides (Ruberto et al., 2007; Rodriguez-
Lanzi et al., 2018). El aumento de la acidez favorece la extraccién de acidos
fendlicos y fenoles totales junto con una mayor capacidad antioxidante de los
extractos a bajas concentraciones, pero un incremento de la concentracion del
acido en el solvente de extraccion también tiene el potencial de inducir la
hidrolisis de flavonoides glucosilados (Putnik et al., 2016). Este proceso puede
modificar sustancialmente la estructura quimica de los flavonoides vy, por
consiguiente, alterar su bioactividad (Hollman, 2004). Por otro lado, las
condiciones alcalinas presentan sus propios desafios en la extraccion de
flavonoides, ya que en un medio basico, ciertos flavonoides son susceptibles a
la oxidacion (Biesaga, 2011). Dada la complejidad de estos fendmenos es crucial
seleccionar cuidadosamente un rango de pH apropiado para la extraccion de
flavonoides especificos. La elecciéon del pH debe basarse en un equilibrio entre
maximizar la solubilidad de los compuestos de interés y minimizar las reacciones

no deseadas como la hidrolisis o la oxidacion.

2.1. Estabilidad de los extractos de compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos extraidos del subproducto de la vinificacion tienen
diferentes beneficios a la salud y deben permanecer estables para ejercer dicha
actividad. La temperatura es un factor clave que puede afectar la estabilidad de
estos compuestos (Esparza et al., 2020). Su estabilidad esta estrechamente

relacionada con sus estructuras quimicas especificas.

La presencia de grupos funcionales capaces de formar enlaces de hidrégeno,

como el grupo carboxilo en los acidos fendlicos, incrementa significativamente la
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estabilidad térmica de estas moléculas (Kumar y Goel, 2019). Esta interaccién
intermolecular refuerza la estructura, dificultando la ruptura de enlaces y la
degradacion térmica. Estudios recientes han corroborado la alta estabilidad
térmica del acido galico, incluso bajo condiciones de almacenamiento
prolongado (Esparza et al., 2020). En contraste, los flavonoides, particularmente
las antocianinas, presentan una menor estabilidad térmica debido a la presencia
de multiples grupos hidroxilo que los hacen susceptibles a reacciones de
oxidacion, hidrdlisis y polimerizacién a altas temperaturas (Sui et al., 2014;
Dangles et al., 2018; Loncari¢ et al., 2018; Esparza et al., 2020; Albuquerque et
al., 2021).

Estudios realizados con extractos de orujo de uva han demostrado que la
degradacion de sus compuestos fendlicos sigue una cinética de degradacion de
primer orden (Solyom et al., 2014; Serea et al., 2022), lo que indica que estos
compuestos presentan una estabilidad térmica disminuida cuando se someten a
temperaturas elevadas, por lo que el uso de solventes acidificados puede
promover la obtencion de mezclas complejas de compuestos fendlicos que
contengan estructuras térmicamente estables. Un estudio sobre la estabilidad de
un extracto de piel de uva, obtenido por sonicacién con etanol al 96 % y 1 mL de
HCI 0.1 N durante 55 min a 50 °C, revelé que tanto la temperatura, como el
tiempo del calentamiento, afectan significativamente el contenido de compuestos
bioactivos entre 80 y 140 °C. Después de 10 minutos de calentamiento, se
observé una pérdida del 6 % de antocianinas a 80 °C, mientras que a 140 °C la
pérdida fue del 28 %. Consecuentemente, la actividad antioxidante del extracto
disminuyé en un 1 y 18%, respectivamente, atribuible a la reduccién en la

concentracion de malvidina 3-O-glucésido (Serea et al., 2022).

Por otro lado, Sélyom y colaboradores (2014) extrajeron EPPs de orujo de uva
mediante maceracion con etanol:agua acidificada a pH 1 con H2SOs4, a una
temperatura de 40 °C durante 24 h. Dicho extracto se sometid a condiciones de
80, 100 y 150 °C por 240 min, no se observaron cambios en el contenido de
compuestos fendlicos totales a 80 y 100 °C y la capacidad antioxidante
permanecio intacta a 80 °C. Resultados no esperados fueron los obtenidos a 100

y 150 °C, donde se registré un aumento de la capacidad antioxidante después
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de 60 min de calentamiento, inversamente proporcional a la degradacion de las
antocianinas. Esto sugiere que la capacidad antioxidante de los extractos no

depende exclusivamente del contenido de antocianinas.

Resultados similares fueron reportados por Davidov-Pardo et al. (2011), quienes
utilizaron un extracto comercial de semillas de orujo de uva disuelto en
soluciones hidroalcohdlicas (4 % v/v). Este extracto se sometié a 60,90y 120 °C
hasta por 1 hora, no se observaron efectos sobre su capacidad antioxidante. Sin
embargo, al final del tratamiento se identific6 un aumento en la concentracion de
procianidinas y acido galico y un decremento en el contenido de catequina y
epicatequina, lo que sugiere que la capacidad antioxidante de este extracto no

depende de la concentracion de catequina y epicatequina.

2.2. Estudios de orujo de uva y resistencia a insulina

En los ultimos afios se han realizado diferentes estudios que demuestran el

efecto benéfico del orujo de uva sobre la RI.

2.2.1. Estudios con orujo de uva

Ratones alimentados durante 9 semanas con una dieta alta en grasa (el 60 %
del total de calorias proviene de acidos grasos, el 18.4 % de proteinas y el 21.3
% de carbohidratos) y suplementada con piel de orujo de uva a una
concentracion de 50 mg/dia presentaron una mejora del 77 % en los niveles de
insulina sérica con valores de 0.4 ng/mL comparado con 1.75 ng/mL del grupo

obeso y 0.25 ng/mL del grupo sano (Rosenzweig et al., 2017).

A su vez, ratas Wistar alimentadas durante 6 semanas con una dieta alta en
grasa y fructosa (20 % de grasa y 20 % de fructosa) y suplementadas con orujo
(1000 mg/kg peso corporal/dia) presentaron una disminucion parcial de un 21 %
de la RI, cuantificada con una HOMA:IR de 4.3 comparado con 5.5 en el grupo
obeso y una disminucién del 30 % de la insulina sérica (1.23 ng/mL y 1.75 ng/mL,
respectivamente). Los valores reportados en el grupo sano en la insulina sérica

y HOMA:IR fueron 1.11 ng/mL y 3.6 respectivamente, lo que indica que la Rl en
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el grupo tratado fue aun mayor en un 19% respecto al grupo sano (Rodriguez-
Lanzi et al., 2016).

Dichos resultados son similares a los obtenidos por Perdicaro et al. (2017),
quienes evaluaron el consumo de orujo a 1000 mg/kg peso corporal/dia en ratas
Wistar alimentadas durante 6 semanas con una dieta alta en grasa y fructosa (20
% de grasa bovina y 20 % de fructosa). La insulina sérica en las ratas tratadas
disminuy6 en un 26 % (1.25 £ 0.10 ng/mL) con respecto al grupo obeso (1.70
0.04 ng/mL). Mientras que, la Rl fue 22 % menor en el grupo tratado comparado
con el grupo obeso (HOMA:IR de 4.2 + 0.8 vs 5.4 £ 0.6 mg/dL *uU/mL). El grupo
sano present6 valores de insulina sérica y HOMA:IR de 1.10 y 3.5 mg/dL *pU/mL
respectivamente, siendo la Rl hasta un 20% mas alta en el grupo tratado

comparado con el grupo sano.

En un estudio clinico realizado con pacientes con al menos dos criterios de
sindrome metabdlico y tratados con 8 g/dia de orujo suspendido en agua durante
6 semanas presentaron una disminucion significativa del indice HOMA:IR hasta
valores normales (1.4 mg/dL*uU/mL) con respecto al grupo control (2.1), lo que
representa una disminucién del indice HOMA:IR del 44 % (Martinez-Maqueda et
al., 2018).

Estudios realizados en nuestro grupo de trabajo con ratas alimentadas con una
dieta alta en grasa y fructosa (20 % manteca de cerdo, 20 % fructosa) y
suplementadas con 1 g de orujo/kg de diferentes variedades de uva (Malbec,
Garnacha y Syrah) durante 15 semanas presentaron una disminucién
significativa de la RI para todos los grupos tratados (HOMA:IR, 6.2-9.1), siendo
estos valores similares al grupo sano (HOMA:IR 3.9); mientras que, el grupo con
obesidad presentd un valor de HOMA:IR de 24.3. Las variedades administradas
presentaban una relacién de compuestos EPPs: NEPPs de 1:2 para Malbec, 1:1
para Garnacha y 1:10 para Syrah (Martinez-Meza, 2023). Por lo tanto, no fue
posible identificar la participacion de cada una de estas fracciones en el beneficio
de la RI.

En estos estudios se ha demostrado que el orujo de uva tiene un efecto

preventivo en el desarrollo de la Rl en modelos animales y como tratamiento en
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humanos, presentando efectos significativos en la disminucion del indice
HOMA:IR en un 21-100 % (Rodriguez-Lanzi et al., 2016; Rosenzweig et al.,
2017). Sin embargo, con el objetivo de identificar los compuestos responsables

del beneficio de la Rl se han realizado estudios con extractos de orujo.

2.2.2. Estudios con extractos de orujo de uva

La fraccibn de compuestos fendlicos extraibles ha sido la mas estudiada
respecto a sus beneficios asociados a la resistencia a insulina. Por ejemplo, ratas
Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa (20 % de grasa y 20
% de fructosa) y suplementada con 300 mg/kg de extracto de uva durante 6
semanas presentaron una mejora del 40% en la insulina sérica (1.05 ng/mL) con
respecto al grupo con obesidad (1.75 ng/mL) y una disminucion significativa del
40 % de la RI (HOMA:IR 3.3 vs 5.5) (Rodriguez-Lanzi et al., 2016). Un estudio
posterior realizado por los mismos autores reportdé una disminucion de la Rl en
un 70 % utilizando un extracto de orujo administrado a una concentracion de 300
mg/kg por 6 semanas a ratas alimentadas con una dieta alta en grasa
(Rodriguez-Lanzi et al., 2020). Estos resultados mostraron un efecto significativo

en la reduccion de la Rl en un 40-70 % con dosis de 300 mg/kg de EPPs.

Especificamente, un extracto de proantocianidinas de las semillas de uva fue
administrado a ratas Wistar macho a una dosis de 25 mg/kg de peso corporal
por 11 semanas. Los animales fueron alimentados con una “dieta de cafeteria”
(14 % de proteinas, 35% de grasas y 51% de carbohidratos); la IR disminuy6 en
un 13 % comparado con el grupo con obesidad (58.14 vs 66.93) (Pascual-
Serrano et al., 2017). Sin embargo, una mayor concentraciéon administrada de
proantocianidinas extraidas de las semillas de uva en ratas alimentadas con una
“dieta de cafeteria” (14 % de proteinas, 35% de grasas y 51% de carbohidratos)
por 12 semanas (100 y 200 mg/kg) no mostro efectos significativos en el indice
HOMA-IR (Pascual-Serrano et al., 2018).

Por otro lado, ratas Wistar macho alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa (45 % de fructosa, 20 % de y 22,5 % de caseina) fueron suplementadas
durante 15 dias con un extracto de proantocianidinas de semilla de uva (100
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mg/kg peso corporal al dia), lo que resulté en una disminucion del 56% del indice
HOMA-IR en comparacién con el grupo con obesidad (Yogalakshmi et al., 2014).
En otro estudio, Montagut et al. (2010) utilizaron ratas Wistar hembra con
obesidad inducida por una “dieta de cafeteria” que incluia tocino, dulces, galletas
con paté, queso, magdalenas, zanahorias y leche azucarada (No reportan en
que proporciones se mezcldé cada alimento) y estas fueron tratadas con un
extracto de proantocianidinas de semilla de uva a dosis de 25 y 50 mg/kg peso
corporal al dia durante 10 y 30 dias. Al final del periodo de 30 dias se observo
una disminucion del 54 % y 40 % de RI, respectivamente, en comparacién con

el grupo obeso.

Estos estudios demuestran que las proantocianidinas extraibles tienen un efecto
sobre la Rl en periodos cortos, siendo mayor el efecto obtenido con una
administraciéon completa del extracto EPP. Sin embargo, la fraccién de NEPPs
no ha sido estudiada, y sus componentes, al ser metabolizados por la microbiota,
podrian generar productos que disminuyan la RI. Por lo tanto, se requieren
estudios que determinen la participacion de NEPPs del orujo de uva en el control
de la Rl'y comparen dichos efectos con los EPPs. Con estos resultados se podria
utilizar esta composicién para seleccionar los orujos con mayor potencial para el

control de esta patologia.
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ll.  JUSTIFICACION

En los ultimos anos, el interés por dietas con alto contenido de compuestos
fendlicos ha aumentado de manera significativa debido a sus beneficios para el
control de la DM2, la cual es precedida por la Rl. Los compuestos fendlicos
derivados de algunos subproductos agroindustriales, como el orujo de uva son
una alternativa en el control y prevencion de dicha enfermedad. Su relevancia
radica en el alto contenido y diversidad de estos compuestos bioactivos.

El orujo de uva es un subproducto de la industria vinicola, el cual se genera en
grandes cantidades y es una fuente de contaminacion ambiental. Sin embargo,
este subproducto es rico en compuesto fendlicos extraibles y no extraibles, que
en conjunto, han sido asociados a un efecto benéfico en la RI. Estos beneficios
han sido estudiados en la fraccion extraible, que contiene acidos fendlicos,
flavonoides, antocianinas y proantocianidinas. Sin embargo, el orujo presenta
altas concentraciones de compuestos fendlicos no extraibles. Se ha sugerido
que esta fraccion también tiene un potencial para el tratamiento de la RI, pero
sus beneficios no han sido demostrados.

Se ha reportado que la abundancia de los compuestos fendlicos, tanto extraibles
como no extraibles, pueden cambiar en los orujos de uva dependiendo del
cultivo, la etapa de madurez del fruto, su cosecha, asi como las condiciones del
proceso de elaboracién del vino. Dicha variacidon en su composicidn es una de
las principales limitaciones en el uso del orujo con fines terapéuticos.

En nuestro grupo de trabajo al estudiar orujos de diferentes variedades de uva
(Syrah, Tempranillo y Garnacha) se ha demostrado que una proporcion de EPPs
y NEPPs de 1:1 (52:55 mg/g de orujo variedad Garnacha) produce un beneficio
en la Rl similar a una proporcion de EPPs y NEPPs de 1:10 (16:111 mg/g de
orujo variedad Syrah). Por lo tanto, no se ha podido esclarecer la participaciéon
de los compuestos no extraibles o ligados en el control de la Rl y es fundamental
comparar su respuesta con la generada por la fraccion extraible. Una vez
determinada la importancia de los compuestos fendlicos ligados se pretende
emplear esta informacion para seleccionar los orujos generados por estas

empresas vitivinicolas con mayor potencial para el tratamiento de la RI.
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IV. OBJETIVOS
41. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes solventes y acidos en la extraccion de los
compuestos fendlicos extraibles de los no extraibles del orujo de uva, determinar
su estabilidad térmica y perfil fitoquimico, y analizar su impacto sobre la
resistencia a la insulina y control de peso corporal en un modelo de obesidad

inducida por dieta hipercaldrica.

