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RESUMEN

En este trabajo se planted el desarrollo de suplementos alimenticios a base de
subproductos de célices de Jamaica, uva, mango, durazno, tuna y granada, y su
evaluacion en la prevencion de factores de riesgo cardiovascular. Primero se llevo
a cabo la caracterizacion fisicoquimica, funcional y fitoquimica; y se seleccionaron
los subproductos de Jamaica, mango, uva y granada. Debido a que no hay reportes
de efecto del consumo del subproducto de Jamaica, se realizd un estudio in vivo
con animales alimentados una dieta alta en grasa y fructosa (AGF), y suplementada
(8%) con calices de Jamaicay su subproducto. El subproducto de Jamaica, respecto
al grupo control (AGF) redujo la ganancia de peso corporal (9%), triglicéridos en
suero (18%), acumulacién de triglicéridos en higado (29%), y resistencia a la
insulina (48%). Posteriormente se desarrollaron 3 formulaciones a partir de los
subproductos antes indicados, ricas en diferentes clases de compuestos bioactivos:
formulacion 1 (F1, antioxidantes macromoleculares, 10.6%), formulacion 2 (F2, FDT
67.4%), y formulacion 3 (F3, polifenoles extraibles 6.2%). Sobre estas tres
formulaciones se llevo a cabo un estudio de vida de anaquel con una duracion de
150 dias con tres temperaturas (25, 35y 45 °C); como indicador critico se seleccion6
el contenido de polifenoles extraibles (limite de aceptabilidad< 2%). Al final del
almacenamiento los antioxidantes macromoleculares resultaron ser relativamente
estables, caso contrario a los polifenoles extraibles y las antocianinas que
disminuyeron con el tiempo de almacenamiento y en mayor proporcion a 45 °C.
Finalmente, las tres formulaciones se evaluaron en ratas alimentadas con una dieta
alta en grasa, fructosa y colesterol (dieta AGFC). La F1 mostr6 los mayores efectos
en los niveles séricos de triglicéridos (|47%), colesterol total (|43%), glucosa ({28%)
y los indices HOMA (140%) y TyG (1 12%). La F2 mostré mayor efecto en los valores
de colesterol HDL (152%) y triglicéridos en higado (|19%); y la F3 efectos benéficos
en el peso corporal (|6%), colesterol LDL (|26%), colesterol en higado (|26%),
insulina (128%) e indice HOMA (140%). Por lo tanto, la suplementacion presento
efectos diferenciales sobre los factores de riesgo evaluados, asi que los tres
productos desarrollados podrian ser empleados para la prevencion de algunos de
estos.

(Palabras clave: subproductos, fibra dietaria, polifenoles extraibles, polifenoles no
extraibles, factores de riesgo)



ABSTRACT

Juice byproducts are a good source of bioactive compounds, so it is necessary to
stablish alternatives to use. In this work the development of food supplements based
on by-products of roselle, grape, mango, peach, prickly pear and pomegranate was
proposed, and the evaluation of their consumption in the prevention of
cardiovascular risk factors (in vivo model). The physicochemical, functional and
phytochemical characterization was carried out, the byproducts of mango, grape,
pomegranate and roselle were selected. Until now there are no reports of roselle
byproduct consumption, so it was evaluated. The consumption of roselle byproduct
reduced body weight gain (9%), serum triglycerides (18%), triglyceride accumulation
in the liver (29%) and insulin resistance (48%) respect to HFF diet group. Then, with
the by-products of grape, mango, pomegranate and roselle three formulations were
developed rich in different class of bioactive compounds; formulation 1 (F1) had a
higher content of non-extractable polyphenols (10.6%), formulation 2 (F2) had a
higher content of dietary fiber (67.4%) and formulation 3 (F3) of extractable
polyphenols (6.2%). A shelf life study was realized for these formulations, they were
packed in aluminum foil-laminated pouches and stored ant 25, 35 and 45 °C for 150
days. As a critical indicator, the content of extractable polyphenols was selected
(acceptability limit <2%). At the end of storage, the non-extractable polyphenols were
relatively stable, and the water solubility index increased. In contrast to the
extractable polyphenols and anthocyanins that decreased with storage time and in
a greater proportion at 45°C. Finally, the three formulations were evaluated in rats
fed with a high fat, fructose and cholesterol (HFFC) diet. Formulation 1 showed the
highest effects on serum levels of triglycerides (|47%), total cholesterol (|43%),
glucose (128%) and the HOMA (140%) and TyG (}12%) indices. Formulation 2
showed a greater effect on HDL cholesterol (1 52%) and triglycerides in the liver
(119%). Formulation 3 stood out because it had beneficial effects on body weight
({6%), LDL cholesterol (126%), liver cholesterol ({26%), insulin (}28%) and HOMA
index (]40%). Therefore, the supplementation had differential effects on the risk
factors evaluated, so the three products developed could be used for the specific
prevention of some of these.

(Key words: by-products, dietary fiber, extractable polyphenols, non-extractable
polyphenols, cardiovascular, risk factors)
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de muerte
en Meéxico. Estd conformada por una serie de patologias como aterosclerosis,
hipertension, arritmias, taquicardia ventricular, entre otras. Entre los principales
factores de riesgo cardiovascular se encuentran las dislipidemias, la obesidad y

sobrepeso, la diabetes mellitus tipo 2 y el consumo de tabaco.

Segun datos del estudio FRIMEX (Factores de Riesgo en México), la obesidad o el
sobrepeso (71.9%) seguido de la hipertension (26.5%) constituyen los factores de
mayor prevalencia (Meaney et al., 2007). De la misma manera, el estudio Lindavista
(Meaney et al., 2013), realizado en mexicanos de clase media, reporté que esta
poblacién tiene un alto riesgo cardiovascular debido al conjunto de diversos factores
de riesgo, siendo los de mayor prevalencia las dislipidemias (66%), sobrepeso (50%),

hipertensién (32%), obesidad (24%), resistencia a la insulina (14%) y diabetes (6%).

La inactividad fisica, los malos habitos alimenticios, el estilo de vida
sedentario, y el consumo de tabaco o cigarrillo contribuyen en gran medida en la
aparicion de éstos factores. La dieta es un elemento clave para la prevencion o
control de dichos factores; por ello se recomienda una alimentacion balanceada
donde se incluya frutas y verduras como fuente de compuestos bioactivos, tales

como, fibra dietaria y compuestos antioxidantes.

Una fuente reconocida de dichos compuestos lo constituyen algunos
subproductos agroindustriales, que se caracterizan por ser materiales ricos en fibra
dietaria y compuestos antioxidantes. Ambos son benéficos para el control de los
factores de riesgo cardiovascular, por lo que éstos materiales pueden ser usados en

el desarrollo de alimentos nutracéuticos.

Estos materiales de desecho son generados en grandes cantidades por la

industria de elaboracién de bebidas, representando del 20 al 60% de las materias
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primas y constituyendo un problema de gestion para las empresas y un problema
ambiental. En este trabajo se plantea elaborar un suplemento alimenticio, utilizando
los subproductos de tuna, de la industria vitivinicola (orujo), la industria de jugos y
néctares (mango, durazno y granada) y los calices de Jamaica resultantes del

proceso de decoccion del agua de Jamaica.

Para ello se evaluaron algunas caracteristicas fisicoquimicas, funcionales y
contenido de compuestos bioactivos de cada material con la finalidad de seleccionar
aquellos con mejores propiedades para el disefio del suplemento alimenticio. A
continuacion, se elaboraron tres suplementos con diferente perfil de compuestos
bioactivos y se determind su vida de anaquel. Por ultimo, se evaluo el efecto del
consumo de estos suplementos en la prevencion de los factores de riesgo

cardiovascular en un modelo animal.
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[I. ANTECEDENTES

2.1 Factores de riesgo cardiovascular

Segun la OMS los factores de riesgo se definen como cualquier caracteristica
0 exposicion de un individuo que aumenta su probabilidad de presentar una
enfermedad o lesién. Los factores de riesgo pueden ser modificables, o no
modificables, es decir propios de la persona como la edad, el sexo, variaciones

genéticas y predisposiciones (Katnelson et al. 2012).
2.1.1 Factores de riesgo cardiovascular modificables

Los factores de riesgo modificables son aquellos que pueden ser corregidos o
eliminados al realizar cambios en el estilo de vida como la obesidad, sedentarismo,
consumo de alcohol, tabaco, hipertension arterial, diabetes y dislipidemias (OMS,
2013).

2.1.1.1. Sobrepeso y obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial, caracterizada
por una acumulacion de triacilglicéridos, que son el resultado de un consumo
excesivo de energia en comparacion al gasto energético (Nammi et al. 2004). La
obesidad esta fuertemente relacionada con los principales factores de riesgo
cardiovascular como la presion arterial elevada, intolerancia a la glucosa, diabetes
tipo 2 y dislipidemia (WHO; World Heart Federation; World, 2011). En México, el
72.5% de los adultos presentan sobrepeso u obesidad, de acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2016.

En el sobrepeso y obesidad se presenta un aumento del tejido adiposo, que
es una mezcla heterogénea de adipocitos, pre adipocitos, células endoteliales e
inmunes; este tejido puede responder con rapidez y de forma dinamica a alteraciones
en el exceso de nutrientes a traves de la hipertrofia (aumento del tamafio) o

hiperplasia (aumento del nimero) de los adipocitos (Halberg et al. 2008).
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2.1.1.2 Diabetes y resistencia a la insulina

La diabetes es una alteracion metabdlica crénica que se produce cuando el
pancreas no genera insulina suficiente (Tipo 1) o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce (Tipo 2) (Al et al., 2004). A nivel mundial México
ocupa el octavo lugar en la prevalencia de diabetes, y a nivel nacional esta
enfermedad se encuentra entre las primeras causas de muerte, teniendo una
prevalencia de 9.4% (ENSANUT, 2016). Cuando la diabetes no se controla la
hiperglucemia desencadena las alteraciones mas precoces de la diabetes mellitus,
como el dafo de varios d6rganos y sistemas, especialmente los nervios y

complicaciones microvasculares y macrovasculares (OMS, 2006).

La insulina tiene un papel central en el metabolismo de lipidos y carbohidratos
en el sistema periférico. La resistencia a la insulina es una condicion fisiopatologica
en la que una concentracion normal de insulina no produce adecuadamente una
respuesta normal en los tejidos periféricos sensibles a ésta, tales como el adiposo,
muscular, e higado. Bajo esta condicion, las células beta pancreéticas secretan méas
insulina, presentandose un estado de hiperinsulinemia, de esta forma se puede
mantener la normoglucemia aunque con el tiempo esto deja de ser posible, pues las

células beta comienzan a ser disfuncionales (Kaur 2014).

Por tanto, la obesidad es el principal factor que contribuye a la hiperglucemia,
e hiperinsulinemia, que conducen a la ineficiencia de accion de la insulina generando
la condicion de resistencia sistémica. Por otro lado, en la obesidad, los acidos grasos
libres circulan y se depositan en los miocitos del musculo esquelético y ocurre una
acumulacion de lipidos intramuscular, esto causa una regulacion negativa de la
expresion de la insulina, asi como la reduccién total del receptor de insulina
(DeFronzo y Tripathy 2009).

2.1.1.3 Dislipidemia

La dislipidemia es una seria de alteraciones producidas por concentraciones

sanguineas anormales de colesterol, triglicéridos y/o colesterol HDL. Su prevalencia
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es aln mayor en sujetos con diabetes, hipertension arterial o sobrepeso (Aguilar
Salinas et al. 2004).

La dislipidemia tipica de la obesidad consiste en un aumento de los
triglicéridos (TG) y acidos grasos libres, disminucién y disfuncién de HDL y un ligero
incremento de LDL con el aumento de LDL pequefias y densas (Franssen et al.
2011). Asimismo, defectos en la accién de la insulina y la hiperglucemia podria dar
lugar a alteraciones en la produccién y el aclaramiento de las lipoproteinas del
plasma originando las anomalias metabdlicas que comunmente acompafian la
diabetes. La dislipidemia diabética consiste en bajos niveles en plasma de HDL,
aumento de los triglicéridos y de la lipidemia postprandial, caracterizandose esta

altima por un aumento en las lipoproteinas ricas en triglicéridos (Goldberg 2001).

2.1.2 Alternativas de prevencion y tratamiento de los factores de riesgo

cardiovascular

Entre las alternativas de tratamiento y prevencion se encuentran evitar el
consumo de alcohol, tabaco, grasas saturadas, grasas trans, colesterol y sal; y se
recomienda aumentar la ingesta de pescado, frutas y verduras (WHO; World Heart
Federation; World, 2011). Estas Ultimas se caracterizan por contener fibra dietaria y
compuestos bioactivos como polifenoles, carotenoides, betalainas, fitoesteroles o
saponinas, entre otros. En los apartados siguientes se hablara del efecto de la fibra
dietaria y los compuestos fendlicos sobre los factores de riesgo cardiovascular de

interés para este trabajo.

2.2 Fibra dietaria antioxidante

Segun la AACC (American Association of Cereal Chemist, 2001) la fibra
dietaria (FD) es la parte comestible de las plantas o carbohidratos andlogos que son
resistentes a la digestion y absorcién en el intestino delgado, con fermentacion
completa o parcial en el intestino grueso. La fibra dietética incluye polisacaridos,
oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta. Saura-Calixto (2011),

considera que esta definicion se podria ampliar, incluyendo a otros constituyentes no
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digeribles (tanto de tipo carbohidratos como no carbohidratos) como almidén
resistente, oligosacaridos, compuestos polifendlicos, proteinas indigeribles de la

pared celular, y materiales derivados de animales como los amino polisacaridos.

Asociada a la matriz de la FD se encuentran cerca del 50% del total de los
antioxidantes dietarios. Estos, por la accion de la microbiota bacteriana colénica son
liberados de la matriz de fibra, produciendo metabolitos y un entorno antioxidante.
Por tanto, una de las funciones de la FD es el transporte de antioxidantes como
polifenoles y carotenoides a través del tracto gastrointestinal (Saura-Calixto 2011).
Esta union de FD y antioxidantes se conoce como fibra dietaria antioxidante, siendo
un producto natural que combina los efectos benéficos de la FD y de los antioxidantes
naturales (Saura-Calixto 1998).

De acuerdo a sus propiedades quimicas y efectos fisioldgicos, la fibra se
puede clasificar en fibra dietética soluble (FDS) y fibra dietética insoluble (FDI). La
FDS esta formada en su mayoria por polisacaridos no-celulésicos, tales como,
pectina, gomas y mucilagos, la FDS atrapa el agua formando soluciones con alta
viscosidad y son las encargadas de retardar el vaciamiento gastrico, aumentar el
volumen de las heces y disminuir su consistencia (Cérdoba, 2005; Serra et al., 2006);
también reducen la absorcion de nutrientes como glucosa, lipidos y colesterol en el
intestino delgado, ya que se une a éstos disminuyendo su liberacién al formar un gel
gue atenuda la glucosa postprandial y el incremento de los lipidos. Esta formacién del
gel también disminuye el vaciamiento gastrico, manteniendo los niveles de saciedad
contribuyendo hacia una menor ganancia de peso (Klont 2000; Threapleton et al.