4.2. Objetivo Especifico

- Determinar el efecto de solventes y acidos sobre la eficiencia de
separacion de los compuestos fendlicos extraibles y no extraibles del
orujo de uva.

- Determinar la estabilidad térmica de las antocianinas y proantocianidinas
asi como el perfil fitoquimico de los extractos del orujo de uva con mayor
eficiencia de extraccion.

- Evaluar el efecto del tratamiento de los compuestos fendlicos libres y
ligados del orujo de uva sobre la resistencia a insulina y control de peso

corporal en un modelo de obesidad inducida por dieta hipercaldrica.

V. METODOLOGIA
5.1. Materiales
5.1.1. Animales

Se trabajo con ratas Wistar macho de seis semanas de edad (48 animales), con
peso de 160-180 g, procedentes del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM, Campus Juriquilla). Las ratas se alojaron
dentro de un espacio confinado para animales de experimentacion en la Facultad
de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ), dentro de jaulas
individuales de 258 cm? de acero inoxidable, las cuales permitieron la entrada de
aire y luz. De igual manera, los animales se mantuvieron bajo condiciones
ambientales estandar, ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h, condiciones de
humedad del 55 + 15 % y temperatura de 23 + 2 °C durante una semana de

adaptacion. Durante esta semana las ratas se alimentaron con dieta estandar
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comercial (Rodent Lab Chow 5001, PMI, USA) y agua ad libitum. Todos los
procedimientos se realizaron de acuerdo con las Regulaciones Federales para
la Experimentacion y Cuidado de Animales (SAGARPA, 1999) y al Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica (UAQ) (Anexo 1).

5.1.2. Material vegetal

Se utilizé orujo de uva de la variedad Syrah del viiedo “Azteca”, localizado en
Ezequiel Montes, Qro., y recolectado en 2022. Las muestras se secaron en un
deshidratador de aire forzado a 45 + 2 °C y una velocidad de aire de 1.0 m/s por
5 h. Posteriormente, el orujo fue molido y tamizado, empleando un tamiz del

numero 40.

5.1.3. Analisis microbiolégico de orujo de uva

Se realizé una dilucion 1:10 de orujo de uva con diluyente estéril (agua
peptonada) a temperatura ambiente y se homogenizé por 2 min. Se dejo
sedimentar y se mezcldé 1 mL de la suspension con 9 mL de agua peptonada en
un tubo de ensayo. Se realizaron 4 diluciones por tratamiento y se consideraron
los limites permisibles para ensaladas verdes (crudas o de frutas) de acuerdo
con la NOM-093-SSA1-1994.

5.1.3.1. Determinacion de bacterias mesofilas aerobias

La determinacion se realiz6 como se indica en la NOM-110-SSA1-1994. Se
colocoé 1 mL de la dilucion en una placa de Petri en un volumen de 15 a 20 mL
de agar triptona y se mezclé. Las cajas se incubaron a 35 °C £ 2 durante 3,4y
5 dias. Los resultados se reportaron en unidades formadoras de colonias (UFC/g

de extracto liofilizado).

5.1.3.2. Determinacion de coliformes totales y fecales
La determinacién se realizé segun lo indicado en la NOM-210-SSA1-2014; se
realizaron diluciones 1:10 en tubos con caldo lauril triptosa (al menos 3 diluciones
consecutivas por cada dilucion); se homogeneizaron durante 15 a 20 min. Los
tubos se incubaron a 35 °C £ 0.5 durante 24 h y se observo la formacion de gas;

si no existia gas, se dejaron incubar otras 24 h. Los calculos de la concentracion
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de coliformes se basaron en la norma. Los resultados se reportaron en unidades

formadoras de colonias (UFC/g).

5.1.3.3. Determinacion de hongos y levaduras

La determinacion se realizé segun lo indicado en la NOM-110-SSA1-1994. Se
coloco 1 mL de la dilucién primaria en una placa de Petri en un volumen de 15 a
20 mL de agar papa dextrosa acidificado y se mezcldé cuidadosamente en
movimientos de derecha a izquierda. Las cajas se incubaron a 25 °C £ 1 durante
24 h, las colonias se contaron después de 3, 4 y 5 dias de incubacion. A los 5
dias se seleccionaron aquellas que contenian entre 10 y 150 colonias. Los

resultados se reportaron en unidades formadoras de colonias (UFC/g).

5.2. Seleccion de las condiciones de extraccion de los compuestos
fendlicos

5.2.1. Preparacién de extractos

En la primera etapa se establecieron las condiciones para obtener una mayor
extraccion de EPPs, con la finalidad de que el precipitado (NEPPs) quedara con

un menor contenido de estos compuestos extraibles.

Para obtener los EPPs se utilizaron doce mezclas con un disefio multifactorial
mixto para la primera extraccion, empleando diferentes propociones de
solvente:agua cidificada. El orujo de uva (0.5 g) se mezclé con 20 mL de
solvente:agua acidificada en diferentes relaciones: 2:8, 5:5y 8:2, v:v, pH 2. El pH
se ajustoé con diferentes acidos: citrico o HCI (Cuadro 5). Se agité vigorosamente
la mezcla durante 1 h y posteriormente se centrifugd a 2500 x g durante 10 min.
Se recupero el sobrenadante y al residuo se le afiadié 20 mL de una solucién
acetona/agua (70:30, v/v) repitiendo las condiciones de agitacion vy
centrifugacion. Los dos sobrenadantes se combinaron (Pérez-Jiménez et al.,
2008). Los sobrenadantes corresponden a la fraccion de compuestos fendlicos
extraibles (EPPs). Al residuo recuperado se le denominé la fraccion de

compuestos fendlicos no extraibles (NEPPs).
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Cuadro 5. Mezclas de solventes utilizados en la primera etapa de extraccion de
EPPs de orujo de uva

Primera extraccion Segunda extraccién
Acrénimo Solvente Agua Solvente:agua Relaciéon
acidificada acetona:agua
MAHc/CeA 2:8/7:3 Metanol HCI 2:8 7:3
MAHc/CeA 5:5/7:3 Metanol HCI 5:5 7:3
MAHc/CeA 8:2/7:3 Metanol HCI 8:2 7:3
MAc/CeA 2:8/7:3 Metanol Citrico 2:8 7:3
MAc/CeA 5:5/7:3 Metanol Citrico 5:5 7:3
MAc/CeA 8:2/7:3 Metanol Citrico 8:2 7:3
EAnc/CeA 2:8/7:3 Etanol HCI 2:8 7:3
EAnc/CeA 5:5/7:3 Etanol HCI 5:5 7:3
EAnc/CeA 8:2/7:3 Etanol HCI 8:2 7:3
EAc/CeA 2:8/7:3 Etanol Citrico 2:8 7:3
EAc/CeA 5:5/7:3 Etanol Citrico 5:5 7:3
EAc/CeA 8:2/7:3 Etanol Citrico 8:2 7:3

En las fracciones obtenidas de los extractos polifendlicos (EPPs) se cuantificaron
los compuestos fendlicos totales (CFT), las antocianinas y las proantocianidinas.
Basandose en estos resultados, se seleccion6 el solvente y el acido mas

adecuados para la primera etapa de extraccion.

Una vez elegidas las condiciones de la primera extraccion en funcion de los
mayores rendimientos para los diferentes componentes de los EPPs, se
evaluaron dos proporciones de acetona en la segunda etapa (50:50 y 70:30 v/v)
(Cuadro 6), esto con el objetivo de evaluar si se podria disminuir el contenido de
acetona, sin disminuir el rendimiento de extraccion de los EPPs. Se determind el
contenido de compuestos fendlicos totales (CFT), las antocianinas y las
proantocianidinas extraibles (EPA), ademas de algunos compuestos fendlicos

especificos mediante cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC).
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Cuadro 6. Mezclas de solventes utilizados en la primera y segunda etapa de
extraccion de EPPs de orujo de uva

Primera extracciéon Segunda extraccién
Acrénimo Solvente Agua Solvente:agua Relacién
acidificada acetona:agua
MAmc/CeA 5:5/5:5 Metanol HCI 5:5 5:5
MAmc/CeA 5:5/7:3 Metanol HCI 5:5 7:3
EAnc/CeA 8:2/5:5 Etanol HCI 8:2 5:5
EAnc/CeA 8:2/7:3 Etanol HCI 8:2 7:3
EA./CeA 5:5/5:5 Etanol Citrico 5:5 5:5
EA./CeA 5:5/7:3 Etanol Citrico 5:5 7:3

Una vez determinada la condicidén 6ptima, esta condicidn se utilizé para realizar
las extracciones necesarias en el residuo hasta que el contenido de compuestos
fendlicos totales fuera el minimo y posteriormente ambas fracciones fueron
liofilizadas. Los EPPs y NEPPs liofilizados se caracterizaron en cuanto a
compuestos fendlicos totales, flavonoides, antocianinas y proantocianidinas en
la fraccién EPPs y compuestos fendlicos extraibles totales, no extraibles totales,
polifenoles hidrolizables y proantocianidinas no extraibles en la fraccion NEPP.
Finalmente, se caracterizd su contenido de polifenoles mediante HPLC-PDA y
se realiz6 el analisis microbiolégico de bacterias mesdfilas totales, coliformes y

hongos y levaduras.

5.2.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales extraibles

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realizé mediante el método
de Folin-Ciocalteu. Se colocaron 45 uL de agua destilada en una placa y se
afadieron 5 pL del extracto de compuestos fendlicos, el cual se diluyd en una
proporcion 1:9 (v), seguido de 25 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla se
dej6 reposar por 5 min en la obscuridad y se le anadié 125 uL de Na2CO3 (20%).
La placa se agitd a temperatura ambiente por 30 min y la absorbancia se a 765

nm en un espectrofotdmetro.

La cuantificacion se realizd con una curva de calibracién utilizando un estandar
de acido galico (0 a 0.8 mg/mL). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido galico (EAG)/g de muestra (Singleton et al., 1999).
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5.2.2.1. Cuantificacion de antocianinas monoméricas extraibles

La determinacion de antocianinas monomeéricas se realiz6 por el método de pH
diferencial. Se mezclaron 175 pL de una solucién amortiguadora de cloruro de
potasio (KCI 0.025 N a pH 1.0) y en un pozo diferente se adicionaron 175 yL de
carbonato de sodio (Na2CO3 0.4 M a pH 4.5). A cada pozo se le adicionaron 50
ML del extracto de compuestos fendlicos y se leyeron las absorbancias de ambos

pozos a 510 nmy 700 nm.

El contenido de antocianinas monomeéricas se calculé a partir de la diferencia
entre las absorbancias con ambas longitudes de onda y ambos pHs (Giusti &
Wrolstad, 2003). Los resultados se expresaron como mg equivalentes de

malvidina 3-O-glucdsido/g de muestra a partir de las siguientes ecuaciones:
Absorbancia total = (Abssy1g — AbS;00)pH 1.0 - (Abss1g - Abs,y) pH 4.5

Antocianinas totales= Absorbancia total*1000*PM*FD / €*d

Donde:

Abs: Absorbancia

PM: Peso molecular de malvidina 3-O-glucésido (463.3 g mol")

FD: Factor de dilucién (4.5)

e: coeficiente de extincion molar de la malvidina 3-O-glucésido (28000L mol-'cm-

")

d: longitud de recorrido éptico (0.7 cm).

5.2.2.2. Cuantificacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides de los extractos se cuantifico utilizando el
método colorimétrico descrito por Heimer et al. (2006). Se adicionaron 40 pL de
los extractos con 7.5 pyL de una solucion de nitrito de sodio (NaNO: al 5 %).
Posteriormente se mezclaron con 15 pyL de una solucidn recién preparada de
cloruro de aluminio (AICIz al 10 %) y 50 uL de una solucién de hidréxido de sodio

(NaOH 1 M). EI volumen final de la mezcla se ajusté a 250 pyL con agua
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desionizada. La mezcla permaneciéo en reposo por 30 min a temperatura

ambiente y se leyo a una absorbancia de 510 nm.

La cuantificacion se llevd a cabo utilizando una curva de calibracion utilizando
como estandar una solucion de (+)-catequina (0.002-0.009 mg/mL). Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de catequina (EC)/g de muestra
(Heimler et al., 2006)

5.2.2.3. Cuantificacion de proantocianidinas extraibles

Se utilizaron 5 mL del extracto y este se aforé a 10 mL con una solucion de
butanol/HCI (97.5:2.5 v/v) con 7 g de cloruro de hierro (lll) (FeClz) y se coloco en
un bafio de agua a 100 °C por 1 h. Se tomaron 200 pL del extracto hidrolizado y
se coloco en un pozo de una placa. Se leyeron las absorbancias a 450 y 555 nm
en un espectrofotdmetro (Multiscan GO, ThermoScientific) (Pérez-Jiménez et al.,
2009). Se utilizé la curva reportada por Zeng et al. (2012) y los resultados se

expresaron como mg de proantocianidinas (PA)/g de muestra.

5.2.3. Compuestos fendlicos no extraibles

5.2.3.1. Extracciony cuantificacion de proantocianidinas no extraibles
(NEPA)

Se utilizaron 0.2 g del residuo del apartado 6.2.1, de la condicion seleccionada y
se afiadieron 4 mL de una solucion de butanol/HCI (97.5:2.5 v/v) con 7 g de
cloruro de hierro (lll) (FeCl3) y se sometieron a hidrdlisis a 100 °C por 1 h.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 3000 g por 10 mina 5 °C y se
recuperd el sobrenadante. El residuo se lavd con 2 mL de la solucion
butanol/HCI/FeCls con agitacion por 30 s y se centrifugé a 3000 x g por 10 min.
Este sobrenadante se mezclé con el primero y se lavo el residuo 2 veces
consecutivas. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron y se aforaron a 10 mL
con la solucién de butanol/HCI/FeClz. En una placa se anadié 190 uL de la
solucién butanol/HCI/FeClz y 10 uL del extracto hidrolizado. Se leyeron las
absorbancias a 450 y 555 nm (Pérez-Ramirez et al., 2009). Se utilizé la curva
reportada por Zurita et al. (2012) y los resultados se expresaron como mg de
proantocianidinas (PA)/g de muestra.
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5.2.3.2. Extraccion y cuantificacion de polifenoles hidrolizables

Se mezclaron 0.1 g del residuo del apartado 6.2.1.1 con 2 mL de metanol (grado
reactivo) y acido sulfurico (H2SOs, en una relacion 90:10) y se incubaron los
tubos por 20 h a 85 °C con agitaciéon constante. Se enfriaron los tubos y se
sometieron a centrifugacién por 10 min a 4500 g. Se recuperd el sobrenadante y
se coloco en un matraz aforado de 50 mL. El residuo se lavé 2 veces con 10 mL
de agua destilada, repitiendo la centrifugacion y el sobrenadante resultante se
mezcld con los anteriores. El volumen final se ajustd a 50 mL con agua destilada
y pH de 5.5 con H2SO4diluido. La cantidad de polifenoles hidrolizables se midié
con el método Folin-Ciocalteu descrito en el apartado 6.2.1.2 (Singleton et al.,
1999).