2013), ademas retarda la accion de enzimas digestivas (Ou et al. 2001).

La fibra dietaria insoluble (FDI), estd compuesta por celulosa, hemicelulosa y
lignina. Se caracteriza por ser capaz de retener el agua en su matriz estructural
formando mezclas de baja viscosidad en el colon distal, lo que produce un aumento
de la masa fecal que acelera el transito intestinal (Escudero Alvarez y Gonzélez
Sanchez 2006). Los componentes de este tipo de fibra son poco fermentables en el

colon ascendente y en general, resisten la accién de los microorganismos del
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intestino (Serra et al., 2006). Tanto la FDI como la FDS, han demostrado tener un
comportamiento sinérgico debido a sus diferentes efectos fisiol6gicos (Escudero

Alvarez y Gonzélez Sanchez, 2006).

2.2.1 Fibra dietaria y factores de riesgo cardiovascular

Estudios sistematicos y metaandlisis han reportado que la ingesta de fibra
dietaria esta asociada de manera inversa con el riesgo de enfermedad cardiovascular
y enfermedad coronaria; asimismo, la evidencia sugiere que la fibra insoluble y la
proveniente de cereales y vegetales esta inversamente con el riesgo de enfermedad
coronaria y enfermedad cardiovascular, mientras que la fibra de frutas presenta una

relacion inversa tan solo con esta ultima (Threapleton et al. 2013).

En lo que respecta a la diabetes tipo ll, un metaanalisis realizado con
publicaciones desde 1966 hasta 2014 encontré una reduccion significativa en el
riesgo de la incidencia de esta patologia debido al consumo de fibra dietaria de frutas
y vegetales (Wang et al. 2016). La reduccion de la diabetes tipo Il y el consumo de
fibra dietaria también se ha evaluado en poblacion europea, destacando entre los
mecanismos responsables la reduccion en la adiposidad, mejora en el control
glicémico disminuyendo la glicemia postprandial y la insulinemia, e incrementando la
sensibilidad a la insulina; ademas de la regulacion de hormonas intestinales
(Consortium 2015). En los metaanalisis a diferencia de los estudios de intervencion
se encuentra que el control glicémico esta asociado en mayor manera con la FDI y
la proveniente de cereales que con la FDS, se cree que los mecanismos
responsables de este efecto es la prevencion de la absorcion de proteinas y la
modulacién de vias de sefializacibn de aminoéacidos; asimismo se ha reportado
recientemente que consumo de fibra mayores a 25 g/dia para mujeres y 38 g/dia
para hombres reduce en 20 al 30% el riesgo de diabetes tipo Il (Weickert y Pfeiffer
2018).

En general, el consumo de fibra dietaria puede mejorar las enfermedades

cardiovasculares a través de varios mecanismos como la reduccion de lipidos, la
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regulacion del peso corporal, la mejora del metabolismo de la glucosa, el control de

la presion arterial y la reduccion de la inflamacion crénica (Figura 1).

1 la excrecion de
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Figura 1. Mecanismos propuestos sobre el efecto del consumo de fibra y el riesgo
de enfermedad cardiovascular (Adaptado de Satija y Hu, 2012).

Los efectos hipolipidémicos de la fibra se deben al incremento en la viscosidad y
a la capacidad de union a acidos biliares y lipidos, lo que disminuye su absorcion. La
FDI es capaz de adsorber acidos biliares en el quimo, ocasionando su excrecion a
traves de las heces; asi estos acidos biliares no entran a la circulacion enterohepatica
y ya no pueden ser empleados para la sintesis de novo de colesterol y el organismo
debe emplear el colesterol enddgeno, disminuyendo asi sus niveles en plasma (Zunft
et al. 2003).

De la misma manera en la figura 1 se presentan los mecanismos de la FD para
la regulacioén del peso corporal como lo son la disminucion de la absorcién de lipidos,
carbohidratos, proteinas, el incremento en los niveles de saciedad y la regulacion de

hormonas relacionadas con el apetito.
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2.3 Compuestos antioxidantes

Las frutas y los vegetales son una fuente importante de compuestos
antioxidantes como compuestos fendlicos, carotenoides, betalainas, algunas
vitaminas. Varios estudios sugieren que los efectos benéficos a la salud se deben a

las interacciones aditivas y sinérgicas entre estos compuestos (Liu, 2013).

Los compuestos fendlicos son productos del metabolismo secundario de las
plantas, que presentan uno o mas anillos aromaticos con uno o mas grupos hidroxilo
en las estructuras. Se clasifican como éacidos fendlicos, flavonoides, estilbenos,
cumarinas, y taninos (Liu, 2004). Dentro del grupo de los flavonoides se encuentran
los flavanoles, las flavanonas, las flavonas, los flavonoles, los isoflavonoides y las
antocianinas, éstas ultimas son glicésidos de derivados polihidroxi y polimetoxi de 2-
fenilbenzopirilio o sales de flavilio; ademas de impartir color a las plantas (Kong et al.
2003). Los compuestos polifendlicos pueden ser extraibles, pudiendo extraerse de la
matriz del alimento con solventes acuosos y organicos y los polifenoles no extraibles
también conocidos como antioxidantes macromoleculares que permanecen en el
residuo de la extraccion. Estos ultimos se pueden clasificar en dos fracciones: los
polifenoles hidrolizables, estructuras de bajo peso molecular y las proantocianidinas

no extraibles, de alto peso molecular (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto 2015a).

Los carotenoides por su parte son un grupo ampliamente distribuido de
pigmentos liposolubles que dan color amarillo, naranja y rojo a plantas, animales y
microorganismos (Britton 1995). Finalmente, las betalainas son metabolitos
secundarios nitrogenados de las plantas del orden de las Caryophyllales. Se trata de
productos de la condensacion del &cido betaldmico con varios aminoacidos para
formar betaxantinas, o con derivados glicosil para formar betacianinas, representado
estas dos categorias amarillos y rojo-pUrpura respectivamente. Las rutas de sintesis
de las betalainas y las antocianinas son mutuamente excluyentes, por lo tanto los
alimentos que contienen betacianinas no contienen antocianinas (Delgado-Vargas et
al. 2000).
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2.3.1 Compuestos antioxidantes y factores de riesgo cardiovascular

Un metaandlisis de ensayos controlados aleatorios ha reportado que el
consumo de flavonoides presenta efectos diferenciales confirmados entre las
subclases de flavonoides y los alimentos usados como fuente de estos, centrandose
principalmente en los flavonoides de cacao, soya y te. Estos estudios soportan el
efecto protector de los alimentos ricos en flavonoides sobre las enfermedades
cardiovasculares en los que han podido obtener resultados contundente en lo que
respecta a la disminucion de la presion arterial y los niveles del colesterol LDL
(Hooper et al. 2008). ElI consumo de polifenoles por humanos, generalmente a altas
concentraciones puede tener un efecto benéfico sobre medidas antropométricas,
metabolismo de lipidos y glucosa en suero, este efecto al parecer es mayor para
productos ricos en polifenoles que para compuestos aislados, esto podria deberse a
gue a una mejor estabilizacion quimica dentro de la matriz y a efectos aditivos o
sinérgicos, a pesar de esto no se puede establecer hasta el momento la dosis ideal,
la matriz del alimento y la forma de suplementacion para obtener los mejores
resultados (Amiot et al. 2016).

Se hareportado en estudios de intervencion que frutas como la granada, uvas
y bayas que tienen una alta concentracibn de flavonoles, antocianinas y
proantocianidinas son muy efectivas en la reduccion de factores de riesgo
cardiovascular especialmente con efectos antihipertensivos e inhibicion de la
inhibicion plaquetaria; y que frutas ricas en flavanonas como las naranjas y las
toronjas presentan efectos hipercolesterolémicos, donde las antocianinas vy

procianidinas presentan poco efecto (Chong et al. 2010).

Para polifenoles se ha reportado que la ingesta total de flavonoides
(quercetina, miricetina, luteolina, kaempferol) se correlaciona inversamente con las
concentraciones en plasma de colesterol total y LDL (Arai et al. 2000). Asi mismo, se
ha demostrado que las antocianinas tienen propiedades anti-inflamatorias y anti-
oxidantes produciendo, efectos benéficos sobre la presion arterial y las lipoproteinas
de alta densidad (HDL) en hombres pre-hipertensos (Hassellund et al. 2013). El
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consumo, en sujetos sanos, durante un mes, de antocianinas presentes en fresas;
redujo los valores de triglicéridos y colesterol total, incrementé HDL, la capacidad
antioxidante en suero y los niveles de vitamina C; ademas mejor6 las defensas
antihemoliticas y la funcion plaquetaria (Alvarez-Suarez et al. 2014). Uno de los
mecanismos mas importantes de los compuestos antioxidantes para prevenir los
factores de riesgo cardiovascular esta en su accién antioxidante y anti-inflamatoria
(Sanchez-Moreno et al., 2000).

Entre los mecanismos responsables de estos efectos se encuentra que los
compuestos fendlicos disminuyen la digestiéon y absorciéon de nutrientes, ya que se
ha reportado que éstos compuestos pueden inhibir la actividad de enzimas digestivas
que producen glucosa como la a-amilasa, y las a-glucosidasas, tales como sacarasa
y maltasa. También inhiben a los transportadores responsables de la absorcion de
glucosa SGLT1 (Williamson 2013).

En lo que respecta a los polifenoles no extraibles, se ha reportado el efecto
hipolipidémico de las proantocianidinas, se ha demostrado que reducen los niveles
de Apo B y colesterol LDL e incrementan los de colesterol HDL; los mecanismos a
los cuales se le atribuye estos efectos son a la disminucién de la absorcion intestinal
de lipidos, de la secrecion de quilomicrones por el intestino y de VLDL por el higado
(Bladé et al. 2010). Se ha reportado, que las proantocianidinas ejercen su efecto
biol6égico ya sean como compuestos no absorbidos (es decir como estructuras
complejas que tienen la propiedad de unirse a almidones y proteinas que pueden
tener efecto locales en el tracto gastrointestinal), absorbidos (tal vez de bajo peso
molecular) y como metabolitos (producto de la fermentacion colénica que pueden

presentar efectos sistémicos en varios 6rganos) (Bladé et al. 2010).
2.4 Fuente de fibra antioxidante
2.4.1 Céliz de Jamaica

Existen un gran numero de estudios que reportan los efectos benéficos del

consumo del extracto acuoso de la Jamaica, tanto en animales como en humanos
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reportando en ambos sus propiedades para la disminucion de colesterol y presion
arterial (Hopkins et al., 2013). Sayago-Ayerdi et al. (2014) han reportado que los
calices de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) resultantes del proceso de decoccion para
obtener agua de Jamaica, representan una buena fuente de fibra dietaria y
compuestos polifendlicos. Estos autores evaluaron diferentes cultivares (Criolla,
China, Rosalis y Tecoanapa); encontrando que la mayoria de los componentes
guedan retenidos en los residuos de la decoccion, pues solo algunos componentes
como carbohidratos solubles, cenizas y polifenoles extraibles son transferidos a la
bebida. En concreto, este subproducto present6 un contenido de fibra dietaria entre
407.4-457.0 g/kg de materia seca y de 50.7-121.8 umol equivalentes de trolox/g de
muestra seca de antioxidantes naturales. En este trabajo también se cuantificaron
los polifenoles hidrolizables y los taninos condensados tanto en los célices como de
los subproductos, hasta el momento no hay reportes del perfil de polifenoles no
extraibles de este material. A partir de los resultados encontrados, los autores

consideran al subproducto de Jamaica como una fuente de fibra dietaria antioxidante.

Por otro lado, la mayoria de los estudios in vivo realizados con la flor de
Jamaica se han centrado en su extracto, ya sea acuoso o con algun tipo de solvente,
habiendo muy pocos que se hayan enfocado en los calices. El-Saadany et al. (1991)
evaluaron la accion hipocolesterolémica de flores secas de Jamaica en ratas
alimentadas con una dieta alta en colesterol suplementadas durante 9 semanas con
calices de Jamaica al 5y 10%; las concentraciones de colesterol total, triglicéridos y
fosfolipidos disminuyeron en un 55-60%, 61-65% y 80-87%, para ambas dosis.
Sabzghabaee et al. (2013) evaluaron el efecto del consumo de 2 g de calices de
Jamaica en polvo durante un mes sobre la dislipidemia en adolescentes obesos.
Después del periodo de intervencion, los jovenes mostraron una disminucion
significativa en las concentraciones séricas de colesterol total, colesterol LDL y
triglicéridos. (Moyano et al. 2016) evaluaron el potencial antiobesogénico de los
cdalices de Jamaica en polvo en ratones alimentados con una dieta alta en grasa
durante 5 semanas. El peso corporal, la adiposidad y la concentracion en plasma de

glucosa y colesterol disminuyeron en comparacion con los animales no tratados con
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los calices en polvo y este efecto fue independiente al control de la reduccién del
apetito. Ademas, la suplementacién incremento los nieles de GLP-1 (péptido similar
al glucagon-1), redujo los niveles de citoquinas proinflamatorias en tejido adiposo

blanco y aumenté IL-6 en tejido adiposo pardo.

En ensayos clinicos, modelos animales y cultivos celulares se reporté un
posible efecto terapéutico de los extractos de Jamaica sobre el perfil lipidico
(Guardiola y Mach 2014). El efecto del consumo de Jamaica sobre el metabolismo
del colesterol se podria explicar mediante la inhibicion de la HMGCOoA reductasa
(Yang et al. 2010). Por otro lado, varios estudios han demostrado el efecto
hipotrigliceridémico del (-)-acido hidroxicitrico a través de la inhibicibn competitiva de
la enzima citoplasmatica citrato liasa, inhibiéndose de esta manera la sintesis de

triglicéridos (Carvajal-Zarrabal et al. 2005).

Hasta el momento no se ha reportado el efecto del consumo del subproducto
de célices de Jamaica ni efectos secundarios o adversos del consumo de Jamaica,
ya que sus extractos tienen un bajo grado de toxicidad, con una dosis letal media de
2,000 a 5,000 mg/kg/dia (Hopkins et al. 2013).

2.4.2 Uva

La uva es una buena fuente de nutrientes, contiene cantidades significativas
de potasio, vitamina C y vitamina Ay pequefias cantidades de calcio y fosforo (Yadav
et al. 2009). Ademas, contiene compuestos bioactivos como compuestos fendlicos,
polisacaridos, fibra dietaria, acidos grasos poliinsaturados, entre otros (lora et al.
2014).

Uno de los principales productos elaborados a partir de la uva es el vino en
cuyo proceso de elaboracion aproximadamente el 25% del peso de la uva resulta en
un subproducto, conocido como orujo; este se compone de cascara, remanente de
pulpa, semillas y tallos. Estos residuos pueden ser esparcidos en el terreno y/o ser
empleados como forraje, biomasa y composta. Asimismo, se les ha dado uso como

biodiesel, fertilizantes y para obtener fibra dietética. En orujo de uva se ha reportado
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la presencia de &cidos fendlicos, antocianinas, flavan-3-oles, flavonoles y estilbenos

como el resveratrol (Ribeiro et al. 2015).