5.2.4. Identificacion de compuestos fendlicos extraibles por HPLC-DAD

Los EPPs obtenidos al modificar ambas etapas de extraccion (Cuadro 6) se
identificaron al concentrar 1 mL de las muestras a vacio (Speedvac, Thermo
Fisher Scientific) durante 12 h a 0.12 bar y 45 °C. A continuacién, se
resuspendieron en 200 pL de metanol de grado HPLC y se filtraron (0.45 um,
Whatman PVDF, Waltham, Massachussetts, Estados Unidos). La separacion
cromatografica se llevo a cabo mediante un equipo de cromatografia liquida de
alta resolucion (Acquity Arc, Waters Corp, USA). Se utilizé una columna C18
Bridge BEH Shield RP18 (130 A, 3.5 um, 4.6 mm x 100 mm) (Waters Corp) a 30
°C. La fase movil consistié en agua con 0.1% de acido férmico (A) y acetonitrilo
con 0.1% de acido féormico (B) a un flujo de 0.5 mL/min. Las condiciones de
gradiente fueron las siguientes: 15% B a los 2.5 min, 21% B a los 10 min, 90% B
alos 12 min, 95% B a los 13 min, y finalmente 0% B a los 15 min durante 2 min
(Kammerer et al., 2004).

La cuantificacion de compuestos se realizé mediante curvas de calibracion (0.5
— 2 pg/mL) con acido galico (acido hidroxicinamico); acido elagico (acido
hidroxibenzoico); quercetina (flavonol); catequina, epicatequina y galato de
epicatequina (flavanoles); naringina (flavona) y cloruro de cianidina
(antocianina). También se cuantificaron metabolitos como el acido 3,4-

hidroxifenilpropionico, el acido 3,4-dihidroxifenilacético, el &acido 4-
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hidroxibenzoico, el acido 3,4-dihidroxibenzoico y el acido 3-hidroxibenzoico
mediante curvas de calibracion (0.5 — 2 pg/mL) con los estandares
correspondientes. Los estandares se obtuvieron de Sigma Aldrich (Steimheim,
Alemania). El detector de arreglo de diodos se configuré a 260 nm, 280 nm, 320
nm y 535 nm para la deteccion de acidos fendlicos, flavanoles, flavanonas y
antocianinas, respectivamente. Los resultados se analizaron utilizando el

software Empower (Waters Corp, USA) y se expresaron en ug/g de la muestra.

5.2.5. Identificacion de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles
por UPLC de los extractos administrados en el modelo animal

Para identificar el perfil de los compuestos fendlicos presentes en ambas
fracciones de EPPs y NEPPs administradas en el modelo animal y atribuir los
efectos observados a su composicion se concentré 1 mL de cada fraccion al
vacio (RVT450-230 Speedvac, Thermo Fisher Scientific) durante 12 ha 0.12 bar
y 45 °C. A continuacién, se resuspendié en 200 uL de metanol de grado HPLC y
se filtrd (0.45 um, Whatman PVDF). La separacion cromatografica se llevo a cabo
segun lo descrito por Martinez-Meza et al. (2021), mediante un equipo de
cromatografia de liquidos de ultra alto desempeno acoplado a un espectrometro
de masas de cuadrupolo-tiempo de vuelo con una fuente de ionizacién de
electroaspersion (UPLC-ESI QTof MS por sus siglas en inglés) (Vion Waters Co.,
USA). Se utilizé una columna BEH Acquity C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 ym de tamafio
de granulo) a 35 °C. La fase mdévil consistié en agua con 0.1 % de acido férmico
(A) y acetonitrilo con 0.1 % de acido férmico (B) a un flujo de 0.5 mL/min. Las
condiciones de los gradientes fueron las siguientes: 15 % B a los 2.5 min, 21 %
B alos 10 min, 90 % B a los 12 min y 95 % B a los 13 min, seguido de una re-

equilibracién del sistema (0 % B a los 15 min durante 2 min).

Las condiciones del espectrometro de masas incluyeRON: adquisicion de datos
en modo de ionizacién negativo y positivo (ESI- y ESI+), rango de masas de 100
a 1800 Da, voltaje del capilar de 2 KV (ESI-) y 3.5 KV(ESI+), voltaje de cono de
40 eV, energia de colision baja: 6 V y energia de colisién alta: 15 — 45 V; la
temperatura de la fuente fue de 120 °C, el gas de desolvatacion fue nitrégeno a
450 °C a 800L/h; el flujo de gas de cono fue de 50 L/h. Se realizé la correccion
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de masas con leucina encefalina (50 pg/mL) a 10 pL/min (Pérez-Ramirez et al.,
2018).

La identificaciéon de compuestos se llevo a cabo mediante un analisis de su masa
exacta (error de masa: <5 ppm), el patron de fragmentacién y la distribucién
isotopica con el software UNIFI (Waters Co., USA). La cuantificacién de los
polifenoles se realiz6 mediante la construccion de curvas de calibracién con
acido elagico, caféico y ferulico (acidos hidroxibenzoicos); acido galico y p-
cumarico (acidos hidroxibenzoicos); (+)-catequina y (-)-epicatequina
(flavanoles); naringenina (flavon), quercetina y kaempferol (flavonoles) y cloruro
de cianidina (antocianina). Los estandares se obtuvieron de Sigma Aldrich
(Steimheim, Alemania).

5.3. Estabilidad de compuestos fendlicos extraibles

5.3.1. Medicion de color e indice de pardeamiento

La estabilidad térmica de los extractos, que se muestran en el Cuadro 5, se
evalué utilizando soluciones amortiguadoras a pH 3, que contenian una solucién
de KCl a 0.025 M. La solucion se ajusté con HCI concentrado o NaOH al 10 %.
Para las pruebas de estabilidad, se colocaron alicuotas de 1 mL de cada muestra
en microtubos ambar y se almacenaron a 60, 80 y 100 °C en un bafo seco
(BSH100, Benchmark Scientific). A 60 °C se recolectaron las muestras
correspondientes a los 180, 360, 540 y 720 min. A 80 °C se recolectaron
muestras a los 30, 60, 90y 120 min y a 100 °C a los 15, 30, 45 y 60 min.

Para cada muestra se determind el indice de pardeamiento con la relacion de
Amax =520 nm (los pigmentos rojos) y Amax =430 nm (los pigmentos marrones)
en un espectrofotémetro para microplaca (Thermo Scientific). También se evalud
el color de los extractos, este se calculd a partir de los datos de absorbancia
espectral (380-780 nm, con intervalos de 5 nm) utilizando las ecuaciones
estandar CIELAB. Los datos se analizaron utilizando el software Color by Spectra
para determinar los parametros L, a y b del CIELAB (Sigurdson et al., 2018).
Ademas, se calcul6 el grado de cambio de color utilizando el sistema CIELAB al
tiempo inicial 0 min y tiempos finales de 720, 120 y 60 min para la estabilidad a

60, 80 y 100 °C, respectivamente, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
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AF = =Ly + (@ — @) + (0" — b))

Donde Lo*, ao* y bo* representan los valores de CIELAB en el momento inicial, y
L*, a* y b* representan los valores de CIELAB en el tiempo final para cada

temperatura.
5.3.2. Cinética de degradacion de antocianinas y proantocianidinas

La cinética de degradacion de antocianinas y proantocianidinas se determiné a
60, 80 y 100 °C. Se propusieron modelos de cinética de orden cero (ecuacion
1), primer orden (ecuacion 2) y segundo orden (ecuacion 3). Se utilizaron los

datos del modelo con mejor correlacion (R?).

C=C, — kt Ecuacion 1
LnC = LnCy — kt Ecuacion 2
l= 1kt Ecuacién 3

Co

Donde Co y C corresponden a las concentraciones iniciales y finales de
antocianinas y proantocianidinas, respectivamente, t es el tiempo transcurrido en

minutos y k es la constante de velocidad de degradacion (min-').

El tiempo de vida media (t12) se calculé de acuerdo con Muche et al. (2018)

utilizando la siguiente ecuacion:

_ —Ln[0.5]

b=

N[~

La energia de activacion se calculd utilizando la ecuacion de Arrhenius, para ello
se realizd una regresion lineal a partir del logaritmo natural de las constantes de
velocidad de degradacion (k) versus la inversa de las temperaturas (Reyes et al.,
2007).
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5.3.3. Evaluacién in vivo de tratamiento de la resistencia a insulina de
los compuestos fendlicos no extraibles del orujo de uva

5.3.3.1. Preparacion de los extractos

A partir de la cuantificacion de compuestos fendlicos extraibles y los analisis de
estabilidad se selecciond la mezcla de solventes EAnc/ CeA 8:2/5:5 viv
(etanol:acido citrico/ acetona:agua) para ser probada como fraccion EPPs en el

modelo animal y el residuo se utilizé como la fraccién de NEPPs.

Los extractos utilizados para la evaluacion in vivo se concentraron mediante un
evaporador rotatorio (HB4 Basic, IKA Werke) a 62 °C y 50 rpm para evaporar el
etanol y la acetona, por al menos 60 min (Feresin et al., 2017) dicha temperatura
se selecciond con base a las pruebas de estabilidad de los compuestos fendlicos
(Seccion 5.3). Las muestras se transfirieron a tubos coénicos de 50 mL.
Posteriormente las muestras se congelaron a -76 °C al menos 24 h; después se
liofilizaron (7400040, Freezone Triad) a -65 °C para secar las muestras durante
96 h.

5.3.3.2. Cuantificacion de solventes residuales en los extractos
liofilizados de EPPs y NEPPs

Para la cuantificacion de solventes residuales en los extractos sometidos a
rotoevaporacion vy liofilizacion se realiz6 mediante determinacion colorimétrica

del etanol y acetona.

Se realizé una curva de calibracién con etanol (2.5 a 25 uL/mL) en frascos de 10
mL y se le afiadié a cada frasco 3 mL de acido p-aminobenzoico (H2NCsH4CO2H)
y 1 mL de NaOH al 30% y se incubaron a temperatura ambiente por 10 min,
(Rahim y Geeso,1992; limite de deteccion 4.76%). Las mediciones se realizaron
a 436 nm. Posteriormente, el procedimiento se realizé con 40 mg de las muestras

liofilizadas resuspendidas en 10 mL de agua destilada

Para la determinacion de acetona residual se realiz6 una curva de calibracion
con acetona (100 uL/mL a 800 uL/mL) en frascos de 10 mL y se le anadi6é a cada
frasco 1 ml de vanilina (CgHgO3) al 2 %, preparada en etanol al 25 %.
Posteriormente se afiadi® 1 ml de NaOH (1 M); los frascos se cerraron y
sometieron a 40 °C en bano Maria por 10 min. Al finalizar el tiempo, los frascos
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se retiraron y se enfriaron por un periodo de 10 minutos; posteriormente los
puntos de la curva se transfirieron a una microplaca y se midieron a 430 nm
(Amlathe y Gupta, 1990, rango de determinacién 0.5 a 5 mg/L). El procedimiento
se realiz6 con 40 mg de las muestras liofilizadas resuspendidas en 10 mL de

agua destilada.

5.3.3.3. Estudio in vivo para la evaluacion de los compuestos
fenolicos no extraibles sobre resistencia a la insulina

Después del tiempo de aclimatacidén descrito en la seccion 5.1.1, las ratas se
dividieron en 4 grupos (n = 12): (i) grupo control sano, alimentado con una dieta
estandar (DE); (ii) grupo control con obesidad, alimentado con una dieta alta en
grasa y fructosa (DAGF); (iii) dieta DAGF con EPPs (al 2.6%); (iv) dieta DAGF
con NEPPs (al 1.4%). El grupo DE se alimentd con una dieta estandar (Rodent
Lab Chow 5001, PMI, USA)) y los demas grupos fueron alimentados con dieta
DAGF (con 60 % de dieta estandar, 20 % grasa, 20 % fructosa) sin suplementar.
Después de 14 semanas, 2 de los grupos alimentados con dieta DAGF se
suplementaron con 2.6% de EPPs y 1.4% de NEPPs. La concentracion de los
extractos liofilizados se ajusté semanalmente en funcion del peso corporal y se

continud el estudio hasta la semana 22.

Debido a que no hay estudios en los que se haya estudiado la fraccion NEPPs
la dosis para ambas fracciones se seleccion6 a partir de estudios de los
compuestos fendlicos extraibles. Como tratamiento a partir de 25 mg de extracto
de proantocianidinas se ha observado un efecto en el tratamiento de la RI
(Montagut et al., 2010 y Pascual-Serrano et al., 2017); por lo que, tratando de
igualar la concentracion de CFT administrada en 25 mg de extracto de estos
estudios fue necesario administrar en nuestro modelo animal la fraccién de EPPs
al 1.4 % y NEPPs al 2.6 % de la dieta. Ademas, no fue posible manejar dosis
mayores debido al bajo rendimiento (20%) en la obtencion de extractos de EPPs

liofilizados a nivel laboratorio.

Las composiciones nutrimentales de las dietas se muestran en el Cuadro 7, las
cuales se calcularon a partir de la composicion nutrimental cuantificada por

Valdez-Rodriguez (2023). En cuanto al porcentaje adicionado de las fracciones
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liofilizadas, este se calculd a partir de la concentracion de compuestos fendlicos
totales cuantificados en cada fraccion (seccion 6.3.1) con el fin de garantizar la
adicién de 100 mg de CFT/kg de peso corporal de cada fraccion liofilizada. La
preparacion de dietas se realizé bajo los lineamientos que marcan las buenas
practicas de manufactura establecidas en la NOM-251-SSA1-2009. Se utilizaron
guantes de nitrilo estériles, cofia y cubrebocas para evitar la contaminacion del
alimento.

Cuadro 7. Contenido nutrimental de la dieta estandar y alta en grasa y fructosa
para el estudio in vivo

DAGF + DAGF +

H ()
Nutrientes (%) DE DAGF EPPs NEPPs

Proteina 23.95 14.34 13.72 14.00
Carbohidratos 48.72 29.23 27.95 28.74
Fructosa - 20.00 20.00 20.00
Lipidos 5.04 23.00 22.87 22.93
Vitaminas y 8.00 5.10 5.10 5.10

minerales

Fraccion

liofilizada ) ) 2.60 1.40

En la semana 11 y 14 se extrajo 200 uL de sangre por puncion en cola para
determinar la Rl en el modelo animal cuantificando glucosa e insulina (n = 5 por
grupo). A la semana 14 se determiné la Rl y si inici6 el tratamiento en los grupos
correspondientes durante un periodo 8 semanas. La duracion del experimento
fue de 22 semanas y cada semana se registréo el consumo de alimento y la
ganancia de peso corporal. Con estos datos se realizaron los calculos
correspondientes a la tasa de ganancia de peso corporal (TGPC) e ingesta
caldrica (IE). Para determinar el indice de Lee se midié la longitud nasoanal
colocando los animales anestesiados boca abajo sobre una hoja milimétrica
midiendo la distancia correspondiente al largo desde el ano de la rata hasta la

punta de la nariz (Novelli et al., 2007).