Existen un gran nimero de estudios que reportan el efecto tanto de la uva
entera como de cada uno de sus componentes y su subproducto sobre el estrés
oxidativo, la inflamacion, la obesidad, las dislipidemias, la diabetes, los factores de
riesgo cardiovascular, entre otros. Se ha propuesto que el efecto cardioprotector de
las uvas se debe a la inhibicién de la agregacion plaquetaria, la disminucién de la
oxidacion de las LDL, la reduccion en el estrés oxidativo, la mejora en la funcion
endotelial, su efecto benéfico sobre los lipidos en sangre, ademas de la disminucién

de la inflamacion y la presién arterial (Wightman y Heuberger 2015).

El consumo de productos de la uva se ha asociado con una disminucion en la
cantidad de LDL (-17%), triglicéridos (-15%) y apoB, ademas de un posible aumento
de la cantidad de HDL (+12%) y apoAl, tanto en sujetos sanos como en pacientes

con alto riesgo cardiovascular (Castilla et al. 2006).

Estudios realizados en ratones, con esta fibra dietaria antioxidante, demostro
tener efectos hipolipidémicos (Martin-Carron et al. 1999). Jimenez et al. (2008)
evaluaron los efectos del consumo de 7.5 g/dia (constituido por 5.25 g de fibra 'y 1400
mg de polifenoles) de fibra dietaria antioxidante de uva sobre los factores de riesgo
de enfermedad -cardiovascular durante 16 semanas. Esta fibra redujo
significativamente el colesterol total, LDL y la presion arterial sistélica y diastolica.
Ademas, en los sujetos hipercolesterolémicos origin6 una mayor reduccion del

colesterol total, LDL vy triglicéridos.

En algunos productos alimenticios ya se ha incorporado el subproducto de uva
como ingrediente funcional. Al evaluar la adicién de este material en una masa agria
de pan de centeno, se mejoré el contenido de fibra dietaria y el perfil de compuestos
antioxidantes, asi mismo afectd caracteristicas sensoriales al incrementar la
gomosidad del pan (Mildner-Szkudlarz et al. 2011). La fibra antioxidante de uva

también se ha evaluado sobre la oxidacion lipidica de pescado picado (Sanchez-
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Alonso et al. 2007) y de hamburguesas de pechuga de pollo crudas y cocidas; en
éstas ultimas, su adicion mejord de forma significativa la estabilidad oxidativa, la vida
de anaquel y la actividad antioxidante de las hamburguesas, esto sin afectar su
aceptabilidad (Sayago-Ayerdi et al. 2009). Asimismo, se ha empleado para mejorar
el valor nutricional y el almacenamiento de yogurt y aderezos para ensalada (Tseng
y Zhao 2013).

2.4.3 Mango

Los desechos agroindustriales del procesamiento de mango (Mangifera indica
L), estan constituidos por semilla, pulpa fibrosa (bagazo) y cascara; los cuales
representan cerca del 40 al 60% del peso total de la fruta (Prieto et al., 2005). El
bagazo y la cascara tiene una proporcion FDI/FDS de 1.5:1, encontrandose en lo
recomendado por Spiller (1986), quien indica que debe estar en el rango de 1.0-2.3,

con el fin de obtener los efectos fisiologicos asociados a la fibra (Martinez et al. 2012).

Uno de los compuestos antioxidantes mas importantes del mango es la
mangiferina, cuya accidon se ha evaluado en ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina, observandose una disminucion en la concentracién de colesterol
total, LDL, triglicéridos e indice aterogénico (Muruganandan et al. 2005). Ademas que
previene el estrés oxidativo mitocondrial a través de la reduccion en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Pardo-Andreu et al. 2008) y que presenta accion
antiinflamatoria a través de la inhibicion de la expresién de la sintasa de éxido nitrico

(INOS) y la ciclooxigenasa-2 (Beltran et al. 2004).

En ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa, el consumo de
mango liofilizado disminuyd la resistencia a la insulina, mejoro la tolerancia a la
glucosa, el perfil lipidico y redujo la adiposidad (Lucas et al. 2011). Gondi et al. (2015)
evaluaron el consumo de cascara de mango en polvo rica en polifenoles,
carotenoides y fibra dietaria, especialmente FDS, reportaron un aumento de la
actividad de enzimas antioxidantes y una disminucion de la peroxidacion en plasma,

riién e higado. Ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa y

31



suplementadas con subproducto de mango, se report6é una reduccién de los niveles

de glucosa y de esteatosis hepatica (Amaya-Cruz et al. 2015b)

No todos los estudios se han centrado en modelos animales; Evans et al.
(2014) determinaron los efectos de la suplementacion con 10 g/dia de mango
liofilizado en sujetos obesos, y reportaron una reduccion de los niveles de glucosa y

de circunferencia de cadera.

En lo que respecta a los polifenoles no extraibles varios autores han reportado
el contenido total de estos tanto para el subproducto (taninos hidrolizables y NEPA)
(Amaya-Cruz et al. 2015a) como el perfil de galotaninos para la pulpa (Manthey y
Perkins-Veazie 2009).

2.4.4 Granada

La granada en los ultimos afios ha sido reconocida como un alimento funcional
y fuente de compuestos bioactivos (Johanningsmeier y Harris, 2011). Se puede
consumir en estado fresco o en productos procesados elaborados con la fruta entera
como bebidas o mermeladas, dando lugar de esta manera a subproductos
agroindustriales conformados principalmente de cascara y arilos. La cascara tiene
como caracteristica una mayor capacidad antioxidante que las semillas y la pulpa
(Venkataramanamma et al. 2016). Ademas constituye cerca del 40% del peso del
fruto y es rica en acido elagico y sus derivados como los elagitaninos, punicalagina
y punicalina, lo que le otorga una gran capacidad antioxidante (Cam vy Icyer, 2015;
Johanningsmeier y Harris, 2011). Sendra y Navarro, (2012) evaluaron las
propiedades quimicas, fisicoquimicas y funcionales de subproducto (arilos y cascara)
de la extraccion directa de jugo de granada, encontrando un contenido de FDT, FDS
y FDI de 50.3, 30.4 y 19.9%, respectivamente, lo que convierte lo en un material rico
en fibra dietaria y con un buen balance entre FDI y FDS. En lo que respecta a las
propiedades funcionales, el bagazo de granada puede retener 4.9 veces su peso en
aguay 5.9 veces en aceite. Por lo anterior este subproducto se puede considerarse

como un ingrediente funcional en productos alimenticios.
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Aparte de sus propiedades fisicoquimicas y funcionales se han evaluado los
efectos a la salud como consecuencia de su consumo. Ahmed Hossin, (2009) evalu6
en ratas alimentadas con una dieta hipercolesterolémica la suplementacion, al 5, 10
y 15%, de cascara de granada en polvo. Observaron una disminucién en la ganancia
de peso corporal, consumo de alimento, y los niveles de colesterol total, VLDL, LDL,
triglicéridos y peroxidacion lipidica al compararlos con los animales sin tratamiento.
Este efecto anti aterogénico lo atribuyeron a la capacidad antioxidante de la granada.
Asi mismo se ha reportado que la suplementacion con un extracto acuoso a partir de
la cascara de granada en ratas alimentadas con una dieta alta en aceite disminuy6
el higado graso no alcohdlico, ademas de reducir el peso corporal, el dafio hepatico

oxidativo, la hiperlipidemia y mejorar los niveles de las enzimas hepaticas.

Ademas, se ha reportado que la cascara de granada disminuye la glucosa en
la diabetes tipo 2 por medio de la reduccion del estrés oxidativo y la peroxidacion
lipidica. Esto puede ser a través de la neutralizacion de las especies reactivas de
oxigeno, el aumento de la actividad de enzimas antioxidantes, la induccion de la
actividad quelante de metales, la reduccién de la formacion de resistinay la inhibicion

o0 activacion de factores de transcripcion como NF kB y PPAR y (Banihani et al. 2013)

El subproducto de granada ya ha sido empleado como ingrediente funcional
en helados (Cam et al. 2013), Mastrodi Salgado et al. (2012) ademas adicionaron un
extracto seco en polvo a jugo de tomate y de naranja con fresa, en concentraciones
no mayores a 0.5% con el fin de no afectar la aceptabilidad de los jugos, debido al

sabor astringente de la cascara.

Recientemente se ha reportado una caracterizacion detallada (61
compuestos) de los polifenoles hidrolizables y elagitaninos no extraibles de un
suplemento elaborado a partir de subproductos de uva y granada (Perez-Ramirez et
al. 2018).
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2.4.5 Durazno

La pulpa, cascara y semilla son los residuos resultantes de la produccion de
jugo de durazno (Prunus persica L.). Tanto la cascara como la pulpa, presentan una
cantidad apreciable de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas; la cascara tiene
niveles significativamente mayores de minerales, compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante 20 veces mayores que la pulpa, sugiriendo su consumo como una fuente

importante de antioxidantes naturales (Maleeha et al., 2012).

Gasparotto et al. (2014) evaluaron ex vivo el durazno fresco, cascara y pulpa,
y pulpa conservada en almibar. La fruta fresca presentdé mayores propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, asi como, mayor proteccién contra la citotoxicidad
y el estrés oxidativo inducido, debido que tenian un contenido de metabolitos
significativamente mayor que la pulpa en almibar. Kono et al. (2013) realizaron un
extracto de etil acetato de la pulpa de durazno el cual presentd actividad
antihipertensiva y antiaterosclerotica, ya que atenua la fosforilacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico inducida por angiotensina Il, ademas interfiere en
la generacion de especies reactivas de oxigeno y la elevacion de calcio intraceluar
inducido por angiotensina Il. Ahmed et al. (2010) realizaron un estudio clinico en
voluntarios prehipertensivos durante 8 semanas, al final de la intervencion

disminuyeron los niveles de colesterol total y LDL, y la presion diastodlica.

Se ha llevado a cabo el perfil de los polifenoles hidrolizables presentes en el
subproducto de durazno encontrando acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos,
flavonoles, dihidroflavonoles, flavonas y estilbenos (Rodriguez-Gonzélez et al.
2018a).

2.4.6 Tuna

La tuna es la fruta del nopal (Opuntia ficus-indica), es una baya ovalada con
un gran contenido de semillas y de cascara semidura con espinas. De la fruta, el 40
al 50% esta conformado por la cascara, 50-60% es pulpay del 5 al 10% de semilla.

Si se considera que la cascara constituye gran parte del fruto, ésta seria por
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consiguiente el mayor subproducto y puede usarse como fuente de diversos
compuestos. Ramadan y Mdrsel (2003) extrajeron la fraccién lipidica de la cascara
(36.8 g/kg) y ésta resulto ser rica en acidos grasos esenciales, 3-caroteno, vitamina
K1, vitamina E y esteroles, principalmente B-sitosterol y campesterol. La cascara, al
compararla con la pulpa y las semillas, de tres variedades, tiene mayor contenido de
compuestos fendlicos totales, flavonoides y mayor capacidad antioxidante; asimismo
contiene méas FDT, FDS y FDI que la pulpa, pero menos que las semillas (Jiménez-
Aguilar et al., 2015).

Una de las caracteristicas de la tuna es que es rica en betalainas, que son
compuestos bioactivos responsables de sus efectos positivos para la salud. En ratas
Wistar sanas evaluaron el efecto diurético y antioxidante de un extracto acuoso
deshidratado de tuna (240 mg/kg/dia), obteniendo un aumento significativo de los
niveles sanguineos de la glutation peroxidasa, asi como del volumen excretado de
orina lo que caus6 una menor ganancia de peso corporal (Bisson et al., 2010).
Butterweck et al., (2011) investigaron el efecto de un licuado de cladodios de nopal
y cascara de tuna (75:25), sobre los niveles de glucosa e insulina en ratas sanas
sometidas a una prueba de tolerancia a la glucosa; y encontraron que a diferencia
de un extracto solo de cladodios, la mezcla desde concentraciones de 6 mg/kg
disminuyd la concentracion de glucosa en suero e increment6 de manera significativa
los niveles basales de insulina; esto indica que la cascara de la tuna tiene un efecto

estimulante sobre la secrecion de insulina.

La tuna también se ha evaluado en estudios poblacionales, sin embargo, los
estudios se han centrado en la pulpay no en la cascara. El consumo de 250 g/dia de
pulpa de tuna en hombres no obesos-no diabéticos, que presentaban
hipercolesterolemia primaria o hiperlipidemia combinada, se observé una reduccion
del colesterol total (12%), LDL (15%), Apo B (9%), triglicéridos (12%), fibrin6geno
(11%), glucosa en sangre (11%), insulina (11% ) y acido urico (10%), mientras que
el peso corporal, HDL, apolipoproteina Al, y la lipoproteina (a) se mantuvieron sin
cambios (Wolfram et al., 2002). Palumbo et al. (2003) reportaron que para pacientes

con hipercolesterolemia familiar (HCF) el consumo de tuna durante 6 semanas
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aumento la incorporacion de LDL por parte del higado, lo que disminuy6 los niveles
de LDL y colesterol total, sin causar cambios en HDL vy triglicéridos; esto indicé que
el efecto hipolipidémico de la tuna se debe a la regulacion positiva del receptor de
LDL en higado.

En lo que respecta a los polifenoles no extraibles a la fechano existen reportes

de su perfil y contenido total.

2.5 Suplementos alimenticios

Segun la NOM-251-SSA1-2009 los suplementos alimenticios son productos a
base de hierbas, extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o
concentrados de frutas, adicionados o no, de vitaminas o minerales, que se puedan
presentar en forma farmacéutica y cuya finalidad de uso sea incrementar la ingesta
dietética total, complementarla o suplir alguno de sus componentes. Estos
suplementos pueden estar en forma de capsulas, pastillas o polvo como lo es el caso

de la fibra dietaria.

Con el fin de mejorar sus propiedades funcionales y sensoriales se les puede
incorporar algunos aditivos alimentarios como hidrocoloides (carboximetilcelulosa,
goma xantana), antiaglomerantes (dioxido de silicio, fosfato tricalcico) y edulcorantes
(sucralosa, estevia, aspartame, acesulfame K); ya que estos tipos de productos
debido a la naturaleza de sus ingredientes no presentan atributos sensoriales

agradables en su mayoria.

En el Cuadro 1 se muestran los suplementos alimenticios presentes
actualmente en las tiendas de cadena mas grandes de México. Para seleccionar
estos productos se considerd que fueran suplementos alimenticios en polvo, que se
disolvieran en algun liquido y que incluyeran en su etiqueta la presencia de fibra

dietaria y/o algun beneficio a la salud.
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Cuadro 1. Suplementos alimenticios ricos en fibra vendidos en las tiendas de
cadena de México

Contenido de

Calorias/porcion

Nombre Componentes fibra/porcion
(kcal)
(gramos)
Salvado de trigo,
Flax seed _
. proteina de soya, linaza 2.2 42
Linaza )
canadiense
Salvado de trigo,
Mi fibra diaria | proteina de soya . 56
plus vitaminada, fibra de
maguey
Salvado de trigo,
proteina de soya
Forte vitaminada, algas 2.7 52
marinas, fibra de
maguey
_ _ Salvado de trigo,
Fibra xotzil . 5 65
proteina de soya
Jugo verde Pifia, apio, perejil, limén, . 50
(xotzil) nopal
Sacarosa,
maltodextrina, fructosa,
salvado de trigo, nopal,
Jugo verde - o
perejil, apio, pifa, 4.1 264
(Solanum)

psyllium, alga espirulina,
linaza, goma xantana,

ciruela
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Jugo verde mix

Sacarosa,
maltodextrina, fructosa,

salvado de trigo, nopal,

con rasperry . 4 306
perejil, Extractos de:
(Solanum) L
acai, goji, granada,
guarana
Jugo verde (mi | Nopal, pifia, apio, . -
fibra diaria) salvado de trigo, perejil
Sacarosa, salvado de
trigo, maltodextrina,
nopal, perejil, apio,
Super food, ) )
linaza, jugo
corazon de _ _ 4 252
deshidratado de toronja
alcachofa _
y naranja, concentrado
de ciruela, alcachofa,
semillas de chia
_ polvo de cascara de N
Metamucil ] _ 2.4 No especificado
Plantago psyllium
. Nopal, linaza, aislado de
Nopal y linaza ] 5.6 57
proteina de soya
Maltodextrina, proteina
_ aislada de suero de
Metabolix reset _ 7 138
leche, fibra de avena,
microcelulosa
. Psyllium, linaza, salvado
Fibragrass _ _ . 3.2 43.24
de trigo, pifia, garcinia
Diente de leon,
Hiper linafrut | fenogreco, malva, flor 8.5 171

de Jamaica, salvado de
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trigo, toronja, linaza

canadiense
_ Linaza canadiense,
Linaza con ]
. ciruela, alfalfa, nopal, 7.2 65
ciruela
fructosa
Linaza canadiense, N
0
Linaza con pifia | pifia, alfalfa, nopal, N 65
especificado
fructosa
Linaza con Linaza canadiense,
2.5 74
nopal nopal alfalfa
Linaza con Linaza canadiense,
manzana manzana integral, 6.1 120
integral alfalfa, nopal y fructosa.
Salvado de trigo,
. . frambuesa, linaza,
Fibra Linat _ 5.6 45
malva, toronja, papaya,
nopal
Nopalzin Nopal deshidratado 5 31.6

A partir de la informacion presentada es evidente hay una gran area de
oportunidad en el desarrollo de nuevos suplementos alimenticios que representen
efectos comprobados a la salud, con una buena proporcién de fibra soluble e
insoluble, asi como con compuestos antioxidantes que ya tienen un reconocido
efecto a la salud. De la misma manera el uso de subproductos agroindustriales

provenientes de frutas como ingredientes primarios representa una ventaja frente a

los productos que se encuentran en el mercado.

39




[1l. JUSTIFICACION

Las empresas procesadoras de bebidas generan residuos ricos en compuestos
bioactivos como fibra dietaria, vitaminas, compuestos fendlicos, carotenoides, entre
otros. Lo anterior sugiere que los residuos de éstas matrices alimentarias pueden ser
sumamente interesantes, ya que tienen alto potencial de aprovechamiento como
ingredientes funcionales. Es por ello que en este trabajo se plantea dar un valor
agregado a los subproductos de la elaboracion de bebidas refrescantes como la
Jamaica, los provenientes de empresas procesadoras de jugos y néctares, como
mango y granada; y las vitivinicolas, principalmente uvas tintas. Para la mayoria de
estos materiales ya se han reportado efectos benéficos sobre los factores de riesgo
cardiovascular, y cada uno tiene un perfil diferente de fibra dietaria y de compuestos
polifendlicos; por esto en este trabajo se pretende desarrollar un suplemento
alimenticio elaborado a partir de las mezclas en polvo de estos materiales con el fin

de tener un suplemento con una mayor variedad de compuestos.

Este producto pretende ser utilizado para el control de algunos factores de riesgo
cardiovascular como dislipidemias, obesidad/sobrepeso, y resistencia a la insulina.
Esto es de suma relevancia ya que las enfermedades cardiovasculares constituyen
la principal causa de muerte en México. En los que respecta a los factores de riesgo
cardiovascular, se reporta una prevalencia de diabetes de 15.9%, 27% para
dislipidemias y de 38.8% para sobrepeso u obesidad (ENSANUT, 2012).

Con base en los suplementos existentes en el mercado, se establecié que el tipo
de desarrollo de este suplemento sea una mezcla de materiales que permitan un
mayor beneficio ala salud, pero que este sea aceptado por el consumidor, mejorando
las caracteristicas sensoriales, pues el publico en general tiene una mala percepcion
de esta clase de productos. De los suplementos actuales del mercado, la mayoria,
estdn compuestos por fibra proveniente de cereales, y no se considera la fibra
proveniente de frutas que tiene un mayor contenido de fibra dietaria soluble, con

mayores beneficios fisioldgicos reportados. Por otro lado, estos suplementos no son
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ricos en compuestos antioxidantes, por lo que el utilizar frutas, éstas aportarian
mayor cantidad de estos antioxidantes, lo que le daria un valor agregado al producto
que se pretende desarrollar. Ademas, algunos de estos suplementos aportan un gran
contenido calérico a la dieta, siendo esto una caracteristica indeseable, por lo que el
utilizar edulcorantes con bajo contenido cal6rico, mejoraria sus propiedades

asociadas a salud.
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V. HIPOTESIS

Suplementos alimenticios elaborado con diferentes proporciones de los
subproductos de mango, uva, calices de Jamaica y granada, debido a su elevado
contenido de fibra dietaria, compuestos fendlicos extraibles y no extraibles tendran
un efecto diferencial sobre el control de algunos factores de riesgo cardiovascular,
obesidad, resistencia a la insulina y dislipidemia.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Diseflar y evaluar un suplemento alimenticio, a base de subproductos
agroindustriales para la prevencion de factores de riesgo cardiovascular en un

estudio in vivo.

5.2 Objetivos especificos

e Evaluar el contenido de compuestos bioactivos y las caracteristicas
fisicoquimicas, funcionales de los subproductos de tuna, durazno, uva, mango,

calices de Jamaica y granada

e Determinar el efecto del proceso de decoccion de los calices de Jamaica sobre

la prevencion de factores de riesgo cardiovascular.

e Elaborar diferentes formulaciones del suplemento alimenticio en funcion de su

composicion de fibra insoluble y soluble, y compuestos antioxidantes

e Determinar las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las diferentes

formulaciones del suplemento y desarrollar un estudio de vida de anaquel

e Evaluar en un modelo animal el efecto de diferentes formulaciones del

suplemento sobre la obesidad, la dislipidemia y la resistencia a la insulina.
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VI. METODOLOGIA

Materiales

6.1 Material quimico

Para la fibra dietaria total se empled el kit total dietary fiber assay de la marca
Sigma Aldrich. Kits para la determinacion en suero de glucosa, triglicéridos, colesterol
HDL, LDL, colesterol total con kits enzimaticos de la marca Spinreact. Insulina con
kit de ELISA de la marca Merck Millipore.

6.2 Material bioldgico

Para el primer estudio in vivo que tenia como finalidad evaluar el efecto del
consumo de los célices de Jamaica y su subproducto sobre algunos factores de
riesgo cardiovascular se emplearon ratas Wistar machos de 260 + 20 g de peso
corporal. En el caso de la evaluacion de los suplementos sobre el control de
obesidad, dislipidemias y resistencia a insulina se usaron ratas Wistar machos de
180 + 20 g de peso corporal. Los animales se adquirieron en el bioterio del Instituto
de Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla, y se alimentaron con croqueta

comercial para rata marca Rodent lab chow de Purina.
6.2.1 Manejo de los materiales a utilizar

Se recolectaron subproductos de la elaboracién de jugo de mango de la
Sociedad Cooperativa de Trabajadores de Pascual, S.C.L ubicada en San Juan del
Rio, Querétaro, México. El subproducto de mango, variedad manila, esta constituido

de cascara y remanentes de pulpa adheridos a ésta.

El subproducto de uva u orujo se obtuvo de vifiedos La Redonda, ubicado en
Ezequiel Montes, Querétaro, México. Este es el residuo del prensado de los racimos

de uva para obtener el vino. Estd compuesto de piel, semillas y tallos.
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El subproducto de Jamaica esta compuesto de los célices resultantes de la
obtencién del extracto acuoso concentrado (6% p/v, tiempo de decoccion: 20 min)

empleado para obtener agua de Jamaica AGUAQ.

Para la granada se emple6 el subproducto generado en la elaboracion de jugo
de granada. Se evaluaron 5 selecciones: 399, 407, 397, Teco y Apaseo. Todas fueron
donadas por el INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Forestales), Celaya, Guanajuato.

Se evaluaron de la misma manera 3 cultivares de tuna: cristal, seleccién y roja
lisa, de estos materiales se evaluo la cascara. Estos materiales igualmente fueron
donados por el INIFAP.

6.2.2 Preparacion de las muestras
Los subproductos se secaron a una temperatura de 55 °C, posteriormente se

molieron y guardaron en congelacion protegidos de la luz (Saura-Calixto, 2013).

6.3 Caracterizacion de los subproductos

6.3.1 Caracterizacion de compuestos bioactivos

6.3.1.1 Fibra dietaria total, soluble e insoluble

El contenido de fibra dietaria total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI), se
determiné por el método enzimatico-gravimétrico (AOAC 985.29, 2002) utilizando un
kit enzimatico. Las muestras secas se gelatinizaron con a-amilasa estable y luego se
digirieron con proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidon
presente en la muestra. Las muestras se filtraron para obtener la FDI, para esto se
realizaron lavados en el residuo con etanol 78 %, etanol 95 % y acetona; al primer
filtrado, es decir antes de realizar los lavados, se les agregé cuatro volumenes de
etanol 95%, con el objetivo de precipitar la fibra soluble, posteriormente se dejaron
todas las muestras reposando toda la noche. Al dia siguiente se filtraron las muestras
de la misma manera que para la FDI. Se dejaron secar a 100 °C toda la noche y al

siguiente dia se registré el peso. Se determinaron cenizas y proteina total por el
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método de Kjeldahl en los residuos con la finalidad de realizar la correccion del
contenido de FDS y FDI.

6.3.1.2 Cuantificacién de compuestos fendlicos extraibles

Para la obtencion del extracto se empleo la metodologia descrita por Hassan,
Ismail, Abdulhamid, y Azlan (2011), se peso6 0.5 g de muestra y se agreg6 20 mL de
una solucion de metanol/agua (50:50) acidificada con HCI para obtener un pH final
de 2, se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se centrifug6 por
10 min a 1500 x g durante 4 °C y se recupero el sobrenadante (extracto A). Al residuo
se le agregd nuevamente una mezcla de 20 mL de acetona/agua (70:30), y se agito
a temperatura ambiente por 1 h, posteriormente se centrifugé por 10 min a 1500 x g

y 4 °C, y se recupero el sobrenadante (extracto B).

Se mezclaron ambos extractos Ay B para realizar la determinacion de fenoles
totales, flavonoides, antocianinas y capacidad antioxidante, el residuo de la

extraccion se conservo para las determinaciones de polifenoles no extraibles.

6.3.1.3 Determinacion de fenoles totales

Para la determinacion de polifenoles totales se utilizé el método de Folin y
Ciocalteu (Singleton et al. 1998). Se tomd una alicuota del extracto obtenido en el
punto 6.3.1.2 de cada uno de los subproductos, la cual se colocé en microplaca y se
completé el volumen a 25 pL con agua destilada, se adicion6 12.5 pL del reactivo de
Folin Ciocalteu 1N, se agit6 durante 5 min, y luego se agrego 62.5 uL de Na,COg3 al
20%. Se dejé reposar durante 30 min en la oscuridad y finalmente se leyo la
absorbancia a 760 nm (Singleton et al. 1998).

La cuantificacion se realizo por interpolacion de los resultados en una curva
estandar de acido galico, y se expres6 como mg equivalentes de acido gélico (AG)

por gramo de muestra (mg equivalentes AG/g de muestra).
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6.3.1.4 Determinacidon de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides de los extractos obtenidos se estimo6 usando
el método colorimétrico descrito por Heimler et al. (2006), con modificaciones. Del
extracto obtenido en 6.3.1.2, 40 uL se mezclaron con 7.5 pL de solucion de nitrito de
sodio al 5%, 15 uL de solucién recién preparada de cloruro de aluminio al 10% y 50
ML de solucion de hidroxido de sodio 1 M. El volumen final de la mezcla se ajusté a
250 pL con agua desionizada. La mezcla se dejé en reposo durante 30 min a
temperatura ambiente y se leyd la absorbancia a 510 nm. El contenido total de

flavonoides se expresé como equivalentes catequina/g de muestra.
6.3.1.5 Determinacion de antocianinas

Las antocianinas totales se cuantificaron en el subproducto de Jamaica y en
el orujo. Se empled el método de diferencial de pH descrito por Giusti y Wrolstad
(2001). Se emplearon dos soluciones amortiguadoras (KCI, 0.025N a pH 1.0 y
CH3COONazH,0, 0.4 M a pH 4.5). La cuantificacion de las antocianinas totales se
expres6 como mg eg. cianidina 3 glucoésido/g, para el subproducto de Jamaica y
como mg eg. malvidina-3-glucésido/g para el orujo, se emplearon las siguientes

ecuaciones:

AbSio1a1=[ (ADS 510 nm=ADS700 nm)pH 1-(ADS510 nm=ADS700 nm)pH 4.5] (Ec. 1)

Abs*PM*1000*factor de diluciéon

Antocianinas monoméricas= —
e*distancia

(Ec. 2)

Donde:

Abs= Absorbancia total

PM= Peso molecular: cianidina 3 glucosido 448.8 g/mol, malvidina-3-glucoésido: 493.4
g/mol

e= Coeficiente de extincion molar; cianidina 3 glucosido: 26900 M-1*cm-1; malvidina-
3-glucosido: 28000 M-1*cm-1

Distancia= 1 cm
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6.3.1.6 Determinacién de la capacidad antioxidante por el método de DPPH*

Este método fue desarrollado por Brand-Williams et al. (1995), se basa en la
disminucion de la absorbancia del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) por
la accion de los antioxidante, ya que es susceptible de reaccionar con éstos a través
de un proceso caracterizado por la cesion de un atomo de hidrogeno proporcionado
por el agente antioxidante. La absorbancia del radical DPPH, diluido en metanol, se
ajusté entre 0.75y 0.78 a una longitud de onda de 515 nm. El trolox se empleé como
estandar y se realizé una curva de calibracion (50-800 pM). Se mezcl6é 2.5 pL del
extracto obtenido en 6.3.1.2, con 20.2 pL de metanol y 200 pL del radical DPPH, esta
reaccion se incubé durante 6 min y se ley6 la absorbancia a 515 nm. Los resultados
se expresaron como porcentaje de inhibicion (vida de anaquel de las formulaciones
durante el almacenamiento) o como TEAC (capacidad antioxidante equivalente al
Trolox, umol/g).