TGPC = dM
T Mdt

Donde:

48



Dm= Ganancia de peso durante el inicio y el final del tratamiento

M= Peso de la rata el inicio del tratamiento

_ medida de consumo de alimento (g)

energia metabolizable de dieta (kj)

Peso corporal (g) * (%)

Indice de LEE =
ndice ce longitud nasoanal (cm)

X 1000

5.3.3.4. Eutanasia

Para la eutanasia se consideroé lo sefalado por la NOM-062-Z00-1999. Para lo
anterior, los animales se sometieron previamente a un ayuno durante 12 h, se
anestesiaron con pentobarbital (200 mg/kg de peso corporal) y se decapitaron
con guillotina de acuerdo con la NOM-062-Z0O0-1999. Para la recoleccion de
orina, los animales se colocaron en jaulas metabdlicas tres dias previos a la
eutanasia con alimento y agua ad libitum. Posterior a la eutanasia, la sangre se
recolectd en tubos vacutainer y se centrifugé a 1000 x g durante 10 mina 5 °C
para la separacion del suero. El contenido coldnico y los tejidos hepatico, adiposo
y muscular se recolectaron para futuros analisis. Los tejidos se lavaron con
solucién salina (0.9 % NaCl) previo al almacenamiento. Los tejidos y fluidos se

congelaron mediante nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

Las jeringas utilizadas se colocaron en un bote rojo de polipropileno especial
para objetos punzocortantes con una leyenda que indicaba “residuos
punzocortantes biolégico-infecciosos” por un periodo maximo de 15 dias hasta
su recoleccién por la empresa Servicios Especializados en Residuos S.A. de
C.V,, la cual garantizé el tratamiento sobre los residuos segun lo estipulado en
la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002. El material quirurgico utilizado se remojé
en cloro por 12 h; se lavd y se esterilizé para su posterior almacenamiento. Los
restos de las ratas no requeridos para el estudio se almacenaron a -20 °C en una
bolsa grande color amarillo, sin rebasar el 80 % de su capacidad; dicha bolsa se
rotuld con la leyenda “desechos patolégicos” y se almacend hasta su recoleccion

por la empresa EcoServi, Industrial.
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5.3.3.5. Evaluacion de la resistencia a insulina

Se cuantificd la concentracion de triglicéridos con kit enzimatico (GOD-POD,
Spinreact, Espafia; rango de identificacion 0 a 1200 mg/dL) y glucosa en suero
empleando un kit enzimatico (GOD-POD, Spinreact, Espafia; limite de
identificacion 0.04 a 500 mg/dL) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ademas, se midieron los niveles de insulina mediante un kit de ELISA (EZRMI-
13K, Merck Millipore, USA; rango de identificaciéon 0.1 a 10 ng/ML) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se calculd el indice HOMA-IR (Homeostasis Model
Assesment for Insulin Resistance) mediante la siguiente formula (Sotelo-
Gonzaélez et al., 2023):

mg ﬂ) (Glucosa % * insulina ‘l;n—]\]{) en ayuno

HOMA:IR (dL mL) = 2430

5.3.4. Analisis estadistico

Los resultados de la seleccion de condiciones de extraccion y la evaluacion in
vivo del tratamiento de la Rl se expresan como la media * la desviacién estandar.
Se realizé el andlisis de varianza de los resultados (ANOVA) y se les aplicé una
prueba Shapiro-Wilk para comprobar la normalidad de los datos. Para las
variables que siguieron una distribucion normal y con baja variabilidad en sus
datos se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor con un nivel de
confianza del 95 %, mientras que las variables que no siguieron una distribucién
normal se analizaron por medio de la prueba de Kruskal-Wallis. La comparacion
de medias se realizd con la prueba de Tukey-Kramer, mientras que la
comparacion de medias contra el tratamiento convencional para determinacion
de compuestos fendlicos y estabilidad de los extractos se realizd6 mediante el
metodo de Dunnett. Para las variables no paramétricas del estudio in vivo se
aplicé la prueba de prueba de Siegel-Tukey. Estos analisis se realizaron

utilizando el software de analisis de datos rstudio 3.4.3 (Posit, USA).

Finalmente, para la asociacion de la composicion fitoquimica con los solventes

de extraccion, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) utilizando
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el software estadistico Rstudio 3.4.3. Los datos fueron normalizados en el

preprocesamiento.

VI. RESULTADOS

6.1. Seleccion de las condiciones de extraccion de los compuestos
fendlicos

Con el fin de obtener una mezcla de extraccion con menor contenido de
solventes téxicos que el metodo convencional (MAHc/CeA 5:5/7:3), se evalud la
mezcla etanol:agua (EA) como solvente de extraccion bajo diferentes
concentraciones (2:8, 5:5 y 8:2 v/v) y el acido citrico o HCI para acidificar los

solventes a un pH 2.

La extraccién de compuestos fendlicos totales, antocianinas y proantocianidinas
del orujo de uva Syrah utilizando diferentes proporciones de disolvente:agua
indica que los diferentes tratamientos mostraron concentraciones similares al
método convencional (MAxc/CeA 5:5/7:3) para compuestos fendlicos totales
(CFT). Los extractos obenidos con las mezclas de solventes EAc/CeA 2:8/7:3 y
5:5/7:3 mostraron las concentraciones mas altas CFT, con incrementos de 21y
24 %, respectivamente, en comparacion con el control (p<0.05). En el caso de
las antocianinas, se observo que el aumentar el contenido de solvente para
MAc/CeA, EAnc/CeA y MAc/CeA (2:8/7:3, 5:5/7:3 y 8:2/7:3) disminuy6 la
extraccion de antocianinas en un 8, 11 y 17 %, respectivamente (Cuadro 8).
Estos resultados concuerdan con los reportados por Le et al. (2022), quienes
encontraron que el contenido de antocianinas en la extraccién de frutos de
Carissa carandas utilizando etanol:agua como solvente aumenté de 0 a 50 %

v/v, pero disminuyo6 cuando la concentracién de solvente se elevo a 75 y 100 %.

La naturaleza polar de las antocianinas requiere la inclusion de agua en la
mezcla de solventes para mejorar el rendimiento de la extraccién. Ademas, la
adicion de soluciones acidas ayuda a estabilizar el cation flavilio, que es mas
estable en condiciones altamente acidas. Le et al. (2022) recomiendan utilizar
acidos suaves, como el acido citrico, ya que los acidos fuertes concentrados
pueden desestabilizar la molécula de antocianina. Esto es consistente con
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nuestros hallazgos, ya que los solventes acidificados con acido citrico resultaron

en una mayor concentracion de antocianinas.

Por otro lado, las concentraciones de proantocianidinas en las extracciones con
metanol y etanol en proporciones de 2:8 y 5:5 fueron similares. Sin embargo, las
extracciones con metanol y etanol en una proporcién de 8:2 produjeron los
niveles mas altos de proantocianidinas, hasta un 42 % en comparacion con el
control (p < 0.05) (Cuadro 8). Mitchell et al. (2017) reportaron un aumento en la
extraccion de mondmeros, dimeros y tetrameros de proantocianidinas a medida
que la concentracion de metanol aumentaba de 5:5 a 8:2 v/v. Esto se atribuye al
hecho de que a medida que las proantocianidinas polimerizan, su hidrofobicidad
también aumenta (Mitchell et al., 2017). Por lo tanto, es necesario potenciar la

hidrofobicidad para facilitar su extraccion.

En la Cuadro 8 se observa que las concentraciones de antocianinas y
proantocianidinas fueron similares entre las mezclas con metanol y etanol,
mientras que el etanol aumento la extraccion de TPC. Por lo tanto, en la siguiente
etapa de este estudio solo se utilizd etanol para evaluar la extraccion de estos
compuestos debido a su menor toxicidad en comparaciéon con el metanol.
Ademas, se modifico la proporcion de acetona y agua para encontrar la relaciéon
con menor contenido de solvente y mayor eficiencia en la extraccion. Se
seleccionaron las siguientes condiciones de extraccion: EAHc/CeA 82 y
EAc/CeA 8:2 por su mayor contenido en proantocianidinas. Se eligié la condicién
EAc/CeA 5:5 por su alto contenido de TPC y antocianinas, asi como su bajo

contenido de etanol.

Los resultados presentados en el Cuadro 9 indican que las proporciones de
acetona:agua 5:5 y 7:3 producen extracciones similares de TPC y antocianinas.
Sin embargo, el contenido de EPA aumentd en un 27 % con la mezcla EArc/CeA
8:2/7:3 en comparacion con la mezcla EAnc/CeA 8:2/5:5. Zeng et al. (2020)
sugirieron que una proporcion de acetona:agua de 7:3 es un método 6ptimo para
la extraccién de EPA. De manera similar, Mitchell et al. (2017) encontraron que
la proporcién de 7:3 de acetona:agua optimizo las extracciones de procianidinas

porque el 70% de acetona disminuy¢ la polaridad de la mezcla.
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Cuadro 8. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y proantocianidinas de diferentes tipos de
extracciones de orujo de uva

Segunda
Primera extraccion
extracciéon
Agua Relacién
Acrénimo Solvente Solvente:agua CFT Antocianinas EPA
acidificada acetona:agua

MA#c/CeA 2:8/7:3 Metanol HCI 2:8 7:3 25.79 £ 1.78c 0.60 + 0.07def 7.17 £0.15f
MAc/CeA 5:5/7:3 Metanol HCI 515 73 26.07 + 0.98c 0.70 £ 0.02bcd 8.12 + 0.54def
MAwc/CeA 8:2/7:3 Metanol HCI 8:2 73 27.20 + 1.52abc | 0.66 + 0.02cde* | 10.03 + 0.46bc*
MAc/CeA 2:8/7:3 Metanol Citrico 2:8 7:3 27.46 + 2.07abc | 0.83 + 0.06a* 8.51 £ 0.69de
MAc/CeA 5:5/7:3 Metanol Citrico 515 73 28.87 + 2.71abc | 0.80 * 0.04ab* 8.93 + 0.26cd
MAc/CeA 8:2/7:3 Metanol Citrico 8:2 7:3 28.26 £ 1.08abc | 0.76 £ 0.04abc* | 11.27 + 0.10a*
EAnc/CeA 2:8/7:3 Etanol HCI 2:8 73 30.10 + 2.50abc | 0.60 + 0.03def 7.48 £ 0.34ef
EAnc/CeA 5:5/7:3 Etanol HCI 5:5 7:3 28.97 + 1.93abc | 0.56 + 0.06ef 8.51 £ 0.26de
EAnc/CeA 8:2/7:3 Etanol HCI 8:2 73 26.21 +1.08c 0.53 £ 0.01f 10.82 + 0.45ab*
EAc/CeA 2:8/7:3 Etanol Citrico 2:8 7:3 31.61 +0.47ab* | 0.88 + 0.06a* 7.57 + 0.39¢f
EAc/CeA 5:5/7:3 Etanol Citrico 5:5 7:3 32.45 + 2.34a* 0.83 + 0.06a* 8.57 + 0.58de
EAc/CeA 8:2/7:3 Etanol Citrico 8:2 73 26.10 £ 1.08bc | 0.69 + 0.03bcd* | 11.57 £ 0.63a*

Los datos se presentan como la media * la desviacion estandar de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
los tipos de extracciones por la prueba de Tukey-Kramer. CFT: Compuestos fendlicos totales: equivalentes de acido galico (GAE)/g de muestra;
Antocianinas: mg equivalentes a la malvidina 3-O-glucésido/g muestra; EPA: mg de proantocianidinas (PA)/g de muestra. *Indica diferencias significativas
(p < 0.05) en comparacién con la extraccion control (MAxc/CeA 5:5/7:3 viv) por la prueba de Dunnet. MAnci,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M;
EAnc, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua acidificada con &cido citrico 1 M;
CeA, acetona:agua.
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Cuadro 9. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas y proantocianidinas de diferentes extracciones de
orujo de uva Syrah utilizando diferentes proporciones de solventes en ambas etapas de extraccion

Primera extraccién Segunda extraccion
Acrénimo Solvente Agua Solvente:agua Relacion CFT Antocianinas EPA
acidificada acetona:agua
MAwc/CeA 5:5/5:5 Metanol HCI 5:5 5:5 29.93 + 1.53b 0.52 £ 0.02¢ 7.32+0.19b
MAnc/CeA 5:5/7:3 Metanol HCI 5:5 7:3 28.21 £ 2.99b 0.59 £ 0.02¢ 8.67 £ 0.62b
EAHc/CeA 8:2/5:5 Etanol HCI 8:2 5:5 35.42 £3.76a* | 0.60 £ 0.09bc 8.47 +1.18b
EAnc/CeA 8:2/7:3 Etanol HCI 8:2 7:3 32.36 £ 1.31ab | 0.68 + 0.00bc 10.82 + 0.45a*
EA:/CeA 5:5/5:5 Etanol Citrico 5:5 5:5 35.70 £ 3.27a* | 0.97 £ 0.09a* 7.92 +0.59b
EA/CeA 5:5/7:3 Etanol Citrico 5:5 7:3 31.72 £ 1.95ab | 0.81 + 0.00ab* 8.57 +0.58b

Los datos se muestran como media + desviacion estandar de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tipos de extracciones por la prueba de Tukey-Kramer. CFT: Compuestos fendlicos totales: equivalentes de acido galico (GAE)/g de muestra;
Antocianinas: mg equivalentes a la malvidina 3-O-glucésido/g muestra; EPA: mg de proantocianidinas (PA)/g de muestra. *Indica diferencias significativas
(p < 0.05) en comparacion con la extraccion control (MAnc/CeA 5:5/7:3 v/v) por la prueba de Dunnet. MAnci,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M;
EAnc, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua acidificada con &cido citrico 1 M;

CeA, acetona:agua.
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6.1.1. Identificacion de compuestos extraibles por HPLC-PDA en los
extractos de orujo de uva

En las seis condiciones de extraccion se identificaron y cuantificaron mediante
cromatografia liquida trece compuestos fendlicos, incluidos acidos fendlicos,

flavonoides, metabolitos de polifenoles y antocianinas (Cuadro 10).

Los extractos derivados de las mezclas EAc/CeA 5:5/5:5 y EAc/CeA 5:5/7:3
mostraron una mayor extraccion de acido elagico (4.09 y 2.61 veces comparado
al método convencional) y de flavan 3-oles, especificamente de galato de
epicatequina (7.22 y 9.73 veces comparado al método convencional). La
suplementaciéon de estos compuestos ha demostrado una reduccién sobre
resistencia a la insulina en estudios in vivo e in vitro (Legeay et al., 2015; da
Costa et al., 2017; Polce et al., 2018).

Por otro lado, los extractos obtenidos a partir de las mezclas EArci/CeA 5:5/5:5
y EAnxc/CeA 5:5/7:3 presentaron un alto contenido de &cido 4-
hidroxifenilbenzoico los cuales no fueron detectados en los demas extractos
estudiados, destacando la mezcla EAnci/CeA 5:5/7:3 por una mayor extraccion
de metabolitos derivados de polifenoles (2.55 veces comparado al método
convencional). Se detecté un mayor contenido de quercetina (2.45 y 1.55 veces
comparado al método convencional) y epicatequina (1.86 y 2.38 veces

comparado al método convencional).