6.3.1.7 Antioxidantes macromoleculares

6.3.1.7.1 Cuantificacién de proantocianidinas no extraibles (NEPA)

La cuantificaciébn de proantocianidinas no extraibles se realiz6 mediante la
hidrdlisis acida con n-butanol del residuo (pellet) de la extraccién del subproducto
(6.3.1.11), siguiendo el método establecido por Zurita et al. (2012). Los residuos se
secaron y se mezclaron con 10 mL de HCl/butanol (5:95, v/v) que contiene 0.7 g de
FeCls/L y se incubaron a 100 °C por 1 h. Los tubos se centrifugaron a 3500 g por 10
min, recuperando los sobrenadantes. Se realizaron dos lavados del precipitado con
5 mL de HCl/butanol/FeCl3 y el volumen final se afor6é a 25 mL. Las absorbancias se
leyeron a una longitud de onda de 450 y 555 nm. Los resultados se expresaron como
mg equivalentes de proantocianidinas por g de muestra seca empleando para esto
una curva previamente reportada en la literatura hecha con un concentrado de

proantocianidinas poliméricas aislado de la vaina del algarrobo.
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6.3.1.7.2 Cuantificacién de polifenoles hidrolizables

Al residuo de la técnica de fenoles extraibles descrita anteriormente y se
afadio 22 mL de metanol/H,SO,4 (90:10), se dej6é incubar a 85 °C durante 20 h.
Después de este tiempo se centrifugaron los tubos a 5000 x g por 10 min, el
sobrenadante se transfirio a un matraz de 50 mL. El residuo se lavo dos veces con
10 mL de agua destilada, se centrifugd, los sobrenadantes se juntaron y se enrasé
el volumen a50 mL. Para el caso de las 3 formulaciones desarrolladas el pH se ajusto
a 5.5 con NaOH 6M, se centrifugaron a 5000 g por 10 min, posteriormente una
alicuota de estos se concentr6 a vacio en un SpeedVac™ vy finalmente se
resuspendié en la fase movil inicial (Cuadro 2). Los polifenoles hidrolizables se
cuantificaron con la técnica descrita para los polifenoles totales (6.3.1.3). (Saura-
Calixto et al. 2007)

6.3.1.8 Identificacion y cuantificacion de compuestos antioxidantes y mono-di
sacéaridos por HPLC-DAD, HPLC-DAD-MSD
La siguiente metodologia se llevo a cabo para los subproductos de uva, mango, tuna,

durazno, Jamaica y granada.
e Preparacion de la muestra

Para la extraccion de compuestos fendlicos, 25 mg de muestra seca se mezclo
con 500 pL de acetona/agua (70:30, v/v), durante 1 min, posteriormente se
homogenizé en el politron y se centrifugd a 20000 x g durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante fue recuperado y se volvié a realizar el proceso de extraccion con el

precipitado; el extracto se concentré a vacio en un SpeedVac™ vy finalmente se

La extraccion de carotenoides se realiz6 de la siguiente manera: 100 mg de
muestra seca fue mezclada con 2 mL de hexano:acetona:etanol (50:25:25, v/v), y se
agité en vortex durante 1 min. Posteriormente se centrifugd (25000 x g, 5 min, 4 °C),

el sobrenadante fue recuperado y se volvio a realizar el proceso de extraccion con el
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precipitado. El extracto se concentré a vacio en un SpeedVac™ y finalmente se

Para la extraccion de fitoesteroles, 50 mg de muestra seca fue mezclada con
1000 pL de hexano, y se agitdé en un vortex durante 1 min, posteriormente se
centrifugd a 24000 x g durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue recuperado y se
volvio a realizar el proceso de extraccion con el precipitado. El extracto se concentro

a vacio en un SpeedVac™, finalmente se resuspendié en 100 puL de la fase mavil.

Para los mono y disacéridos (determinados en los calices y el subproducto de
Jamaica), 50 mg de muestra seca fue mezclada con 1000 pL de agua destilada y
homogenizada en el politron durante 1 min, posteriormente se centrifug6 (25000 g, 5
min, 4 °C). El sobrenadante fue recuperado y concentrado a vacio en un SpeedVac™

y finalmente se resuspendio en 100 pL de la fase movil.
e Andlisis cromatografico

Los compuestos fueron identificados y cuantificados usando un sistema Waters
600 HPLC-DAD (detector con arreglo de diodos). La cuantificacion se realiz6 usando
estandares para acidos fendlicos, flavonoides, fitoesteroles, y mono y di sacaridos.
Como estandares se emplearon los acidos fendlicos: clorogénico, galico, cumarico,
cafeico, sinapico, elagico, 4-hidroxibenzoico, protocatecuico, rosmarinico y ferarilo;
para flavonides: epigalocatequina galato, epicatequina, catequina, kaempferol,
galocatequina galato, quercetina, eriocitrina, hespridina, rutina, y el estilbeno
resveratrol; para fitoesteroles [B-sitoesterol y luteina, zeaxantina, a-tocoferol [3-
criptoxantina y B-caroteno para carotenoides; los monosacaridos: fructosa, glucosa,

sacarosa, kestosa.

El andlisis fue llevado a cabo empleando un sistema Agilent 1200 HPLC-DAD
conectado a un espectrometro de masas con cuadrupolo Agilent 1100 SL equipado
con una interfaz de electrospray. Las muestras fueron inyectadas en una columna en
fase reversa [Zorbax octadecylsilane (ODS-C18), 15x4.6 mm]. El espectrémetro fue

operado en el modo negativo usando las siguientes condiciones: voltaje capilar, 4000
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V; presién del nebulizador, 40 psi; velocidad de flujo de gas de secado, 10 L/min;
temperatura del gas, 300 °C; voltaje del skimmer, 50 V; voltaje del octapolo, 150 V;

y voltaje de fragmentador, 130 V (Lomas-Soria et al. 2015).

Para acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas la fase movil fue (A) agua
con 1% &cido férmico:acetonitrilo (90:10) y (B) acetonitrilo, empleando un gradiente
de eluciéon detallandose en el Cuadro 2, con un flujo de 0.8 mL/min y 20 yuL como
volumen de inyeccién. Se realiz6 un re-acondicionamiento de la columna durante 5
min, por lo que el tiempo total de corrida fue de 30 min. Se empled un detector con
arreglo de diodos, DAD, y se ley0 a las siguientes longitudes de onda: 280 (acidos
hidroxibenzoicos), 320 (acidos hidroxicinamicos y estilbenos), 360 (flavonoides) y

520 nm (antocianinas). La temperatura de columna fue 40 °C y de la muestra 4 °C.

Para fitoesteroles la fase movil fue (A) metanol y (B) agua con 1% acetonitrilo,
empleando un gradiente de elucion detallado en el Cuadro 2., con un flujo de 0.8
mL/min y 20 pL como volumen de inyeccion. Se realiz6 un reacondicionamiento de
la columna durante 5 min. El tiempo total de corrida fue de 35 min y el detector
empleado fue el DAD. La absorbancia se ley6é a 205 nm; la temperatura de columna
fue de 40 °C y de la muestra 4 °C.

Cuadro 2. Gradiente de elucion para polifenoles y fitoesteroles

Polifenoles Fitoesteroles

Tiempo (min)\ % A %B Tiempo (min) %A % B

10 80 20 15 100 0
25 60 40 30 100

Para carotenoides la fase movil consistiéo de (A) metanol y (B) acetonitrilo en
una proporciéon (A/B) de (55/45) bajo condiciones isocraticas, con un tiempo total de
30 min. Las absorbancias fueron medidas a 290 nm (a-tocoferol) y 450 nm
(carotenoides), las muestras se inyectaron en una columna Phenomenex C18 (250

mmx4.6 mm) (Amaya-Cruz et al., 2015).
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Para los mono- y disacéaridos la fase movil fue agua, se uso un flujo de 0.5
mL/min con un volumen de inyeccion de 20 pL y se emplearon condiciones
isocraticas por 15 min. Se us6 un detector de infrarrojo a 35 °C. La temperatura de la
columna fue 80 °C y de la muestra 25 °C. La columna utilizada fue Hi-plex de

intercambio iénico 7.7 x 300 mm con un poro de 8 um.

6.3.2 Caracterizacion fisicoquimicay funcional de los subproductos

6.3.2.1 Densidad aparente

Se determin6 empleando una probeta graduada (10 mL) previamente pesada.
Se llen6 con la muestra hasta 10 mL. El contenido se peso y por diferencia se obtuvo
el peso de la muestra. La densidad aparente se calculé como g/mL (Chau y Huang,
2004).

6.3.2.2 Capacidad de hinchamiento

Se pesaron 0.5 g de muestra y se agregaron en una probeta graduada de 10
mL. Se agregaron 5 mL de agua destilada. Se agit6 ligeramente para eliminar las
burbujas de aire atrapadas. Se dej6 18 h atemperatura ambiente con la finalidad que
la muestra se asentara. Finalmente se midi6 el volumen ocupado por la muestra (mL).
La capacidad de hinchamiento se expres6 como mL/g de muestra seca (Mateos-
Aparicio et al. 2010).

6.3.2.3 Capacidad de Retencién de Agua (CRA)

Se realizé de acuerdo al método propuesto por Robertson et al. (2000). A1g
de muestra se le afiadié 30 mL de agua destilada y se dejo hidratar durante 18 h.
Posteriormente se centrifugé a 3000 x g por 20 min y el precipitado se sec6 a peso
constante. La CRA se expres6 como la cantidad de agua retenida por gramo de

muestra seca.

6.3.2.4 Capacidad de Retencion de Aceite (CRAC)
Se llevd a cabo la misma metodologia que para CRA, sustituyendo el agua
por aceite vegetal. La CRAC se expres6 como la cantidad de aceite retenido por

gramo de muestra seca (Robertson et al., 2000).
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6.3.2.5Indice de Solubilidad en Agua (ISA) e indice de Absorcién de Agua (IAA)
Se pesaron 2.5 g de muestra y se adicionaron 50 mL de agua destilada, se
agité durante 30 min. Posteriormente la suspension se centrifug6 a 3000 xg por 15
min. El sobrenadante se decant6 y sec6 a 100 °C durante 24 h, y el gel retenido en
los tubos se pesd (Anderson 1982). El ISA y el IAA se calcularon de la siguiente
manera:
Peso del residuo de evaporacion

o/ V=
ISA (%) Peso de la muestra x100

B Peso del gel
Peso de la muestra-Peso seco del sobrenadante

6.4 Evaluacion del efecto del consumo de calices y subproducto de Jamaica

sobre los factores de riesgo cardiovascular

Debido a que no habia reportes sobre el efecto del consumo del subproducto
de Jamaica sobre la prevencién de algunos de los factores de riesgo cardiovascular,

este se evalué en un modelo de obesidad con complicaciones.

6.4.1 Aclimatacion de los animales de experimentacion

Las ratas se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana en el
bioterio, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h cada uno, a temperatura y humedad
controladas (25 + 2 °C y 55 + 15% respectivamente) y con acceso libre a comida y
agua. Los experimentos con animales se disefiaron de acuerdo al protocolo de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Autonoma de Querétaro, siguiendo los
lineamientos estipulados en la NOM-062-Z0O0-1999. El protocolo se aprob6 por el

comité de bioética con el nUmero de oficio CBQ17/071.

6.4.2 Grupos experimentales

Se formaron 4 grupos de 8 animales cada uno. El primer grupo (control
negativo), se alimentd con dieta estandar. El segundo grupo (control positivo), se
aliment6 con la dieta alta en grasa y fructosa (AGF) La dieta estuvo constituida por

60.22% de croqueta comercial, o dieta estandar, 18.75% de manteca de cerdo,
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18.75% de fructosa, 1% de minerales y 0.03% de vitaminas. La composicion
nutrimental de ambas dietas se presenta en el Cuadro 3. Para los dos grupos
restantes, la dieta AGF se suplementd con los calices de Jamaica en polvo y el
subproducto. El grupo con los célices de Jamaica se tuvo con el fin de evaluar el
efecto del proceso de decoccion sobre los efectos ya reportados para los calices. El
contenido de fibra se ajusté de tal manera que los animales tuvieran un consumo
equivalente de fibra de 35 g por 2000 kcal que es el consumo recomendado para
personas. El estudio se llevd a cabo durante 16 semanas, durante las que se

midieron semanalmente el peso corporal y el consumo de alimento.

Cuadro 3. Composicion nutrimental de la dieta estandar y alta en grasa, fructosa y
colesterol

Dieta alta en grasa,
fructosay colesterol (%)

Dieta estandar (%)

Humedad 3.8 2.3
Proteina 25.0 15.1
Lipidos 11.4 26.9

Carbohidratos 47.5 47.3
Fibra 5.3 3.2
Minerales 7.0 5.2

6.4.3 Evaluacion del caliz y el subproducto de Jamaica como tratamiento
preventivo para factores de riesgo cardiovascular

Al final de la semana 16 de experimentacion los animales se mantuvieron en
ayuno durante 12 horas. Se tomé una muestra de sangre por puncion cardiaca y se
centrifug6 durante 10 min a 2500 xg para obtener el suero, éste se almaceno a -70

°C hasta su analisis. Ademas, se extrajeron higado y tejido adiposo.
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6.4.3.1 Resistencia ainsulina

e Determinacién de glucosa

La cantidad de glucosa en suero se cuantific6 con un kit enzimético de la

marca Spinreact.
e Cuantificacién deinsulina

La cuantificacion de la insulina se realizé en las muestras de suero utilizando
un kit basado en el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) de la
marca Millipore. A partir del resultado obtenido se calculé el indice de resistencia a
la insulina HOMA (homeostatic model assessment, por sus siglas en inglés), con el

fin de determinar silos animales presentaron alguin grado de resistencia a la insulina.

mmol
)

Insulina (%) *Glucosa(

22.5

HOMA=

6.4.3.2 Perfil lipidico
En el suero se cuantificd la concentracion de triglicéridos y colesterol total,

mediante kits enziméaticos (Spinreact).

6.4.3.3 Andlisis histolégico

Una seccion de higado y de tejido adiposo fueron fijadas en formalina-soluciéon
amortiguadora al 10% y posteriormente embebida en parafina. Los tejidos fueron
seccionados con un microtomo y tefiidos con hematoxilina y eosina, para ser
posteriormente observados en un microscopio electronico. Para cuantificar el tamafio

de los adipocitos se empleo el software Zen.

6.4.3.4 Cuantificacion de triglicéridos en higado y heces
La extraccion de triglicéridos se llevo a cabo segun el método de Norris et al.
(2003). El contenido de triglicéridos fue cuantificado usando un kit enzimatico de la

marca Spinreact.
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6.5 Formulacion del suplemento
En la fase de conceptualizacion del suplemento se definieron las siguientes

caracteristicas del producto:

« Alimento funcional: Se buscaron las siguientes caracteristicas en el

suplemento:
Contenido de fibra dietaria total mayor al 50%, compuestos antioxidantes extraibles:
2-5% peso seco y antioxidantes macromoleculares: 5-15% peso seco.

* Nueva formulacién: Mezcla de FD de fuentes alternativas a los cereales y

bajo en azlcar.

« Aceptabilidad sensorial: En lo que respecta a sabor, olor y granulosidad.