Una alta extraccion de acidos hidroxibenzoicos y sus derivados es importante ya
que se ha identificado que estos tienen actividad antidiabética en un estudio in
vitro con células HepG2 expuestas a derivados de acido hidroxibenzoico (50 uM)
durante 24 h en medio RPMI 1640 y tratadas con insulina (100 nM) durante 15
miN. En este estudio se encontr6 que los derivados de acido hidroxibenzoico, en
especial el acido galico, mejoran la Rl hepatica inducida por acidos grasos libres
al regular positivamente las proteinas p-IRS, p-PI3K, p-AKT y p-FOXO1 en la

cascada de sefnalizacion de la insulina (Lee et al., 2021).
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Cuadro 10. Compuestos fendlicos cuantificados por HPLC/DAD en extractos de orujo de uva

Compuesios gapesosece) (T WAGCOR  WAGCOR  EACGR  EhecR  EaGR  Eados
Acido hidroxicinamico

Acido galico 571 12.00+0.04d 9.32+1.17¢* 18.82 £ 0.02b* 25.92+£0.08 a* 16.89+0.88 c* 17.46 + 0.05 bc*
Acido hidroxibenzoico

Acido elagico 13.71 53.38+0.25d 8259+1.12cd 76.43+0.58cd 121.44 +4.45 c* 338.23 +29.85 a* 215.61 +17.81 b*
Flavonoles

Quercetina 1474 9.67+0.06c 8.49+0.03c 20.82+0.03 a* 13.15+£0.12 b* 12.69 £ 1.74 b* 12.27 £ 0.01 b*
Flavanoles

Catequina 8.14 4187+0.11bc 33.07+1.37c 40.28 £0.19¢c 62.21 + 11.84 ab* 57.43+7.76 a* 60.92 £ 0.14 a*
Galato de epicatequina 13.77 2230+0.04d 17.55+1.05d 84.92+0.88 c* 72.52+293c* 205.61 + 8.45 b* 373.15+11.53 a*
Epicatequina 89 2319+0.04c 2049+022c 38.10+1.17 a* 48.83 £ 0.28 ab* 26.78+£10.70 b 35.38 £ 0.1 bc*
Flavanona

Naringina 1453 9.72+0.10c 8.61+£0.18 ¢ 16.66 £ 3.57 b* 28.55+0.38 a* 17.75£0.22 b* 11.19+0.20 ¢
Antocianinas

Cloruro de cianidina 13.69 384 +283e 323.35+0.98e  1139.21 +18.62d* 1739.95+34.80c* 2335.11+160.73 b* 3145.19+45.33 a*
Metabolitos microbianos de polifenoles

Acido 3,4-hidroxifenilpropiénico 6.99 14.07+0.01b 565+0.16d" 9.85+0.20 ¢* 11.00 £ 0.02 c* 27.67 £ 1.85a* 28.84 £ 0.00 a*
Acido 3,4 dihidroxifenilacético 954 1151+003c 9.22+1.02c 21.07 £ 0.14 b* 29.81+ 0.14 a* 19.54 £ 3.43 b* 22.08 £ 0.11 b*
Acido 4-hidroxibenzoico 823 7925+00cd 6147+277d 76.22+0.19cd 120.36 + 23.93 a* 92.48 £ 2.52 bc 117.76 £ 0.28 ab*
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 6.75 9490+ 0.37d 6885%+6.19¢ 125.840.89 ¢ 201.26 +0.37 a 163.51+13.64 b 176.19+0.14 b
Acido 3-hidroxibenzoico 8.25 ND ND 7.99+0.12a 8.25+257 a ND ND

Los datos se muestran como media + desviacion estandar de tres repeticiones. Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los
tipos de extracciones por la prueba de Tukey-Kramer. *Indica diferencias significativas (p < 0.05) en comparacion con la extraccion control (MAxci/CeA
5:5/7:3 viIv) por la prueba de Dunnet. MAHci, metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAnci, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua
acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.
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Un alto contenido de (-)-epicatequina en el orujo se ha asociado con su efecto
en la disminucion de obesidad en un 70% vy la sensibilidad a la insulina en un 58
% con respecto al grupo con obesidad inducida por una dieta alta en grasa y
fructosa (el 60% del total de calorias proviene de acidos grasos, el 18.4% de
proteinas y el 21.3% de carbohidratos) (Rosenzweig et al., 2017; Cremonini et
al., 2019). Adicionalmente, el consumo de la quercetina puede reducir la glucosa
basal, la insulina y HOMA-IR inducidos por una dieta rica en grasas y sacarosa
(Arias et al., 2014), asi como la reduccion de triglicéridos y colesterol en ratas

diabéticas inducidas con estreptozotocina (Vessal et al., 2003).

Con los resultados obtenidos del analisis por HPLC, los datos fueron sometidos
a un analisis de componentes principales (PCA), el cual puede ser utilizado para
la clasificacion y/o agrupacion de ciertas matrices vegetales en funcidén de sus
perfiles fitoquimicos (Farajpour et al., 2024). Si los primeros componentes
explican una cantidad significativa de varianza, esto indica que el analisis de
componentes principales ha resumido los datos de manera eficaz, en este caso
se observa que los dos primeros componentes explicaron el 87 % de la varianza.
El PC1 explico el 58 % de la variacién total y los compuestos que contribuyen
principalmente a su definicion en base a su valor absoluto de masa y carga son
el acido 3,4-dihidroxibenzoico, el acido 3,4-dihidroxifenilacético, el acido galico,
la catequina, el acido 4-hidroxibenzoico y la epicatequina (valor positivo) dichos

compuestos refieren a las muestras de etanol (Figura 3).

De acuerdo con este componente, las extracciones etandlicas se caracterizaron
principalmente por compuestos especificos y son discriminantes de las
extracciones metandlicas. Por lo tanto, de las muestras metandlicas al estar sin
componentes, no son bien representadas con el modelo de componentes

principales.
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Figura 3. Andlisis de componentes principales (biplot) de extractos de orujo de
uva con base a los principales fitoquimicos cuantificados (Los datos fueron

normalizados en el preprocesamiento). MAnc,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M;
EAnc, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1
M; EAc, etanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.

El PC2 explico el 28 % de la varianza y se define por el acido 3-hidroxibenzoico
(con un valor positivo), que parece estar asociado a extracciones etandlicas
acidificadas con acido clorhidrico. Por otro lado, el acido 3-(4-hidroxifenil)
propionico, la epicatequina y el acido elagico también contribuyen a la PC2 (con
valores negativos), lo que indica que las extracciones EAc/CeA 5:5/5:5 y
EAc/CeA 5:5/7:3 estan asociadas con estos compuestos. Hosseini et al., (2016)
reportaron el efecto de diferentes acidos (acético, citrico y clorhidrico) en la
extraccion de compuestos fendlicos de diferentes matrices organicas (col
lombarda, agracejo y cascara de berenjena). La extraccién de etanol:agua

acidificada con acido citrico fue la mezcla de solventes mas efectivo para extraer
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compuestos fendlicos totales y antocianinas. Por lo tanto, nuestros resultados no
solo demuestran la influencia del disolvente sobre la extraccion de los

compuestos fendlicos, también el efecto de diferentes acidos.

Ademas, las dos mezclas de extracciones EAc/CeA 5:5/5:5 y EAc/CeA 5:5/7:3
en el PCA (Figura 3. Analisis de componentes principales (biplot) de extractos
de orujo de uva con base a los principales fitoquimicos cuantificados (Los datos
fueron normalizados en el preprocesamiento). ) se discriminan hacia cloruro de
cianidina (PC2, valor negativo), una antocianina importante en el orujo de uva
(Perdicaro et al., 2017), a diferencia de los extractos EAnc/CeA 8:2/5:5,
EAnc/CeA 8:2/5:5 y el extracto control. Estudios in vivo han reportado que los
extractos ricos en antocianinas mejoran la resistencia a la insulina y aumentan
la sensibilidad de la misma, ademas previenen el incremento de peso corporal y
la acumulacion de lipidos (Azofeifa et al., 2016; Barbalho et al., 2011; Cheng et
al., 2014). Se sabe que las antocianinas son altamente solubles en agua y esto
probablemente esta relacionado con la distribucion heterogénea de sus cargas
en el agua (losub et al., 2014). Sin embargo, también son facilmente solubles en
disolventes como el metanol y el etanol, pero son casi insolubles en disolventes
no polares (Qi et al., 2023). Estos resultados nos indican una mayor afinidad de
los compuestos fendlicos del orujo de uva por el etanol acidificado que el metanol
acidificado; ademas, se observa un efecto claro en la extraccion de compuestos
fendlicos derivado del tipo de acido utilizado; por lo que, acidificar el etanol con
un acido débil, esto permite una mayor extraccion de flavan 3-oles y

antocianinas.

6.2. Evaluacion del indice de pardeamiento y estabilidad de
antocianinas y proantocianidinas

Los extractos de orujo de uva contienen antocianinas, que son las responsables

de aportar color. Sin embargo, estos compuestos tienen una baja estabilidad,

que esta determinada por su estructura molecular, la humedad relativa, la luz, el

pH, la temperatura, ciertas enzimas y el oxigeno (Sharma et al., 2016). La

degradacion de las antocianinas produce un pardeamiento y esto disminuye sus
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capacidades antioxidantes y otras propiedades biolégicas (Castellanos-Gallo et
al., 2022). A su vez, las proantocianidinas al someterse al calentamiento también
son degradadas, lo cual depende de su estructura, observando una disminucién
de las proantocianidinas poliméricas y aumentando la concentracién de sus

monomeros (Khanal et al., 2010; Tomaz et al., 2018).

Del andlisis de los extractos presentados en los Cuadro 9 y Cuadro 10, los cuales
fueron analizados por espectrofotometria y HPLC-PDA, respectivamente, se
seleccionaron 3 extractos, ademas del método convencional (MAxc/CeA 5:5/7:3
v/v) con el fin de evaluar la estabilidad térmica de las antocianinas y las

proantocianidinas a 60, 80 y 100 °C.

Para evaluar la estabilidad de los extractos de orujo de uva se prepararon
extractos con un contenido de antocianinas de 7 mg/L y las muestras se
expusieron a diferentes temperaturas y tiempos. Los porcentajes de estabilidad
del indice de pardeamiento y de las antocianinas se calcularon en funcion del
tiempo inicial y final de cada temperatura. Los porcentajes de indice de
pardeamiento fueron menores a 60 y 80 °C para las mezclas EAc/CeA 5:5/7:3 (7
y 2 %, respectivamente) y EAc/CeA 5:5/5:5 (7 y 4 %, respectivamente), en
comparacion con el control, las cuales mostraron un porcentaje de pardeamiento
de 13 y 14 %, respectivamente (Figura 4a y Figura 4b). A 100 °C, todos los
extractos mostraron un incremento del indice de pardeamiento, que oscil6é entre
el 25 % y el 31%, comparado con el control que exhibié un incremento del 43 %,
siendo el extracto obtenido con la mezcla EAc/CeA 5:5/5:5 el que mostré el

menor aumento de pardeamiento (Figura 4c).
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Figura 4. indice de pardeamiento de los extractos de orujo de uva almacenados

a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c). Diferentes letras indican diferencias significativas (p <
0.05) entre los tipos de extracciones por la prueba de Tukey. *Indican diferencias significativas
(p < 0.05) en comparacion con la extraccion control (MAnc/CeA 5:5/7:3 v/v) por la prueba de
Dunnet. MAxci,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAnci, etanol:agua acidificada con HCI
0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua acidificada con
acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.
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Se ha reportado que, en extractos de EPPs de semilla de uva, el pardeamiento
de las muestras esta directamente relacionado con la intensidad de los
tratamientos térmicos, debido principalmente a la polimerizacién gradual de
compuestos fendlicos individuales y a la oxidacion de estos fitoquimicos, lo que
lleva a la formacion de macromoléculas que confieren coloracion marron (Khanal
et al., 2010). El orujo de uva se seco a 55 °C, seguido de un proceso de
extraccion de los EPP y, posteriormente, se sometié a pruebas de estabilidad a
temperaturas de 60 a 100 °C. Por lo tanto, el proceso de oxidacién producido por
la enzima polifenol oxidasa (PPO) no deberia ocurrir, ya que la enzima se
inactiva a 65 °C durante 12 min en el orujo de uva (Rapeanu et al., 2006). En
nuestro estudio, la oxidacidén quimica podria ser uno de los mecanismos mas
relevantes para el pardeamiento. Se ha reportado en vinos que la autooxidacion
del acido galico genera acido elagico (Monagas et al., 2005). Por lo tanto, la
estabilidad térmica de los extractos de semilla de uva esta influenciada por su
perfil de compuestos. Se ha reportado que aquellos con un grupo galato en su

estructura fueron mas sensibles al calor (Davidov-Pardo et al., 2011).

En cuanto a la estabilidad de las antocianinas, todos los extractos mostraron un
comportamiento similar a 60 °C (Figura 5a). Sin embargo, a medida que la
temperatura aumenté a 80 y 100 °C, el extracto EAc/CeA 5:5/5:5 mostraré una
mayor estabilidad con una disminucion en el contenido de antocianinas de 10 y
43 %, respectivamente y el método de extraccion control exhibié reducciones de

37 y 118 %, respectivamente (Figura 5b yFigura 5c).

Las antocianinas son las responsables del color rojo de los vinos. Estos
compuestos tienen azucares unidos a las antocianidinas en la posicion 3-
hidroxilo. Cuando las antocianinas se someten a una degradacion térmica se
hidrolizan, lo que lleva a la pérdida de sus azucares. Las agliconas resultantes
son menos estables que sus formas glicosiladas y la pérdida de azucares acelera
el proceso de degradacion, produciendo finalmente chalconas (Castellanos-
Gallo et al., 2022). Posteriormente, se produce una escision, que da lugar a
productos como el acido galico y el acido protocatecuico. Sin embargo, en el jugo

de uva almacenado a 50 °C, la reduccién de antocianinas no se correlacioné con
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un aumento en los niveles de estos productos de escision o la formacion de
componentes poliméricos incoloros. Se propuso que las antocianinas
disminuyeron a través de otros mecanismos como la formacién de precipitados
insolubles (Dorris et al., 2018).
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Figura 5. Contenido de antocianinas de los extractos de orujo de uva
almacenados a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c). Diferentes letras indican diferencias
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significativas (p < 0.05) entre los tipos de extracciones por la prueba de Tukey. *Indican
diferencias significativas (p < 0.05) en comparacién con la extraccion control (MAuc/ACe 5:5/7:3
v/v) por la prueba de Dunnet. MAnci,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAwc, etanol:agua
acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua

acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.

En cuanto a las proantocianidinas extraibles (EPA), los extractos obtenidos con
la mezclas EAc/CeA 5:5/5:5 y EAc/CeA 5:5/7:3 mostraron la mayor estabilidad a
60, 80 y 100 °C, con una pérdida en el contenido de EPA del 5, 11y 12 % y 7,
22 y 13 %, respectivamente. En contraste, el método control presento
disminuciones mas altas de 47,60 y 76 %, respectivamente (Figura 6a,Figura 6b

yFigura 6c).

El tipo de proantocianidinas presentes en el orujo de uva puede diferenciar estos
compuestos en cuanto a su termoestabilidad. Por otro lado, el tipo de disolventes
puede tener mas solubilidad y afinidad con cada tipo de proantocianidinas. El
metanol y el etanol son disolventes eficaces para la extraccion de
proantocianidinas de bajo peso molecular, en tanto que las proantocianidinas de
alto peso molecular tienen mas afinidad por la acetona y el agua (Liang et al.,
2024). Interesantemente, en nuestro estudio la mezcla EAc/CeA 5:5/7:3 presento
menor pérdida de proantocianidinas en comparacion con el extracto obtenido
con la mezcla MAnci/CeA 5:5/7:3 con alta pérdida de estos compuestos; mientras
que, ambos extractos tienen el mismo contenido de acetona. Estos resultados
sugieren que probablemente se extrajeron diferentes proantocianidinas u otros
compuestos que influyeron en su estabilidad, debido a una mayor afinidad con

el metanol o etanol, asi como por los acidos utilizados.

Se calculd la cinética de degradacion para las antocianinas y el EPA. En el caso
de las antocianinas, el extracto obtenido con la mezcla EAc/CeA 5:5/5:5 mostrd
los tiempos de vida media (t12) mas altos para 80 °C (433.2 min) y 100 °C (20.1
min), seguido de los extractos obtenidos con las mezclas EAc/CeA 5:5/7:3 (11.5
y 12.0 min respectivamente) y EAnc/CeA 8:2/7:3 (61.3 y 11.7 min
respectivamente). El extracto obtenido con la mezcla MAnc/CeA 5:5/7:3 fue el
mas inestable (10.4 y 10.1 min, respectivamente) (Cuadro 11).
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Figura 6. Contenido de proantocianidinas de extractos de orujo de uva

almacenados a 60 °C (a), 80 °C (b) y 100 °C (c). Diferentes letras indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre los tipos de extracciones por la prueba de Tukey. *Indican
diferencias significativas (p < 0.05) en comparacioén con la extraccion control (MAuci/CeA 5:5/7:3
v/v) por la prueba de Dunnet. MAnci,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAuci, etanol:agua
acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua
acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.
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Cuadro 11. Cinética de degradacion de antocianinas de orujo de uva

Sample T (°C) kt (min-') R? Ecuacién t12 (min) (KJI/ErioI) R?
100 0.0686 0.974 C =-0.0686t + 7.018 10.1
MAuc/CeA 5:5/7:3 80 0.0668 0972  C=-0.0668t+6.94 10.4 718 0.865
60 0.0003 0.741 C = 0.0003t + 0.1401 2310.5
100 0.0593 0.814 C =-0.0593t + 7.7725 11.7
EAuc/CeA 8:2/5:5 80 0.0113 0982  C=-0.0113t+6.866 61.3 6.66 0995
60 0.0003 0.539 C =0.0003t + 0.1364 2310.5
100 0.0345 0.862 C =-0.0345t + 7.2039 20.1
EAc/CeA 5:5/5:5 80 0.0016  0.883  C=-0.0016t+ 1.9278 433.2 5.65  0.906
60 0.0003 0.703 C =0.0003t + 0.1419 2310.5
100 0.0578 0.936 C =-0.0578t + 7.3811 12.0
EAC/CeA 5:5/7:3 80 0.0601 0953  C=-0.0601t+7.4831 11.5 697  0.856
60 0.0003 0.717 C =0.0003t + 0.1349 2310.5

T: temperatura °C; kt: Constante de degradacién (™™'); R2 Pearson coeficiente; T12: Vida media (min.); Energia de activacion Ea (KJ/mol);
MAHc,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAnc, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc,
etanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.
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Adicionalmente, las EPA mostraron mayor estabilidad que las antocianinas, pero
con un comportamiento similar para los diferentes extractos (Cuadro 12), ya que
a las temperaturas de 80 y 100 °C, el extracto obtenido con la mezcla EAc/CeA
5:5/5:5 presentd ti2de 315.1 min y 288.8; para el extracto obtenido con la mezcla
MA®Hc/CeA 5:5/7:3 fueron de 87.7 y 71.5 min, respectivamente.

La alta estabilidad en EAc/CeA 5:5/5:5 a 60 °C y 80 °C puede atribuirse a la
presencia de acido citrico, ya que se ha visto que el 4cido citrico puede promover
la diacilaciéon (adicion de dos grupos acilo) de las antocianinas que mejora su
estabilidad al protegerla de la hidratacion (Shaheer et al., 2014), lo que evita la
degradacion de las mismas a chalconas. Sin embargo, a 100 °C, este extracto
tuvo el t12 mas alto, pero mostré un aumento en AE, lo que indica tres formas de
desestabilizacion de las antocianinas. Por lo tanto, la estabilidad de las
antocianinas puede alterarse de tres maneras: por polimerizacion, escision y
derivatizacion. La escision de las antocianinas conduce a compuestos incoloros,
la polimerizacion causa pardeamiento y las reacciones de derivatizacion dan
como resultado la produccion de varias moléculas coloreadas (Enaru et al.,
2021). Esto sugiere que el extracto presenta predominantemente una

desestabilizacion del color.

En el Cuadro 13 se presentan los valores de cambio de color (AE) para los
extractos etandlicos y metandlicos. Los colores en los extractos obtenidos con la
mezcla MAxc/CeA 5:5/7:3 tuvieron valores mas bajos de a* (datos no mostrados)
que en las otras extracciones de etanol para todas las temperaturas. Estos
efectos podrian estar relacionados principalmente con la polimerizacion de
antocianinas con taninos (EPAs), en la fracciébn de catequina formando
compuestos incoloros (Monagas et al., 2005). Un efecto diferente se mostré con
los extractos de etanol, que presentaron un color marrén. Se ha reportado que
el procesamiento térmico provoca la degradacidon de las antocianinas
monoméricas, asi como la formacién de polimeros, lo que da como resultado el
color marrén, que esta relacionado con la degradacion del color rojo (Monagas
et al., 2005).
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Cuadro 12. Cinética de degradacion de extractos de proantocianidinas del orujo de uva

Muestra T (°C) kt (min-') R? Ecuacion t12 (min) (KJIIEr?mI) R?
100 0.0097 0872  C =-0.0097t+4.905 71.50
MAuc/CeA 5:5/7:3 80 0.0079 0905  C =-0.0079t+ 4.976 87.70 364  0.905
60 0.0006  0.865 C=-0.0006t+50699 11552
100 0.0058 0739 C=-0.0058t+51381  119.50
EAuci/CeA 8:2/5:5 80 0.0044  0.819 C=-0.0044t+50579  157.50 531 0.901
60 0.0001  0.825 C=-0.0001t+51073 69315
100 0.0024  0.953 C =-0.0024t+5.0747 288.80
EAc/CeA 5:5/5:5 80 0.0022  0.645 C=-0.0022t+5.0494 315.10 48 0825
60 0.00006  0.868 C =-6E-05t+ 5.0767 11552.5
100 0.0041  0.849 C=-0.0041t+4.9875 169.10
EAc/CeA 5:5/7:3 80 0.0058  0.919 C =-0.0058t + 4.979 119.50 353 0781
60 0.0003  0.889 C =-0.0003t+5.0466 2310.5

T: temperatura °C; kt: Constante de degradacion (min™'); R% Pearson coeficiente; T12: Vida media (min.); Energia de activacién Ea (KJ/mol);
MAHc,metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAnci, etanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; MAc,metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc,
etanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.
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Cuadro 13. Cambios de color (AE) de los extractos de orujo de uva al finalizar
los estudios de estabilidad

Muestra 60 °C 80 °C 100 °C
AE Color AE Color AE Color
MAc/CeA 5:5/7:3 13.34 +1.73a 20.80 £ 0.20a 18.16 + 1.84a

EAuc/CeA 8:2/5:5 11.25 £ 1.60a 14.37 + 3.15b* 14.21 £ 1.03b*

EAc/CeAc5:5/5:5 10.35+0.81a 8.24 + 0.85¢* 15.09 + 0.64b

EAc/CeA 5:5/7:3 11.06 £ 0.38a 12.27 + 1.92bc* 12.73 £ 0.51b*

Los datos se muestran como media + desviacion estandar de tres repeticiones. Diferentes letras
indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los tipos de extracciones por la prueba de Tukey.
*Indica diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a la extraccion control (EAc/CeA 5:5/7:3)
por la prueba de Dunnet. MAxc, metanol:agua acidificada con HCI 0.1 M; EAnci, etanol:agua
acidificada con HCI 0.1 M; MAc, metanol:agua acidificada con acido citrico 1 M; EAc, etanol:agua
acidificada con acido citrico 1 M; CeA, acetona:agua.

En cuanto a los cambios de color, el extracto obtenido con la mezcla EAc/CeA
5:5/5:5 a 60 °C tuvo un AE mas bajo en un 40 %, en comparacion con el extracto
de metanol. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa. A 80 °C, todos los
extractos etandlicos mostraron una disminucién en los valores de AE de 28 % a
46 % (p < 0.05) se observo un efecto similar a 100 °C con una disminucion del
22 a 30 % en comparacién con el extracto control (p<0,05). Ademas, a 60 y 80
°C, el extracto obtenido con la mezcla EAc/CeA 5:5/5:5 presento el valor mas
bajo de AE, pero a 100 °C, el extracto EAc/CeA 5:5/5:5 tuvo un aumento
significativo de AE, lo que resulté en un valor alto en comparacién con el extracto
obtenido con la mezcla EAc/CeA 5:5/7:3. Esto puede explicarse por el hecho de
que la muestra EAc/CeA 5:5/5:5 presentd el mayor contenido de acido galico
detectado por HPLC (un 57% mas) en comparacion con el extracto obtenido con
la mezcla EAc/CeA 5:5/7:3. Los acidos fendlicos se han asociado con una mejora
en la estabilidad y el color de las antocianinas a temperaturas inferiores a 90 °C
(Schwarz et al., 2005). Estos hallazgos pueden indicar que la estabilidad del
extracto EAc/CeA 5:5/5:5, en términos de antocianinas, la degradacion de EPA

y el indice de pardeamiento se deben a la presencia de acido elagico. Esto
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concuerda con Gomez-Plaza et al. (2006), quienes afirmaron que la estabilidad
del color depende de factores como los copigmentos de antocianinas y la

presencia de otros polifenoles.

Debido a que todas las extracciones con etanol demostraron un mayor
rendimiento de extraccién de compuestos fendlicos totales, asi como una mayor
estabilidad de color y tiempo de vida media comparado con el método
convencional, se eligid utilizar la extraccion con la mezcla EAnc/CeA 8:2/5:5
debido al menor costo en reactivos utilizados para acidificar la solucidon de

extraccion.

La temperatura de rotaevaporacion a 60°C fue seleccionada con base en estos

resultados para garantizar una menor pérdida de EPPs.

6.3. Evaluacion in vivo de tratamiento de la resistencia a insulina de los
compuestos fendlicos no extraibles del orujo de uva

6.3.1. Perfil fitoquimico de los extractos EPP y NEPP

Se utilizé la condiciéon seleccionada de extraccion de EPPs (EAnc/CeA 8:2/5:5)
para extraer la mayor cantidad de compuestos fendlicos libres, posterior a la
eliminacion del agua y solventes de ambas fracciones se realizd el perfil de

polifenoles de ambos extractos.

Se cuantificé un mayor contenido de compuestos fendlicos en la fraccion NEPP
que la EPP (141.33 y 77.53 mg/g, respectivamente) y se determind un contenido
similar de flavonoides y proantocianidinas en la fraccion EPP. Mientras que, en
la fraccion NEPP destaca una alta extraccion de dichos compuestos de los
cuales se recuperé un 95 con 70 % de proantocianidina no extraibles.
Adicionalmente este extracto presenta 5 % de EPPs (Cuadro 14). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Buergo-Martinez (2023) quien
encontr6 una mayor cantidad de proantocianidinas no extraibles (74%)

comparado con los polifenoles hidrolizables (26%) en la variedad Syrah se
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encontraron valores de polifenoles hidrolizables de 24.90 + 0.98 mg/g y de

proantocianidinas no extraibles de 86.11 £+ 3.92 mg/g.

Cuadro 14. Compuestos fendlicos de la fraccion EPPs y NEPPs del orujo de
uva

Compuestos fendlicos extraibles (EPPs)
Flavonoides 24.04 £ 512
Antocianinas 0.43+0.17
Proantocianidinas 31.83 £5.03
Compuestos fendlicos totales’ 77.53+£4.18

Compuestos fendlicos no extraibles (NEPPs)
Polifenoles hidrolizables 34.54 £ 0.77
Proantocianidinas 99.56 £ 14.79
Compuestos fendlicos extraibles 7.23+1.74
Compuestos fendlicos totales? 141.33

Los resultados se expresan en mg/g de extracto liofilizado de orujo de uva y son el promedio +

DE, n = 3. "Compuestos fendlicos cuantificados. 2Sumatoria de los compuestos fendlicos.

En la cuantificacion de los compuestos fendlicos mediante el UPLC se detectaron
acidos fendlicos (398.81 + 1.65 pg/g), flavonoides (193.85 = 8.18 ug/g) y
metabolitos derivados de la fermentacion microbiana (107.94 + 0.92 ug/g) en el
extracto liofilizado de EPP (Cuadro 16). En la fraccion EPP se identificaron 14
antocianinas, 26 flavonoides, 9 acidos hidroxibenzoicos y 3 acidos
hidroxicinamicos. La antocianina predominante fue el hexdsido de malvidina,
seguido del hexodsido de peonidina, el hexdsido de cumaroil-malvidina y el
hexdsido de petunidina. Esto concuerda con lo reportado por Perdicaro et al.
(2017), quienes encontraron que las antocianinas predominantes en el orujo de
uva son la malvidina-3-O-glucésido, seguida de la petunidina-3-O-glucésido y la
malvidina-3-O-p-cumaroilglucésido. Entre los flavonoides identificados en
nuestro estudio, el mas abundante fue la (-)-epicatequina, seguido de la
quercetina, el glucurénido de quercetina, el ramndsido de miricetina, la (+)-
catequina, la (iso)-ramnetina y el hexdsido de miricetina. Rodriguez-Lanzi et al.
(2016) informaron que los compuestos mas abundantes en un extracto
hidroalcohdlico de orujo de uva liofilizado son los flavan-3-oles (+)-catequina y (-

)-epicatequina, asi como el flavonol quercetina. En cuanto a las
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proantocianidinas, la mas prevalente fue la procianidina dimero B2 isémero |,
seguida de la procianidina dimero B1 isomero Il, lo que concuerda con los
hallazgos de Perdicaro et al. (2017). Estos compuestos se han asociado
principalmente con mejoras en el desarrollo de la obesidad y la IR (Cremonini et
al., 2016).

Por ultimo, el hexdsido de acido dihidroxibenzoico y el hexdsido de acido
cumarico fueron los principales &acidos hidroxibenzoicos y el acido
dicafeoilquinico y el &cido elagico fueron los principales acidos hidroxicinamicos
identificados (Cuadro 15).

En los NEPPs extraidos por hidrolisis acida sélo se detectd 1 acido
hidroxibenzoico, el isébmero Ill del acido dihidroxibenzoico y en los NEPPs
extraidos por hidrélisis basicos se detecté 1 flavanol, 12 acidos hidroxibenzoicos
y 4 acidos hidroxicinamicos, siendo los isémeros | y Il del &cido hidroxibenzoico
los mas abundantes. Hasta ahora, la fraccion NEPP del orujo de uva no se habia
caracterizado. Cabe destacar que el unico flavonoide detectado fue la
epicatequina en la hidrdlisis basica de los polifenoles, con ausencia de
antocianinas (Cuadro 16), debido a que estos compuestos no estan unidos a la
fibra alimentaria. En este contexto, la hidrélisis acida del residuo obtenido de la
extraccion organico-acuosa facilita la deteccion de polifenoles que estan unidos
a la pared celular a través de sus enlaces glicosidicos. Por el contrario, la
hidrdlisis basica permite la identificacion de polifenoles que estan unidos a lipidos
o acidos grasos de la pared celular a través de enlaces éter y éster (Rocchetti et
al., 2022).