Asi mismo se llevo a cabo un grupo de enfoque con diez personas relacionadas al
posgrado de alimentos de la facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Querétaro. Se empled un grupo de enfoque con el fin de conocer diversos puntos de
vista y opiniones y de esta manera identificar nuevas oportunidades respecto al
producto que se buscaba desarrollar. En este caso el grupo estuvo dirigido hacia el
producto, y al comienzo se les explico a los participantes lo que era un suplemento
alimenticio y posteriormente se les plante6 18 preguntas. La sesion se grabo tanto
en audio como en video previa autorizacion de los participantes. Como resultado se

encontro que las caracteristicas deseadas en el producto son las siguientes:

e Sabor, olor y color agradable

e Facil de disolver

e Producto natural libre de conservantes artificiales
e Sin apelmazamiento

e Poca turbidez

e Bajo en calorias

e Antioxidante

Se desarrollaron 3 formulaciones, a partir de los subproductos de mango,
granada, uva y Jamaica, presentes en distintas proporciones. Asi, la formulacion 1

se caracterizé por un mayor contenido de uva (45%), la 2 por un mayor contenido de
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Jamaica (45%) y la 3 de los subproductos de mango y granada (22.5%). Como
aditivos se empled sucralosa, ya que no aporta contenido calérico y es estable a pH
acido, y didxido de silicio como anti aglomerantes. No se emplearon conservantes ya
gue se trata de un producto en polvo con una actividad de agua muy baja y con un

pH &cido.

6.6 ldentificacion de polifenoles extraibles e hidrolizables y acidos organicos
por UPLC-ESI-QTOF MSEen las formulaciones desarrolladas.

Para la preparacion de la muestra de los polifenoles extraibles, se siguio el
procedimiento del apartado 6.3.1.3, este se concentré al vacio en un SpeedVac™,
finalmente se resuspendié en la fase movil. Para los polifenoles hidrolizables se

empled la metodologia explicada en el apartado 6.3.1.5.2.

Para el perfil fitoquimico se emple6 un UPLC acoplado a un espectrometro de
masas de tiempo de vuelo con movilidad de iones (QTOF MSE) con una interfase de
ionizacion por electrospray (ESI) (Vion; Waters Co, Milford, USA). Se empled la
metodologia descrita por Rodriguez-Gonzalez et al. (2018) con algunas
modificaciones. 2 uL de muestra se inyecté en una columna ACQUITY UPLC-BEH
C18, (2.1 x 100 mm, 1.7 uym) a 35°C. La fase mévil fue (A) agua con 0.1% de acido
férmico y (B) acetonitrilo con 0.1% de acido formico, el gradiente de elucion se explica
en el Cuadro 5, con un flujo de 0.4 mL/min. La adquisicion de los datos se realiz6
empleando un espectrometro de masas en modo positivo para las antocianinas y en
modo negativo para los demés compuestos fendlicos y para los acidos organicos. La
ionizacion se realizé en un rango de masa de 50-1800 Da. El voltaje del capilar se
establecié en 2 kV; la temperatura de la fuente en 120 °C; el nitrégeno se empleo
como gas de solvatacion a 800L/h y 450 °C, yde cono a 50 L/h. La energia de colision
baja se estipul6 en 5 eV y una rampa de alta de 15 a 45 eV. Una solucion de leucina-
encefalina (50 pg/mL, 10 uL/min) se empled para la correccibn de masa. La
identificacion de los fitoquimicos se llevo a cabo analizando su masa exacta (error
de masa <10 ppm), su distribucion isotopica y el patrén de fragmentacion

comparandolo con espectros de masa previamente reportado en la literatura.
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Cuadro 4. Gradiente de elucién para polifenoles extraibles e hidrolizables

Polifenoles
Tiempo (min) | %A | %B
0 95
2 95
22 5 95
25 5 95
27 95
30 95

6.7 Caracterizacion fisicoquimicay funcional de las formulaciones

6.7.1 Color

Las muestras en polvo se colocaron en cajas Petri en una capa uniforme y se
registraron las lecturas correspondientes al espacio CIELAB a través de los

parametros de a*, b*, C*, L* y h, empleando un colorimetro marca Minolta 2002.

6.7.2 pH

Las muestras en polvo fueron diluidas en agua de acuerdo a la sugerencia de
uso de acuerdo a la concentracién de fibra por cada porcién: a un volumen de 250
mL de agua se le adicionaron 12.2, 11.2 y 12.6 g de las formulaciones 1, 2 y 3,
respectivamente. Posteriormente se midié el pH empleando un potenciémetro de la

marca Horiba.

6.7.3 Humectabilidad

Se pesaron 10 g de cada formulacion y se vaciaron sobre 100 g de agua
destilada contenida en un vaso de precipitado de diametro interno de 80 mm. Se
determiné el tiempo al cual el polvo desaparecié de la superficie. Este tiempo se
conoce como tiempo de humectacion. La prueba se realizé a la misma temperatura
para todas las muestras, llegando a un tiempo maximo a los 60 min, ya que para
algunos polvos puede ser necesario mas que este tiempo para completar la

humectacion. Si el polvo es pobremente humectable, se medira la cantidad de polvo
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gue no desaparece de la superficie del agua después de 1, 20 y 60 min. En estos
casos se eliminé el polvo con cuidado de la superficie del agua con una cuchara, se
sech y peso para cuantificar la cantidad de polvo que no se hundi6 (Fitzpatrick et al.,
2016). El porcentaje de humectabilidad se estimé empleando la siguiente ecuacion:

% de humectabilidad=100x 2229 (9) (2 3

polvo inicial (g)

6.7.4 indice de dispersabilidad

La dispersabilidad es la capacidad del polvo para mojarse sin formar grumos
en el agua. El indice de dispersabilidad se define como el porcentaje (%) de materia
seca que pasa a traves de un tamiz después de que es mezclada por un corto tiempo
con una espatula. Para su medicion se afiadié 10 g de polvo en un vaso de
precipitado de 250 mL con 100 mL de agua desionizada a 25 °C y luego se mezcl6
vigorosamente con una espéatula durante 15 s con el fin de hacer 25 movimientos
completos a lo largo del diametro del vaso de precipitado. Después de eso, las
muestras reconstituidas se vertieron sobre el tamiz de 250 micras para separar las
particulas dispersadas en la suspension en base a la medida de la dispersion, y las
muestras que se pasaron por el tamiz se recolectaron para su posterior secado a 105
°C durante toda la noche. Al dia siguiente la materia seca se peso y se calculo el

indice de dispersabilidad de la siguiente manera (Ji et al., 2016):

Pms+(100+Pm)

100-H
Pm+ 50~

indice de dispersabilidad=

Donde:
Pms (% p/p): peso de la muestra seca después de tamizar
Pm: peso de la muestra

H (% p/p): es el contenido de humedad de la muestra
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6.7.5 Indice de solubilidad en agua

Se pesaron 2.5 g de muestra y se adicionaron 50 mL de agua destilada, se
agité durante 30 min. Posteriormente la suspensién se centrifugé a 3000 xg por 15
min. El sobrenadante se decanté y sec6 a 100 °C durante 24 h El ISA se calcul6 de

la siguiente manera (Anderson 1982):

Peso del residuo de evaporacion
o=
ISA (%) Peso de la muestra x100

6.8 Estudio de vida de anaquel

6.8.1 Descripcién del producto

Suplemento alimenticio en polvo rico en fibra dietaria (>50%) y compuestos
antioxidantes (extraibles: 2-5% y macromoleculares: 5-15% peso seco). Elaborado a
partir de subproductos que fueron seleccionados en etapas anteriores de este
proyecto, es decir: mango, uva, granada y calices de Jamaica. Como ingredientes
secundarios contiene sucralosa y dioxido de silicio. El producto se empaco en bolsas
de aluminio laminado recubiertas con polietileno, con la finalidad de que fuera una
barrera a la luz y a los gases. El disefio de almacenamiento fue reverso y cada
muestreo se almacend en congelacion que es donde los procesos deteriorativos para

este producto se hacen mas lentos.

En este tipo de producto los principales eventos deterioradores: son cambios
fisicos como la ganancia de humedad, que se buscé disminuir a través de las
caracteristicas del empaque; y las reacciones oxidativas, las cuales causan la
degradacion de los compuestos bioactivos que son claves en este producto. Por lo
tanto, el contenido de éstos fue el indicador critico. Para este indicador, el limite de
aceptabilidad (cutoff) se establecié como un contenido de compuestos polifendlicos

extraibles menor al 2%.

Para el estudio de vida de anaquel se almacenaron 15 g de las 3 formulaciones
seleccionadas en bolsas de aluminio laminado recubiertas con polietileno de 15 x 15

cm. Para las condiciones de almacenamiento se evaluaron 3 temperaturas: 25, 35y
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45°C. Los muestreos se realizaron en los dias 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120 y 150. Se
cuantificaron los compuestos fendlicos extraibles (6.3.1.3), antocianinas (6.3.1.5),
color (6.7.1), pérdida de peso (peso inicial-peso final), capacidad antioxidante
(6.3.1.6), y en el dia 150 del almacenamiento se cuantificaron antioxidantes

macromoleculares (6.3.1.7.1y 6.3.1.7.2) e indice de solubilidad en agua (6.7.5).

6.9 Evaluacion del efecto del consumo de las tres formulaciones sobre los

factores de riesgo cardiovascular

Con la finalidad de determinar si las tres formulaciones desarrolladas
presentan algun efecto para la prevencién de factores de riesgo cardiovascular, éstas
fueron evaluadas en un modelo de ratas macho Wistar con peso de 180 ¢
provenientes del bioterio de la Universidad Nacional Autonoma de México, campus
Juriquilla. Esta cepa es propensa a la obesidad, por lo que diversos autores
recomiendan un tamafo de muestra de 8-10 animales por grupo con el fin de reducir
la variabilidad e incrementar la confianza estadistica. Los experimentos con animales
se disefiaron de acuerdo al protocolo de Cuidado y Uso de Animales de la
Universidad Autonoma de Querétaro, siguiendo los lineamientos estipulados en la
NOM-062-Z00-1999. El protocolo se aprob6 por el comité de bioética con el nUmero
de oficio CBQ17/071.

6.9.1 Aclimatacién de los animales de experimentacion

Las ratas se sometieron a un periodo de adaptacién de una semana en el
bioterio, bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h cada uno, a temperatura y humedad
controladas (20 + 2 °C y 55 + 15% respectivamente) y con acceso libre a comida y

agua.

6.9.2 Grupos experimentales

Se formaron 5 grupos de 8 animales cada uno. Durante todo el experimento,
se llevo a cabo el monitoreo de la conducta de los mismos. Los grupos que se
formaron fueron los siguientes: el primer grupo (control) se alimenté con una dieta
estandar Lab chow 5001 de Purina. El segundo grupo (control) se aliment6 con una

dieta hipercaldrica; alta en grasa (20%), fructosa (18%), colesterol (1%) y colato de
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sodio (0.25%), las dietas se ajustaron con caseina para tener 19% de proteina. Para
los 3 grupos restantes, los suplementos se incorporaron a la dieta hipercal6rica. De
acuerdo a lo que se encuentra reportado, se ajusto el contenido de suplemento hasta
obtener en la dieta un 8% de fibra. La dieta comercial contiene 3.33% de fibra, por lo
tanto, las formulaciones se adicionaron en un 4.67%. Los animales consumieron
éstas dietas durante 10 semanas que fue la duracién del estudio. El consumo de

agua y alimento fue ad libitum.

Cada 5 semanas se registré el consumo de alimento y cada semana el peso
corporal, el cual fue comparado con la curva de crecimiento publicada por Harlan
para las ratas macho Wistar, ya que si algun animal pierde mas del 20% de su peso

debera ser sacrificado.

6.9.3 Sacrificio

Al final de la experimentacién, los animales se mantuvieron en ayuno durante
10 a 12 h. A la mafiana siguiente se sacrificaron por decapitacion y se tomé una
muestra de sangre que se centrifugd durante 10 min a 2500 xg para obtener el suero.
Posteriormente se realiz6 una incision con bisturi esterilizado desde el térax hasta el
ano, separando la piel y el misculo para tener acceso a las visceras abdominales.
Se llevé a cabo la recoleccién de tejido adiposo, aorta e higado, los cuales se lavaron
con solucién fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9%). Una parte de estas muestras se
almaceno en solucion amortiguadora de formalina al 10% (pH 7.6) para los andlisis

histoldgicos y la restante a -70 °C hasta su posterior andlisis.

6.9.4 Determinaciones en suero
Se cuantifico glucosa y perfil lipidico: colesterol total, HDL, LDL vy triglicéridos,
con kits enzimaticos de la marca Spinreact. Ademas, se cuantificé insulina con kit de

ELISA de la marca Millipore.

6.9.5 Andlisis histolégico
Una seccion de higado y de tejido adiposo fueron fijadas en formalina-solucion
amortiguadora al 10% y posteriormente embebida en parafina. Los tejidos fueron

seccionados con un microtomo y tefiidos con hematoxilina y eosina, luego
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observados en un microscopio electrénico. Para cuantificar el tamafio de los

adipocitos se empleo el software Zen.

6.9.6 Cuantificacién de triglicéridos y colesterol en higado y heces

Para la extraccion de lipidos se pesaron 100 mg de tejido congelado y se
homogenizaron con 100 pL de NaCl 0.15 M y 1000 pL de cloroformo:metanol (2:1).
Posteriormente, se incubd a -20 °C durante 4 h y las muestras se centrifugaron a 11
200 xg por 5 min a 4 °C. Finalmente la fase inferior se recuperd y se almacené a -20
°C hasta su uso. La cuantificacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL se

llevd a cabo en este extracto empleando kit enzimaticos de la marca Spinreact.

En el caso de la extraccion de lipidos en heces, se pesaron 50 mg de heces
secas y molidas, que posteriormente se homogenizaron durante 1 min con 200 uL
de NaCl 0.9% y 800 uL de cloroformo:metanol (2:1). Las muestras se centrifugaron
a 7000 xg durante 10 min, se tomo el sobrenadante y se incubd por 3 h a -20 °C.
Pasado este tiempo las muestras se centrifugaron a 11 200 xg por 5 min a 4 °C, la
fase inferior se recuperé y se evaporé hasta sequedad en el SpeedVac®. El

contenido de colesterol y triglicéridos se determin6 con kits enzimaticos.

6.10 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro se expresaron como la media
+ desviacion estandar (DE) y los de las pruebas in vivo como la media * el error
estandar (EE). Para los datos con distribucion normal, se realizé un andlisis de
varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95% vy la diferencia entre los
subproductos y los tratamientos evaluados se realiz6 mediante la comparacion de
medias por la prueba de Tukey. En los datos de vida de anaquel la comparacion con
el grupo control, se llevdo a cabo por el método de Dunnett. Para los datos no
paramétricos se emple6é una comparacion para todos los pares por el método de
Steel-Dwass. Los datos se analizaron con el paquete estadistico JMP 10 y los

graficos de estrella se realizaron en R software
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VIlI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de compuestos bioactivos de los subproductos de mango,

durazno, Jamaica, tuna, orujo y granada

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de fibra dietaria total (FDT),
soluble (FDS) e insoluble (FDI). El subproducto de Jamaica presenté hasta tres veces
mas FDT que los subproductos de tuna (19.1%) y mango (22.9%), y 1.7 veces mas
gue el de durazno (39.5%). Sayago-Ayerdi et al. (2014) caracterizaron los célices
resultantes de la decoccion de 4 cultivares mexicanos de Jamaica y reportaron
contenido de FDT, FDS y FDI de 40.7-45.7%, 7.1-10.9% y 29.8-37.8%,
respectivamente. Estos valores son menores a los obtenidos en este trabajo, y esto
puede estar relacionado al proceso de decoccion ya que dichos autores utilizaron
tiempos mas corto (5 min), en comparaciéon a los 20 min a los cuales fue sometida la
Jamaica de este estudio, posiblemente, a tiempos mas prolongados se podrian
lixiviar mas componentes al agua y de esta forma concentrar la fibra dietaria.
Ademas, el subproducto de Jamaica es un material que tiene una buena proporcion
de FDI:FDS.