6.3.1. Cuantificacion de solventes residuales en los extractos

liofilizados de EPPs y NEPPs

A los extractos obtenidos de las fracciones EPP y NEPP se les cuantificaron el
etanol y acetona residuales previo a su administracion en el modelo animal.
Debido a la falta de una normativa mexicana que regule los solventes residuales
en extractos secos se tom6 como limite el LDso en ratas de cada solvente. Los

valores obtenidos estuvieron por debajo del LDso de cada solvente (Cuadro 16).
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Cuadro 15. Compuestos fendlicos identificados por UPLC-MS en las fracciones EPPs y NEPPs del orujo de uva (ug/g de

peso seco)
Tiempo de Masa Masa Concentracion (1g/g)
Identificacion putativa retencion esperada observada m/z Error de masa Aducto NEPPS NEPPS
(min) (Da) (Da) observada (ppm) EPP h|c,Ir9l|S|s hld,I’O-lISIS
acida basica

Acidos hidroxibenzoicos
Hexosido de acido cafeico 2.29 342.10 342.10 341.09 -0.14 [M-H]- nd nd nd
Ester etilico de acido cafeico 2.70 208.07 208.07 207.07 1.44 [M-H]- 12.37 nd nd
Acido siringico 2.89 198.05 198.05 197.05 2.26 [M-H]- nd nd 4.04
Acido dicafeoilquinico 3.77 516.13 516.13 515.12 -2.03 [M-H]- 139.87 nd nd
Acido caféico* 3.88 180.04 180.04 179.04 3.24 [M-H]- nd nd 6.24
Acido elagico* 4.02 302.01 302.01 301.00 -2.20 [M-H]- 107.08 nd nd
Acido fertlico* 4.18 194.06 194.06 193.05 2.48 [M-H]- nd nd 4.40
Acidos hidroxicindmicos
Acido galico* 0.93 170.02 170.02 169.01 -4.86 [M-H]- 27.54 nd nd
Isémero | del acido

dihidroxibenzoico 1.10 154.03 154.03 153.02 -1.76 [M-H]- 21.06 nd 63.82
Hexosido de acido galico 1.22 332.07 332.07 331.07 -6.22 [M-H]- 51.10 nd 4.06
Acido treihidroxibenzoico 1.23 170.02 170.02 169.01 -3.79 [M-H]- 65.33 nd nd
Hexosido de acido

dihidroxibenzoico 1.33 316.08 316.08 315.07 -5.39 [M-H]- 181.96 nd 19.92
Isémero | del acido

hidroxibenzoico 1.42 138.03 138.03 137.02 3.99 [M-H]- nd nd 1654.88
Isémero Il del acido

dihidroxibenzoico 1.49 154.03 154.03 153.02 2.93 [M-H]- nd nd 54.31
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Hexosido de acido digalico

Isémero Il del acido
dihidroxibenzoico (4')

Acido cumérico/ Acido mélico

Isémero Il del 4cido
dihidroxibenzoico

Acido cumaérico/ &cido
tartarico

Acido digélico

Hexosido de acido cumarico

Isémero IV* del acido
dihidroxibenzoico (3,4")

Acido p-cumérico *

Ester etilico del 4cido galico

Galato de metilo

Antocianinas

Hexosido de delfinidina

Hexdsido de cianidina

Hexosido de petuinidina

Hexdsido de peonidina

Hexdsido de malvidina

Acetil-hexosido de delfinidina

Acetil-hexdsido de cianidina

Acetil-hexdsido de petunidina
Acetil-hexdsido de malvidina

1.93

2.12
2.13

2.25

2.32
2.40

2.82

3.32
3.53
3.60
5.36

2.09
2.46
2.79
3.17
3.25
3.36
4.04
4.20
5.10

484.09

138.03
280.06

154.03

296.05
322.03

326.10

154.03
164.05
198.05
184.04

465.10
449.11
479.12
463.12
493.13
507.11
491.12
521.13
535.15

484.08

138.03
280.06

154.03

296.05
322.03

326.10

154.03
164.05
198.05
184.04

465.10
449.11
479.12
463.12
493.13
507.12
491.12
521.13
535.15

483.08

137.02
279.05

153.02

295.05
321.02

325.09

153.02
163.04
197.05
183.03

465.10
449.11
479.12
463.12
493.13
507.12
491.12
521.13
535.15

-1.30

4.23
0.56

2.93

-0.58
-1.58

-2.83

5.62
2.94
-0.73
1.16

1.70
3.82
-0.19
-0.30
-1.15
6.46
8.45
4.20
0.76

[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-

[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+

8.93

nd
nd

nd

nd
nd

108.12

nd

nd
57.47
9.04

27.99
4.19
125.09
183.40
1218.74
2.19

nd

2.72
42.76

nd

nd
nd

11.39

nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

3491.89
64.56

nd

69.19
8.34

nd

12.95
300.42
12.09
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
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Cumaroil-hexosido de
delfinidina

Cafeoil-hexdsido de peonidina
Cafeoil-hexdsido de malvidina

Cumaroil-hexosido de
cianidina

Cumaroil-hexdésido de
petunidina

Cumaroil-hexdésido de
peonidina

Cumaroil-hexdsido de
malvidina

Flavanoles

Isdmero | del dimero B2 de
procianidina

Hexdsido de (Epi)-catequina

(+)-Catequina*

Isdmero | del trimero C1 de
procianidina

Isdmero Il del dimero B2 de
procianidina

(-)-Epicatequina*

Isdmero | del dimero B1 de
procianidina

Isémero Il del trimero C1 de
procianidina

5.80

6.75

6.80

7.06

7.32

8.80

8.85

2.00
2.19
2.24
2.31
2.59

2.90
2.99

3.13

611.14

625.16

655.17

595.15

625.16

609.16

639.17

578.14
452.13
290.08
866.21
578.14

290.08
730.15

866.21

611.15

625.16

655.17

595.15

625.16

609.16

639.17

578.14
452.13
290.08
866.20
578.14

290.08
730.15

866.21

611.14

625.16

655.17

595.15

625.16

609.16

639.17

577.13
451.12
289.07
865.20
577.13

289.07
729.15

865.20

8.55

3.86

6.22

7.79

5.29

3.11

2.19

-4.20

-6.04
-5.52
-1.51
-3.54

-3.95
0.08

-0.40

[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M]+
[M-HJ-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-

[M-HJ-

[M-HJ-
[M-HJ-

[M-H]-

0.67

nd
2.69

1.28

13.45

27.93

164.06

148.50
10.59
213.31
77.72
321.10

896.18
34.00

94.80

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd

nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd

nd

nd
nd
nd
nd

nd

1.46
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Isémero Il del dimero B1 de
procianidina

Galato de (Epi)-catequina

Dimero B3 de prodelfinidina

Flavonas

Naringina*

Isdmero | del dimero B2 de
procianidina

Eriodictiol

Hexdsido de naringenina

Naringenina

Flavonoles

Hexdsido de (iso)-ramnetina

Hexdsido de miricetina

Glucurdnido de quercetina

Ramndsido de miricetina

Hexdsido de quercetina

Hexdsido de kaempferol

Miricetina

Quercetina*

Kaempferol*

(Iso)-ramnetina

3.34

4.07
4.36

5.42
5.22

5.89
6.24
11.19

2.51
3.53
4.50
4.59
4.64
5.86
6.30
9.84
11.21
11.29

730.15

882.16
442.09

610.13
580.18

288.06
434.12
272.07

478.11
480.09
478.07
464.10
464.10
448.10
318.04
302.04
286.05
316.06

730.15

882.17
442.09

610.13
580.18

288.06
434.12
272.07

478.11
480.09
478.07
464.09
464.10
448.10
318.04
302.04
286.05
316.06

729.15

881.16
441.08

609.13
579.17

287.06
433.11
271.06

477.10
479.08
477.07
463.09
463.09
447.09
317.03
301.03
285.04
315.05

0.17

6.04
-2.26

1.89
-0.73

0.53
-0.67
-1.45

-4.55
-2.49
-1.85
-2.61
-0.94
-1.02
-0.97
-1.84
-2.55
-2.80

[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-

[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-

157.14

11.48
66.93

10.65
3.34

7.44
22.11
13.62

56.61
150.29
340.05
237.20

nd
8.02

62.35
680.02

54.98
190.31

nd

nd
nd

nd
nd

nd
nd
nd

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd

*|dentificacion confirmada con estandares comerciales. EPP: compustos fendlicos extraiextrables. NEPP: compuestos fendlicos no extraibles.
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En este estudio el etanol no se detecté en las muestras liofilizadas de EPPs y
NEPPs; sin embargo, la acetona se identifico para el extracto de EPPs, esto
podria deberse a que los polifenoles extraibles pudieron actuar como
interferentes en la técnica. Sin embargo, los animales fueron monitoreados
durante todo el periodo de administracion para detectar si se presentaban

molestias en el grupo experimentar.

Cuadro 16. Analisis de solventes residuales de las fracciones EPP y NEPP del

orujo de uva de la variedad Syrah

Extractos Acetona Etanol
Limites permitidos (g/kg 5 80 706
de peso corporal)

EPP 2.60 ND
NEPP ND ND

EPP: compustos fendlicos extraiextrables. NEPP: compuestos fendlicos no extraibles. ND: No
detectado.

6.3.1. Analisis microbiolégico

A los extractos obtenidos de las fracciones EPP y NEPP se les realizé un analisis
microbioldgico previo a su administracion en el modelo animal. Debido a la falta
de una normativa mexicana que regule la calidad microbiana de los residuos
agroindustriales se tomé como base la norma NOM-247-SSA1-2008, aplicable a
las harinas integrales destinadas al consumo humano. Los valores obtenidos
estuvieron dentro de los limites permitidos por dicha norma (Cuadro 17). Con

esto se garantiza la inocuidad de dichos extractos.

Cuadro 17. Analisis microbiolégico de las fracciones EPP y NEPP del orujo de

uva de la variedad Syrah

Cuenta . Hongos y
. . Coliformes
Extractos microbiana (UFC/g) levaduras
(UFClg) 9 (UFC/g)
Limites 500,000 100 200
permitidos
EPP 0 0 0
NEPP 100 0 0

EPP: compuestos fendlicos extraiextrables. NEPP: compuestos fendlicos no extraibles.
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6.3.2. Estudio in vivo para la evaluaciéon de los compuestos fendlicos
extraibles y no extraibles sobre resistencia a la insulina

6.3.2.1. Determinacion de concentracion de glucosa, insulina e indice
HOMA en el modelo animal

Los extractos de EPPs y NEPPs fueron evaluados en un modelo animal de

obesidad inducida por dieta hipercaldrica durante 22 semanas. En la semana 14

el grupo de DAGF tuvo mayores niveles de glucosa, la insulina y el indice HOMA

en un 37, 23 y 66 %, respectivamente (Cuadro 18), comparado contra el grupo

de dieta estandar (DE). Con estos resultados se confirmé que los animales

presentaban una resistencia a la insulina.

Cuadro 18. Concentracion de glucosa, insulina e indice HOMA-IR al inicio del
tratamiento de resistencia a la insulina en animales en animales con dieta

DAGF suplementados con EPPs y NEPPs de orujo de uva

DAGF + DAGF +
Parametros DE DAGF
EPPs NEPPs
Semana 14
Glucosa 41091 +45b 150.0+13.0a 141.2+9.2ab 130.9+3.7ab
(mg/dL)
Insulina 27+04b  61%10a 47:05ab 52%1.1ab
(ng/dL)
indice
HOMAJR ~ 29%06b  77:12a  63%08ab  63%14ab

Resultados expresados en media + desviacion estandar, n = 8. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05). HOMA-IR: indice
de resistencia a insulina. EPP: compustos fendlicos extraibles. NEPPs: compuestos fendlicos no
extraibles.

Posteriormente los animales continuaron con la alimentacién de una dieta alta
en grasa y fructosa (DAGF) y los animales de los grupos EPPs y NEPPs se
suplementaron con los respectivos extractos de orujo de uva durante 8 semanas
adicionales; previo a la semana 8 de tratamiento, que se realizd un ultimo
muestreo a la semana 7 con n = 5 para cada grupo determinar diferencias
significativas entre el grupo con dieta DAGF y los grupos suplementados con
extractos. Los grupos se diferenciaron con respecto a la ganancia de peso
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corporal en un 10% al grupo DAGF, por lo que se finalizo el estudio a la semana
8. Al finalizar dicho periodo el grupo DAGF tuvo mayores niveles de glucosa,
insulina e indice HOMA-IR en un 13, 100 y 150 %, respectivamente, comparado
con el grupo sano (Cuadro 19). Mientras que, los grupos tratados presentaron
valores similares de estos parametros con el grupo DAGF, a pesar de consumir
100 mg de CFT/ kg de peso corporal, lo que equivale al consumo de 1 g de CFT
en humanos. Sin embargo, es importante resaltar la disminucion del indice
HOMA-IR en un 10 % en el grupo tratado con NEPPs.

Los resultados de los animales suplementados con EPPs son similares a los
reportados por otros autores. Ratas Wistar macho alimentadas con una dieta alta
en grasa y fructosa (20% de fructosa y 20% de grasa) durante 9 semanas y
suplementadas con un 2 % de orujo de uva durante 7 semanas; sin embargo, los
animales no mostraron cambios en los valores HOMA-IR comparado con los

animales con obesidad (Valdez-Rodriguez, 2023).

Cuadro 19. Concentracion de glucosa, insulina e indice HOMA-IR en ratas
suplementadas con EPPs y NEPPs de orujo de uva a las 22 semanas del

estudio

DAGF +
NEPPs

DE DAGF DAGF + EPPs

Glucosa  1817:+85a 206.0 +15.9a 1959+74a 2189+7.5a
(mg/dL)

Insulina 564083 11.4 + 2.5a 9.1+ 1.4a 11.1+ 1.6a
(ng/dL)
HOIEA- 79+13a  2028+283a 22.0+20a 18.5+ 1.7a

Resultados expresados en media + desviacién estandar, n = 8. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas significativas utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05). HOMA-IR: indice
de resistencia a insulina. EPP: compuestos fendlicos extraibles. NEPP: compuestos fendlicos no
extraibles.

En estudios clinicos, la administraciéon de 660 mg/dia de CFT (Equivalente a 58
mg de CFT/kg de peso corporal en ratas) a mujeres con sobrepeso no mostré
efectos sobre la Rl después de 6 horas del tratamiento (Choleva et al., 2022).
Por otro lado, otro estudio realizado con ratas Wistar hembra alimentadas con
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una “dieta de cafeteria” que incluia tocino, dulces, galletas con paté, queso,
magdalenas, zanahorias y leche azucarada (No reportan en que proporciones
se mezcldé cada alimento) durante 13 semanas y tratadas con extractos de
proantocianidinas de semillas de uva (21.42 y 42.84 mg CFT/dia) durante 4
semanas, demostré una disminucion del 45 y 60 % en HOMA-IR,

respectivamente (Montagut et al., 2010).