El orujo de uva contiene 60.5% de FDT, sin embargo, presenta una baja
cantidad de fibra soluble (2.89%). Estos resultados son similares a lo reportado por
Tseng y Zhao (2013), quién encontré valores de 61.3% para FDT, 59.8% para FDI y
1.4% para FDS en orujo de uvas tinta de la variedad Pinot Noir. Las uvas tintan se
caracterizan porque tienen un contenido de FDT mayor que las blancas (Deng et al.,
2011).

Respecto al subproducto de durazno este tiene 2 y 1.7 veces mas
concentracion de FDT que los subproductos de tunay mango, respectivamente. Este
subproducto es importante ya que fue el de mayor proporcién de FDS en relacion a
la FDT (29.2%). Grigelmo et al. (1999) evaluaron concentrados de fibra dietaria de

varios subproductos industriales, entre ellos el durazno, y reportaron contenido de

65



FDT entre 30.7—36.1%, de los cuales el 23.8% corresponde a la FDI y el 12.3% a la
FDS. Asi mismo, Amaya-Cruz et al. (2015) evaluaron este mismo tipo de subproducto
de durazno y reportan valores de 37.6%, 13.4% y 24.3% para FDT, FDS y FDI,
respectivamente. Los anteriores valores son por tanto similares a los reportados en

este trabajo.

En cuanto al subproducto de mango, que se encuentra compuesto
principalmente por cascara y remanentes de pulpa, present6 47.88% de FDT, siendo
significativamente mayor al contenido del subproducto de tuna y durazno. Garcia-
Magafa et al. (2013) cuantificaron el contenido de fibra dietaria de subproducto de
mango de las variedades Ataulfo y Tommy Atkins, obteniendo valores de FDT de
22.5-24.5% para la pulpa 'y 23.6-38.7% para la cascara, el contenido de FDS fue de
4.9-6.2%y 11.1-12.1% y para la FDI de 17.5-17.6% y 16.5-26.6%, para la pulpa y la

cascara respectivamente. El valor obtenido en este trabajo para FDT fue muy similar.

Cuadro 5. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble FDT, FDS y FDI de
los subproductos

Fibra Fibra Fibra Relacién

Material . ) dietaria dietaria
dietaria total soluble insoluble FDI:FDS

Mango 47.88+1.05  15.13+0.252  32.75+0.80¢  68.4: 31.6
Durazno  39.50+0.20¢ 11.72+0.27b 27.95:0.46°%¢  70.8:29.2
Jamaica  67.16+0.782  18.44%0.132  48.43+0.72>  72.1:27.9

Tunarojalisa 19.09+0.87¢  4.374#0.49¢¢  14.72+0.59¢  77.1:22.9
Orujpdeuva 60.51+0.042  2.89+0.52¢  57.62+0.482  952:4.8

Los valores se expresan en porcentaje en base a materia seca y representan la media + DE.
Determinaciones con tres réplicas cada uno. Valores con diferente letra en el mismo renglén indican
diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

El subproducto de tuna tuvo el menor contenido de FDT, Jiménez-Aguilar et
al. (2015) reportaron para cascara de tunas rojas contenido de FDT, FDS y FDI de

43-51%, 10-19% y 28-35% respectivamente, siendo aproximadamente el doble a lo
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encontrado en este trabajo, éstas diferencias pueden atribuirse a la variedad de

cultivo.

En todos los subproductos, la FDI fue la fraccion mas abundante en relacion
a la FDT. El orujo presentd la mayor proporcion (95%), seguido de la tuna (77%), el
mango (77%), la Jamaica (72%) y el durazno (71%) (Cuadro 5). Sin embargo, la
fraccion de FDS, fue mayor para todos los subproductos que la encontrada en el
salvado de algunos cereales (2-4%) (Grigelmo-Miguel et al., 1999), a excepcion del

orujo.

Tanto la FDI como la FDS, tienen un efecto fisiologico diferente, por lo tanto
ambas se deben consumir en proporciones adecuadas, con la finalidad de lograr un
comportamiento sinérgico; se recomienda consumir ambas fracciones en una
relacion de 70:30 a 50:50 (FDI:FDS), con el fin de maximizar los beneficios de cada
fraccion (Schneeman 1987). Todos los subproductos, excepto el orujo de uva, se
encuentran dentro de éstos valores (Cuadro 5). Estas proporciones, (70:30, 50:50),
son las que se encuentran de forman general en las frutas, por ello es que se
considera que es mas completa la fibra dietaria de las frutas porque tiene mayor
contenido de FDS y por lo tanto, se le ha relacionado con mayor cantidad de efectos

fisiologicos.

La fibra dietaria insoluble se encuentra relacionada con la regulacion
intestinal, la absorcion de agua y un aumento de la masa fecal (Escudero Alvarez y
Gonzalez Sanchez, 2006), ademas de una disminucién de la ganancia de peso
corporal y mejora de la resistencia a la insulina a través de un aumento de oxidacién
de acidos grasos en higado (Isken et al., 2010). En el caso de la FDS al mezclarse
con el agua se incrementa su viscosidad, esta propiedad es la encargada de retardar
el vaciamiento gastrico, asi como, de disminuir la absorcion de nutrientes como la
glucosa, lipidos y colesterol en el intestino delgado, pues al unirse a éstos reduce su
liberacion (Klont 2000). Asi mismo, retarda la accion de enzimas digestivas como la

alfa amilasa (Ou et al., 2001), disminuyendo asi la glicemia postprandial.
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La fibra dietaria tiene asociados compuestos polifendlicos, éstos destacan
como agentes bioactivos que previenen o disminuyen el desarrollo de enfermedades
cronicas (Keith y Christy, 2010). Se clasifican como extraibles, que son aquellos que
son solubles en solventes organicos, o como antioxidantes macromoleculares, que
permanecen retenidos en el residuo de la extraccion (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto,
2015). De los extraibles, el subproducto de mango fue el que presenté mayor
concentracion 97.28 mg Eq. AG/g (Cuadro 6), éstos resultados son similares a lo
reportado por Ajila et al. (2007) quienes analizaron un extracto acetonico de la piel
del mango. Igualmente Ajila y Prasada (2013) evaluaron mangos en diferentes
estados de madurez de las variedades Raspuri y Badami y encontraron valores de
54.6-109.7 mg Eq AG/g.

Cuadro 6. Contenido de compuestos fendlicos extraibles de los subproductos

Material Compuestos fendlicos? Flavonoides?
Mango 97.28+9.692 9.94+0.21°
Durazno 10.14+1.09°¢ 3.01+0.20¢
Subproducto de Jamaica 6.83+0.18¢ 5.44+0.24¢
Tuna roja lisa 9.64+0.50¢d 2.45+0.294d
Orujo de uva 27.75+£2.20" 26.25+0.292

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).
Compuestos fendlicos (mg Equivalentes de acido galico/g). 2Flavonoides (mg Equivalentes de
catequina/g).

Después del subproducto de mango, el orujo de uva presentdé el mayor
contenido de compuestos fendlicos extraibles (Cuadro 6), presentando el doble que
el subproducto de tuna y durazno y 5 veces mas que el de Jamaica. Deng et al.
(2011) reportaron valores de 21.4-26.7 mg Eq AG/g para extractos de acetona:agua
(70:30, v/v) acidificado con 0.1% de orujo de uva de variedades tintas, siendo esto
casi el doble en lo encontrado para variedades blancas (11.6-15.8 mg AG/g). Asi
mismo de la variedad Cabernet Sauvignon, se han reportado valores mayores que
los encontradas en este trabajo (74.75 mg AG/g); sin embargo, esta es una de las

variedades que mayor concentraciéon de compuestos fendlicos se le ha reportado
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(Rockenbach et al., 2011). El orujo de uva presentd la mayor concentracién de

flavonoides (26.2 mg Eqg Cat/g) en comparacion con los demas subproductos.

Los subproductos de durazno y tuna mostraron concentraciones similares de
compuestos fendlicos (9.64-10.14 mg Eq AG/g) y flavonoides (2.45-3.01 mg Eq

Cat/g), respectivamente.

Para durazno se ha reportado un contenido de compuestos fendlicos de 7.12
a 8.81 para la pulpay de 12.09 a 13.54 mg Eq AG/g para la piel. Estos resultados
dependen de la variedad estudiada (Manzoor et al., 2012) y son similares a los
encontrados en este trabajo, ya que el subproducto es una mezcla de piel y pulpa.
Estos mismos autores cuantificaron los flavonoides totales, y reportaron valores entre
5.99-7.85 para la piel, y 3.01-4.99 mg CE/g para la pulpa, el resultado de este trabajo

es también similar a los valores reportados para la pulpa (3.01 mg Eq Cat/g).

Durante el proceso de elaboracion de agua de Jamaica parte de los
compuestos polifendlicos extraibles se solubilizan a la bebida y los restantes
continian en el subproducto. Este subproducto fue el que presentd la menor
concentracion de compuestos fendlicos, 6.83 mg GAE/g. Sayago-Ayerdi et al. (2007)
reportaron contenidos de 5.3 mg GAE/g hasta el 13.4 mg GAE/g para residuos de
decoccion de diferentes cultivares de flor de Jamaica mexicana, valores similares a
lo encontrado en este trabajo (6.8 mg GAE/g). Respecto al contenido de flavonoides,
este fue significativamente mayor al de durazno y la tuna, siendo 1.7 y 2.2 veces
mayor, respectivamente. No existen reportes de flavonoides en este residuo,
solamente en calices. En los célices Borras-Linares et al. (2015) reportaron

contenidos de 4.19 hasta 22.6 mg Eq de quercetina/g.

También se cuantificaron las antocianinas monomeéricas por la técnica de pH
diferencial y se observaron diferencias estadisticas significativas (p= 0.05) entre el
subproducto de Jamaica y el orujo. En contraste, al contenido de fenoles, el
subproducto de Jamaica tuvo 5 veces mas antocianinas que el orujo (Cuadro 7).

Durante el proceso de decoccion parte de las antocianinas se solubilizan en la bebida
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de Jamaica y las demas quedan retenidas en los calices. Ademas éstos compuestos
se pueden degradar durante el tratamiento térmico debido la hidrdlisis de enlaces
glucosidicos, seguido de la conversion de las agliconas en chalconas que finalmente
resultan en a-diacetona (Marston y Hostettmann, 2006). Hasta el momento no se

habia reportado el contenido de antocianinas del subproducto de Jamaica.

En cuanto al contenido de antocianinas del orujo, este fue 5.1 veces menor
gue el de la Jamaica; se ha reportado concentraciones de antocianinas de 0.89 mg
Eq de malvidina 3 glucdsido/g para orujo de la variedad Cabernet Sauvignon (Deng
et al.,, 2011). La diferencia con lo encontrado en este trabajo puede deberse a
diferentes condiciones en el proceso de elaboracion del vino, asi como en las

condiciones edafoclimaticas del vifiedo.

Cuadro 7. Contenido de antocianinas y betalainas en los subproductos

Material Antocianinas?! Betalainas
Betaxantinas? Betacianinas*
Mango ND ND ND
Durazno ND ND ND
Jamaica 12.139+0.112 ND ND
Tuna roja lisa ND 22.997+0.27 0.258+0.00
Orujo de uva 20.412+0.06° ND ND

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de t-student). *Antocianinas
(mg Equivalentes de cianidina 3 glucésido/g). 2Antocianinas (mg Equivalentes de malvidina 3
glucdsido/g) °Betaxatinas (ug equivalentes de betaxantina/g). “Betacianinas (g equivalentes de
betacianina/g). ND. No detectada

Se hareportado, en estudios de intervencion, que el consumo de antocianinas
mejora la sensibilidad a la insulina, el perfil de lipoproteinas, incluyendo un aumento
del HDL y una reduccion del LDL; disminuye la actividad de la CETP y los niveles de
la proteina C reactiva ultrasensible, moléculas de adhesién (sVCAM-1) y citocinas
proinflamatorias; ademas tiene un efecto antioxidante al reducir los niveles de LDL

oxidada, malondialdehido y radicales libres. Su consumo por pacientes con diabetes
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tipo 2 les reduce la glucosa en ayuno y les aumenta la concentracién de adiponectina
en suero (Guo y Ling, 2015).

Finalmente, el subproducto de tuna fue el Unico material en el cual se
detectaron betalainas (Cuadro 7). Jiménez-Aguilar et al. (2015) reportaron que en
frutos de tuna, éstas se concentran principalmente en la pulpa, seguido de la cascara
y finalmente en las semillas. En variedades rojas, Rojo San Martin y Rojo Cenizo, se
encontraron valores de 144.3-834.3 pg eq betaxantina/g y 163.5-1346.8 ug

equivalentes de betacianina/g, valores inferiores a lo reportado en este trabajo.

Como parte de la caracterizacion nutracéutica de los subproductos se realizé
la cuantificacién detallada de compuestos fendlicos, en la que se incluy6 10 acidos
fendlicos, 6 flavanoles, 2 flavononas, un flavonol y un estilbeno (Cuadro 8). El
subproducto de durazno presenta como componentes mayoritarios los é&cidos
clorogénico y galico, epicatequina y catequina, mientras que, para mango, los
principales compuestos fueron el &cido clorogénico, galico, cafeico y ferulico,
epicatequina y rutina. Los &cidos clorogénico y galico, la epicatequina, la catequina
y el resveratrol fueron los mas abundantes para el orujo; el acido clorogénico, la
epicatequina y la catequina, para Jamaica y los acidos clorogénico y galico para la

tuna.

Mercado-Mercado et al. (2015) reportaron en residuos de decoccion como
principales compuestos polifendlicos al &acido siringico, la catequina y el &cido

clorogénico, similar a lo reportado en este trabajo.

En el subproducto de durazno, el contenido de &cido elagico y rosmarinico,
galocatequina galato y quercetina fue significativamente mayor que los demas
subproductos. Asi mismo, en el mango, las concentraciones de acido galico, cafeico,
4-hidroxibenzoico y protocatecuico, kaempferol, hesperidina y rutina fueron
significativamente mayor que para los demas materiales. En cuanto al orujo de uva,
acido sinapico, epicatequina, eriocitrina y resveratrol fueron mayores; las variaciones

en el perfil con lo ya reportado para orujo de uva pueden deberse a la variedad, el
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lugar de cultivo, el clima, la madurez y el tiempo de fermentacion (Yu y Ahmedna,
2012).

El contenido de &cido clorogénico y catequina de la tuna fue significativamente
mayor que para los demas subproductos, y la epigalocatequina galato para la

Jamaica (Cuadro 8).