La variabilidad en los resultados de estos estudios puede atribuirse a diversos
factores, tales como diferencias en el disefio experimental, la composicidén de los
extractos utilizados, la dosis y duracion del tratamiento, asi como el sexo de los
sujetos de estudio y la composicion de la dieta. Estos aspectos pueden influir en
la respuesta a los compuestos bioactivos presentes en los extractos de orujo de

uva.

Al comparar el perfil de compuestos fendlicos de la fraccidon EPPs con respecto
a un estudio en el que se observé una disminucién del indice HOMA con extracto
de orujo de uva, se observan diferencias en la concentracion de polifenoles
mayoritarios. Pascual-Serrano y colaboradores (2017) administraron una dosis
de 25 mg/kg peso corporal/dia de extracto de proantocianidinas de semillas de
uva, lo que disminuyd la Rl en un 15 %, con respecto a la del grupo con una
“dieta de cafeteria” (35 % grasa y 51 % carbohidratos). Al comparar su perfil de
polifenoles con el nuestro, sus compuestos mayoritarios muestran una
concentracion mil unidades mayores que los nuestros, especificamente para el
acido galico, la catequina, la epicatequina, el galato de epicatequina y
proantocianidinas B1 y B2 (Cuadro 15). Por lo que, nuestro extracto no alcanzé

la concentracion de acido galico y flavanoles a la que se ha visto un efecto.

Hasta la fecha, todos los estudios realizados con extractos de orujo de uva han
evaluado la fraccion de EPPs, dejando inexplorada la participacion de la fraccion
NEPPs. Nuestro estudio, aunque no demostrd una disminucion significativa de
la RI con la dosis y el tiempo empleados, se observa una tendencia de la fraccién
NEPP a reducir el indice HOMA-IR. Esto sugiere que los metabolitos derivados

de la fermentacion en colon de los NEPPs podrian desempenar un papel
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importante en el tratamiento de la RI, es posible que concentraciones mas

elevadas pudieran potenciar este efecto.

6.3.2.2. Peso corporal y parametros de obesidad en el modelo animal

De acuerdo con el peso corporal de los animales al final del tratamiento el grupo
DAGF mostré un mayor peso corporal y tasa de ganancia de peso, hasta en un
22 and 300 % respecto al grupo sano. Mientras que, el tratamiento con EPPs
disminuy6 el peso corporal en un 10 %, asi como la tasa de ganancia de peso
en un 70 %. Para el grupo NEPP los parametros de obesidad permanecieron
similares a las del grupo DAGF. Para la circunferencia abdominal y toracica e
indice de Lee no se observaron diferencias estadisticas significativas entre los

grupos (Cuadro 20).

El uso de orujo de uva ha demostrado tener efectos sobre la disminucién del
peso corporal. Estudios en los que se administraron extractos de semillas y piel
de uva (400 mg de CFT/kg dia, 14 semanas) de manera preventiva a ratones
macho C57BL/6J alimentados con una dieta DAGF (45% de energia proveniente
de grasas), los animales mostraron una disminucion de peso corporal del 24.5%,
atenuando la acumulacion de lipidos en tejido adiposo (Yang et al., 2023). Estos
extractos presentaron altas concentraciones de flavan-3-oles (138.71 ug/mg),

especificamente epicatequina (49.31 ug/mgq) y catequina (46.80 ug/mg).

En otro estudio con ratas Wistar macho a las que se les administraron extractos
ricos en proantocianidinas de semillas de uva (423 y 846 mg/kg de CFT) durante
8 dias se obtuvo una reduccion de peso corporal del 10 % y 9 %,
respectivamente. Esto se atribuyd a que los extractos disminuyeron la absorcion
de los carbohidratos (0.25 y 0.32 %, respectivamente) y proteinas (% de
proteinas absorbidas/ proteinas ingeridas: 0.5:10.42 y 1:11.67, respectivamente)
(Serrano et al., 2017).

Se ha sugerido que las proantocianidinas y varios flavonoides aumentan la beta
oxidacion de lipidos en comparacion con la oxidacidon de carbohidratos
principalmente en musculo. Casanova et al. (2014) utilizaron ratas adultas (40

semanas) a las que se les administré dos concentraciones de extracto de
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proantocianidinas de orujo de uva durante 8 dias (0.5 y 1 g), obteniendo que la
concentracion de 0.5 tuvo mayores efectos benéficos al aumentar el gasto
energético debido a la oxidacion lipidica del tejido adiposo subcutaneo. En otro
estudio hamsters alimentados con una dieta estandar alta en grasas (DAG)
durante 30 dias y suplementados con un extracto de proantocianidinas de
semillas de uva (25 mg/ kg de peso corporal) durante 15 dias obtuvieron un
aumento en la expresion de genes relacionados con la B-oxidacién y el ciclo de
glicerolipidos/acidos grasos libres (GL/FFA) (Crescenti et al., 2015). Pascual-
Serrano y colaboradores, 2017 administraron 25 mg/kg peso corporal/dia de
extracto de proantocianidinas de semillas de uva en un ratas alimentadas con
“dieta de cafeteria” durante 8 dias, obteniendo un aumento en el gasto energético
con la dosis de 0.5 g debido a un aumento en la oxidacién lipidica en el tejido

adiposo subcutaneo.

Los datos obtenidos indican que los compuestos fendlicos extraibles (EPPs)
podrian estar favoreciendo una mayor pérdida de peso debido a una mejor
absorcién. Por otro lado, los compuestos fendlicos no extraibles (NEPPs),
aunque presentes en mayor proporcion de proantocianidinas que losvEPPs
(99.56 + 14.79 y 31.83 + 5.03 m/g, respectivamente), podrian tener una
biodisponibilidad limitada debido a su uniéon a la fibra y a la fermentacion

microbiana, lo que podria explicar una menor influencia en la oxidacion lipidica

Estos estudios nos indican que la disminucion de peso corporal en el grupo EPPs
podria atribuirse a una mayor absorcion de estos compuestos libres, ademas de
un posible efecto en la oxidacion lipidica que los administrados con compuestos
fendlicos ligados (NEPPs) a pesar de su alta proporcién de proantocianidinas
con respecto al grupo EPPs (99.56 + 14.79 y 31.83 £ 5.03 m/g, respectivamente;
(Cuadro 14), ya que los NEPPs llegan a colon unidos principalmente a fibra y al
metabolizarse por accién microbiana su contenido de compuestos fendlicos

biodisponibles pudo ser inferior al grupo EPPs.

Hasta el momento son pocos los estudios que han observado una relacion entre
la disminucion de la Rl y el peso corporal al utilizar extractos de orujo de uva. Da
Costa y colaboradores (2017) realizaron un estudio de tratamiento crénico de un
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extracto de piel de uva en un modelo de obesidad inducido por una dieta alta en
grasa (60 % de energia proveniente de lipidos, 26 % de carbohidratos y 14 % de
proteinas) al adicionar 200 mg de extracto/kg de peso corporal durante 12
semanas, reportaron una disminucion del 56% en el indice HOMA-IR y del 23%
en el peso corporal, ya que los polifenoles regularon el perfil lipidico y la
secrecion de adiponectinas. En contraste, Rodriguez-Lanzi et al. (2020), al
administrar 300 mg de extracto (equivalentes a 23 mg de CFT/kg de peso
corporal) durante 6 semanas, reportaron una disminucién del 70 % en el indice

HOMA-IR, pero un incremento del 3 % en el peso corporal.

En cuanto al perfil fendlico de los extractos adminitrados en estos estudios da-
Costa et al. (2017) reportan en su extracto de antocianinas la presencia de
peonidina-3-0O-glucdsido, petunidina-3-O-glucdsido, malvidina-3-O-glucésido y
malvidina-3-(6-O-trans-pcumaril)-5-O-diglucésido, sin reportar concentraciones
de las mismas. Mientras que en nuestro estudio el hexdsido de malvidina fue la
antocianina mayoritaria con una concentracion de 1218.74 pg/g de muestra
(Cuadro 15). Rodriguez-Lanzi et al. (2020) reportan la caracterizacion de su
extracto de EPPs de orujo de uva en un estudio anterior (Rodriguez-Lanzi et al.,
2016) dicho extracto fue rico en acidos galico, caféico y siringico; mientras que,
en el extracto de EPPs de este estudio el acido galico fue 90 % menor y los
acidos caféico y siringico no fueron detectados. En cuanto los flavanoles
mayoritarios identificados en este estudio la catequina y la quercetina tuvieron
una menor concentracién que la reportada por dichos autores en un 95 % y 72

%, respectivamente.

Estos resultados subrayan la complejidad de la relacidn entre los extractos
fendlicos del orujo de uva y sus efectos en la reduccion del peso corporal y la RI.
La eficacia varia significativamente debido a multiples factores, incluyendo la
dosis administrada, la composicion especifica de polifenoles, la duracion del
estudio y la composicion de la dieta. Consecuentemente, se hace evidente la
necesidad de realizar investigaciones mas exhaustivas para identificar la
combinacién 6ptima de estos factores en el tratamiento de la obesidad y la

resistencia a la insulina.
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Cuadro 20. Peso corporal y parametros antropométricos de obesidad al terminar el tratamiento de ratas obesas alimentados

con una dieta suplementada con EPPs y NEPPs

Medidas DE DAGF DAGF + EPPs DAGF + NEPPs
Semana 14
Peso corporal al inicio del 441.2+ 18.5b 514.0 + 14.5a 508.2 + 11.6 b 510.8 +5.7 a
tratamiento (Q)
Semana 22
Peso corporal final (9) 469.2+216¢C 575.3+15.6 a 519.5+10.0b 5716 +9.3 a
Tasa de ganancia de peso 0.1b 04a 0.1b 0.4 ab
Circunferencia abdominal (cm) 18.7+1.6 19.9+1.1 205+1.2 19.9+1.2
Circunferencia toracica (cm) 17.0+1.3 181+14 18.2+1.7 17.7+£1.3
indice de Lee 0.3+01 0.3+£0.0 0.3+£0.0 0.3+£0.0

Resultados expresados en media + desviacion estandar, n = 8. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas utilizando la prueba de

Tukey (p < 0.05). EPP: compustos fendlicos extraiextrables. NEPP: compuestos fendlicos no extraibles.
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VII.

CONCLUSIONES

El etanol acidificado con acido citrico es una alternativa al metanol
acidificado con HCI para extraer los EPP del orujo de uva, mostrando un
menor oscurecimiento y una mayor retencidn de antocianinas y
proantocianidinas a altas temperaturas.

La suplementacién con la fraccién EPPs (rica en hexdsido de malvidina,
(-)-epicatequina, quercetina e isémero Il B2 de dimero de procianidina)
disminuyé el peso corporal. Por el contrario, la fraccion NEPPs,
caracterizada por un perfil rico en acidos hidroxibenzoicos y
proantocianidinas de alto peso molecular, no mostré efectos similares.
Estos resultados sugieren una mayor biodisponibilidad y/o bioactividad de
los compuestos presentes en la fraccion EPPs.

La evaluaciéon individual de los NEPPs requiere el desarrollo de
metodologias de separacion especificas que minimicen la hidrélisis de

estos compuestos con el fin de diferenciar su efecto de los EPPs.

Perspectivas futuras:

Optimizar el proceso de extraccién de las fracciones de polifenoles podria
ayudar a disminuir el contenido de solventes e incrementar la
concentracion de las fracciones.

Evaluar diferentes concentraciones de las fracciones de polifenoles de
orujo de uva sobre el control del peso corporal y comorbilidades e
identificar los posibles mecanismos de accion relacionados con estos
beneficios.

Comparar con el orujo completo los efectos producidos con cada una de
las fracciones de los polifenoles, para determinar efectos sinérgicos,
antagonicos y complementarios, asi como la participacion de otros

componentes del orujo de uva en la regulacion de dichos beneficios.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Resolucion comité de bioética.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

C.U., Querétaro, abril 19, 2023
No. de oficio. CBQ23/032
Paloma Castilla Ramirez
Estudiante responsable
Facultad de Quimica

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Investigadora responsable
Facultad de Quimica

Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez
Colaboradora

El protocolo de investigacion titulado “Compuestos fendlicos extraibles y no
extraibles y su asociacion con la mejora en la resistencia a la insulina en un
modelo de obesidad” sometido a evaluacion por parte del Comité de Bioética de
la Facultad de Quimica involucra el uso de animales de experimentacion. Las
caracteristicas del disefio del protocolo de investigacion son resumidas a
continuacion:

Tipo de estudio In vivo
Modelo experimental Ratas macho Wistar de 160-180 g
Tamano de muestra 48 ratas

Jaulas de acero inoxidable de 258 cm2 en
bioterio a 55%HR, 25 °C y ciclo luz-oscuridad
de 12-12 h en el Posgrado de Alimentos de la

Facultad de Quimica de la UAQ.
Alimentacion Dieta estandar (Rodent Lab Chow 5001)
Induccion de enfermedad Dieta estandar con 20% grasa y 20% fructosa
Grupo i: dieta estandar; grupo ii: dieta alta en
grasa y fructosa (DAGF); grupo iii: DAGF +
100 mg de extracto de polifenoles extraibles
de orujo de uva; grupo iv: DAGF + 100 mg de
Administracién de tratamiento | extracto de polifenoles no extraibles de orujo
de uva; grupo v: DAGF + 300 mg de extracto
de polifenoles extraibles de orujo de uva;
grupo vi: DAGF + 300 mg de extracto de
polifenoles no extraibles de orujo de uva

Alojamiento

P
K-&h__/“b UAQ Centro Universilario, Cerro de las Campanas s/n. Sanliago de Querétaro, Qiro. México C.P. 76010
EDUCAR CRECER CONSOLDAR Tel. 442 192 1267 correo: facquim@uag.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO . O
FACULTAD DE QUiMICA

Monitoreo de animales Consumo de alimento y ganancia de peso
Método de eutanasia Decapitacién con guillotina
Recoleccion de muestras
< e Sangre
biologicas

Se contratara un servicio para la recoleccion
de los RPBI generados durante el estudio
Resistencia a la insulina y metabolémica en
orina
Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacién, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Compuestos fendlicos extraibles y no
extraibles y su asociacion con la mejora en la resistencia a la insulina en un
modelo de obesidad”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una
resolucion de pendiente de aprobacion debido a que el protocolo no describe toda
la informacién necesaria para ser dictaminado:
= Especificar si las dietas y los tratamientos seran preparados siguiendo las
buenas practicas de manufactura y los estudios microbiolégicos.
» |ndicar como se verificara la ausencia de los disolventes en los tratamientos.
= Especificar qué monitoreos se realizaran como indicadores de posibles
efectos adversos de los tratamientos y qué se realizara en caso de
presentarse alguno.
= En la descripcién del protocolo con animales, no se describe que se realizara
la recoleccion de orina ni cdmo se llevara a cabo.

Manejo de RPBI

Variables de medicién

Cabe mencionar que la Dra. Iza Fernanda Pérez Ramirez, miembro del Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica, no participdé en la evaluacién del protocolo de
investigacion por presentar conflicto de interés. Sin mas por el momento, quedamos
a sus grdenes.

Iza’Fernanda Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Auténoma de Querétaro
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