El &cido clorogénico y el galico fueron los &cidos fendlicos mas abundantes en
los subproductos. El acido clorogénico es uno de los mas abundantes en la dieta y
la evidencia sugiere que modula el metabolismo de lipidos y carbohidratos;
potencializa la accion de la insulina (estudio in vivo), disminuye la absorcion intestinal
de glucosa (estudio in vivo), ademas estimula el ingreso de glucosa a los adipocitos
(estudio en células). También disminuye la ganancia de peso corporal y la
acumulacion de grasa visceral a traves de la inhibicion de la absorcion de lipidos y la

activacion del metabolismo lipidico en higado (estudio in vivo) (Meng et al., 2013)

El acido galico tiene una reconocidos efectos benéficos a la salud; Huang et
al. (2015) administraron en ratas wistar alimentadas con una dieta alta en fructosa
(66%), 10 0 30 mg de acido galico/kg de peso corporal y encontraron que disminuyo
la hiperglicemia y mejoré el metabolismo de glucosa en el higado, todo esto debido
a una sobrerregulacion de proteinas involucradas con la transduccion de la sefial de
insulina en el higado, incluyendo el receptor de insulina, IRS1, fosfoinositol 3-
guinasas (PI3K), AKT/PKB y GLUT 2; ademas en higado, disminuy0 la expresiéon de
fructosa 1,6-bifosfatasa (gluconeogénesis) y sobreregulé proteinas relacionadas con
la glucdlisis: hexocinasa, fosfofructocinasa y aldolasa. Por lo tanto, se espera que los

subproductos, especialmente los de mango y Jamaica, tengan esta actividad.
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Cuadro 8. Concentracion (ug/g) de compuestos fendlicos en subproductos de durazno, mango, orujo, Jamaica y tuna

Compuestos

polifendlicos

Tiempo
de

por HPLC-DAD

retencion

Durazno Mango Orujo Jamaica Tuna

Acidos fenélicos

Clorogénico 2.1 151,36 + 1.45¢ | 170.55+ 5585 | 84.61+258¢ | 69.76+3.51¢ | 210.57 +2.052
Galico 4.4 83.15+0.92¢ | 334.05+8.832 | 168.62+0.32° | 4.14+0.20° | 22.67+0.21¢
Cumérico 16.1 DLD 7.75+0.21a 1.37 £ 0.05b 0.35+0.01° 0.28 + 0.03°
Cafeico 12.3 428+0.09° | 7410+056a | 0.72+0.04c | 1.40+0.05¢ 0.35 +0.07¢
Sinapico 19.1 DLD 0.03 + 0.00° 0.17 +0.012 0.03+0.00> | 0.010.00b
Elagico 29.7 6.47 £ 0.222 DLD 2.80 + 0.13P 1.88 % 0.16¢ 2.87 + 0.23P
hidmxik‘;nzoico 9.8 9.13+ 0.52b 15.6 + 0.282 3.19+0.11°¢ 4.33 +0.42¢ 0.34 +0.01¢
Protocatecuico 14.3 1.06+0.04¢ | 12.05+0.352 | 1.98+0.03" 0.19 + 0.02¢ 0.14 + 0.01¢
Rosmarinico 26.6 0.09 + 0.002 DLD 0.02 +0.01° 0.05 + 0.01P 0.02 + 0.01°
Ferdlico 18.7 0.35+0.01> | 70.05+9.71a | 2.37+0.15° | 0.16 +0.00> | 0.17 +0.01°
Flavonoides: flavanoles

Epigag;‘f::gq“i”a 25.6 0.85 +0.01° DLD 0.40 + 0.05°¢ 1.21  0.032 0.04 +0.01¢
Epicatequina 2.4 27.51+0.37¢ | 232.70 £7.49 | 506.53+0.652 | 18.63+0.46% | 7.94+0.23¢
Catequina 3.0 33.74+1.28° | 18.15+0.21b | 20.12+0.50¢ | 34.69+1.265 | 83.73+9.642
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Kaempferol 13.1 DLD 0.15+0.072 DLD 0.04 £ 0.002b 0.07 £ 0.002b
Ga"’;;ig“i”a 24.8 0.16 +0.002 DLD 0.06 £0.00 | 0.06 +0.01> | 0.06+0.01b
Quercetina 27.8 12.93+0.352 3.69+£0.16b 1.55+0.09¢ 1.27 £0.76¢ 1.38 £+ 0.15¢
Flavonoides: flavononas
Eriocitrina 19.4 0.05 + 0.00b 0.02 + 0.00 be 0.16 £ 0.022 0.02 + 0.00 be DLD
Hesperidina 24.2 DLD 494 +0.24 DLD DLD DLD
Flavonoides: Flavonoles
Rutina 204 15.70 £ 0.38" 129.67 £ 2.48%2 4.03+0.23¢ 1.85+0.16¢ 1.50 £ 0.18¢
Estilbenos
Resveratrol 33.5 DLD DLD 97.62 +1.702 DLD DLD

Datos expresados como media + DE. Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

DLD: Debajo del Limite de Deteccion
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Cuadro 9. Identificacion de compuestos fendlicos en subproductos de durazno, mango, orujo, Jamaica y tuna por

HPLC-DAD-MS

Compuestos

Durazno
(mAbs)

Jamaica
(mAbs)

polifendlicos

retencién

Acidos fendlicos

Cinamico 13.7 23.70+£1.18" 209.27 + 8.072 DLD 7.89 £ 0.35°¢ 6.60 + 0.33°¢
Caftérico 14.2 120.43 + 1.69°b 128.35+9.71P | 178.77 £ 4.882 | 26.24 +2.39¢ 52.69 + 2,354
Cutérico 20.9 DLD DLD 220.03 £ 7.442 DLD DLD
Siringico 23.6 17.52+1.092 13.35+0.232 16.83 £ 2.14 42 15.32+1512 16.57+1.812
Flavonoides: flavanoles
Procianidina B2 21.2 61.66 + 2.582 1.70+0.07 ¢ 7.11 +0.05°P 2.23+0.06 ¢ 2.89 + 0.22bc
Procianidina B1 13.4 16.51 + 3.632 1.22 +0.14"b 17.23+1.652 2.92 +0.26" 2.20 £ 0.12b

DLD: Debajo del Limite de Deteccién
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Ademés de los compuestos fendlicos cuantificados por HPLC-DAD
empleando estandares, se identificaron, por HPLC-DAD-MS, 4 &cidos fendlicos y 2
flavanoles (Cuadro 10); para completar el perfil los que se buscaron fueron diferentes
a los que ya se habian cuantificado previamente por HPLC-DAD. De éstos, el acido
cindmico se encuentra principalmente en el mango, el &cido caftarico y cutarico en el
orujo, el acido siringico no presentd diferencia estadistica significativa entre los
subproductos. En relacion a los flavonoides, la procianidina B1 es mayoritaria en los

subproductos de durazno y uva, y la procianidina B2 en el durazno.

Cuadro 10. Concentracion (ng/g) de antocianinas en los subproductos de uva y

Jamaica
Antocianinas Tlempc_),de Jamaica
retencion
Delfinidina-3-glucésido 9.3 2.42+0.0.06° 6.20+0.052
Cianidina-3-glucésido 11.2 0.86+0.02° 3.58+0.182
Malvidina-3-glucésido 12.6 4.49£0.03% 2.73+0.23b
Peonidina-3-glucésido 12.9 1.47+0.022 1.16+0.10°
Delfinidina-3- 14.0 0.97+0.02 DLD
acetilglucosido
Cianidina-3-acetilglucésido 14.6 DLD 0.38+0.06
Peonidina-3- 15.3 1.79+0.06 DLD
acetilglucésido
Malvidina-3-acetilglucésido 15.8 0.97+0.02 1.09+0.15
Delfinidina-3-p- 16.5 2.37:0.04° 3.23+0.112
cumarilglucésido
Cianidina-3-p- 16.9 3.35:0.04 2,010,120
cumarilglucésido
Peonidina-3- 17.6 1.02+0.02 0.93+0.08
acetilglucésido
Malvidina-3-acetilglucosido 18.2 0.87+0.002 0.51+0.08P

Los valores representan la media + DE. Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba t de student. DLD: Debajo del Limite de Detecci6n

Asi mismo, se cuantificaron las antocianinas en el subproducto de uva y
Jamaica por HPLC-DAD (Cuadro 10). La malvidina-3-glucésido, la cianidina-3-p-
cumarilglucésido, delfinidina-3-p-cumarilglucésido y la delfinidina-3-glucésido fueron
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mayoritarias en el orujo de uva, siendo la malvidina-3-glucésido la que present6 una
concentracion superior (4.49 ng/g), como ya se ha reportado en orujo de uva (Yu y
Ahmedna, 2012). En este, el contenido de antocianinas varia con el método de
vinificacion y los tiempo de contacto; cuanto mas largo el tiempo de contacto, menor
serd el contenido de antocianinas que permanece en el orujo (Gomez-Plaza et al.,
2006). Por otro lado, la delfinidina-3-glucésido, la delfinidina-3-p-cumarilglucésido, la
cianidina-3-glucosido y la peonidina-3-glucésido fueron las mas abundantes del
subproducto de Jamaica. Las antocianidinas mas frecuentes reportadas en los
calices de Jamaica, son cianidina-3-glucoésido, delfinidina-3-glucésido, cianidina-3-
sambubiosido, y delfinidina-3-sambubiosido (Borras-Linares et al., 2015). Sin
embargo, hasta el momento no se habia reportado el contenido de antocianinas en

subproductos de calices de Jamaica.

30
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Figura 2. Contenido de carotenoides en los subproductos de durazno y mango.
Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con
diferente letra indican diferencia significativa.

Se cuantificaron los carotenoides en los subproductos de mango y durazno
(Figura 2). De los carotenos cuantificados, B-caroteno y luteina fueron los mas
abundantes en los subproductos de mango y durazno, aunque el mango presento
dos veces mas luteina que el durazno. De igual manera, la B-criptoxantina se

encontr6 en menor cantidad en los dos subproductos. Luteina, a-tocoferol y -
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caroteno fueron significativamente mayores en mango, mientras que zeaxantina y 3-
criptoxantina lo fueron en durazno. 3-caroteno y luteina son de los carotenoides con
mayor propiedades antioxidantes, siendo muy activos contra especies reactivas de
oxigeno y radicales libres (lgielska-Kalwat et al., 2015). En este mismo sentido, se
ha reportado que la luteina es muy efectiva para reducir la oxidacion de las LDL e
inhibe la respuesta inflamatoria de los monocitos a las LDL atrapada en la pared
arterial (Dwyer et al., 2001). En lo que respecta a la identificacion de carotenoides,
en el subproducto de mango se identificaron fitoflueno, luteoxantina, y-tocoferol y
zeinoxantina; de igual maneray similar a lo reportado por Amaya et al. (2015) solo el

subproducto de durazno presenté y-caroteno y ¢-caroteno (Cuadro 11).

Cuadro 11. Identificacion de carotenoides en subproductos de durazno y mango

Carotenoides Tiempo de_ Durazno
retencion (min) (mAbs)
Fitoflueno 2.1 DLD 34+0.12
Fitoeno 2.6 6.4+0.22 2.2 +£0.0°b
Violaxantina 5.8 1.0+ 0.2° 7.2+0.12
Luteoxantina 6.1 DLD 2.0x0.22
y-Tocoferol 6.4 DLD 22.0+1.32
Zeinoxantina 9.9 DLD 3.2+0.12
Neoxantina 10.3 1.0+0.1 0.9+0.2
Neocromo 13.1 2.4+0.22 1.4+0.2°
y-Caroteno 22.6 0.6+£0.12 DLD
¢-Caroteno 27.0 25+0.22 DLD

Los valores son areas y se expresan en mAbs y representan la media + DE. Letras diferentes en el
mismo renglén indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de student. DLD: Debajo del
Limite de Deteccion

En relacion a los fitoesteroles, se cuantifico [-sitoesterol en todos los
subproductos, presentando el mango el mayor contenido (7.6 mg/g) seguido del
durazno (6.4 mg/g). El mango tuvo 4.0, 6.1 y 9.2 veces mas fitoesteroles que

Jamaica, orujo y tuna, respectivamente (Figura 3).
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Entre los fitoesteroles identificados brasicasterol, ergosterol, 3-campesterol y
campesteril-3-B-glucopiranosido fueron mayoritarios en el subproducto de durazno,
fucosterol y A7-avenasterol en mango, estigmastanol y sitoesteril-3-B-
glucopirandsido en orujo, y A7-estigmasterol en tuna (Cuadro 13). Se ha reportado
gue los fitoesteroles disminuyen el colesterol LDL al desplazar el colesterol de las
micelas mixtas en el intestino delgado de modo que inhibe parcialmente la absorcion

del colesterol (Gylling y Simonen, 2015).
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Figura 3. Contenido de B-Sitoesterol en los subproductos de durazno, mango,

orujo, Jamaica y tuna. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas
cada uno. Valores con diferente letra indican diferencia significativa.
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Cuadro 12. Identificacion de fitoesteroles en subproductos de durazno, mango, orujo, Jamaica y tuna por HPLC-DAD-

MS

Fitoesteroles

Tiempo

de

Mango
(mADbs)

Jamaica
(mAbs)

retencién

Durazno
(mADbs)

Orujo
(mADbs)

Brasicasterol 2.3 17.49 £0.252 10.99 £ 0.42°b 10.27 £ 0.27" 6.91 + 0.33¢ 6.12 +0.21°¢
Ergosterol 2.7 14.41 +1.18%2 3.07 £0.18¢ 7.81 £0.02P 3.56 £ 0.54°¢ 5.10+£0.08¢
Fucosterol 3.0 7.97 £ 0.13b 9.56 + 0.292 5.60 £+ 0.37¢ 2.01+0.174 6.12 + 0.20°¢

B-Campesterol 4.1 42.59 +1.052 28.14 £+ 1.56° 23.25+2.27b 2.24 +0.19¢ 3.26 +0.19¢
A5-Avenasterol 5.3 1.44 +0.154 LDL 5.39 £ 0.372 3.18 +0.10° 2.34 £0.22¢
A7-Estigmasterol 5.9 8.20 + 0.25P 1.34 +0.29 d 3.13 + 0.03¢d 5.18 +0.21°¢ 16.03 £ 1.152
A7-Avenasterol 6.4 7.46 +0.42b 8.84 +0.272 3.25+0.124 4.49 + 0.39¢ 3.11 £ 0.044

Estigmastanol 8.1 31.05+1.76¢ 51.98 £ 0.43b 65.05+1.802 DLD DLD

Sitoesteril-3-f3-
. 20.0 28.86 £ 0.91°¢ 22.87 £0.99¢ 55.91 +5.152 42.98 £ 0.63° 32.34£0.91¢
glucopiranésido
Campesteril-3-3-
. 20.4 11.24 £ 1.462 9.40 + 0.252b 10.55 + 0.46 @ 8.40 + 0.23bec 6.26 £ 0.12¢
glucopiranosido
Estigmasteril-3-3-
23.3 1.68 £0.212 1.20+0.112 DLD 1.19+0.182 1.24 +0.102

glucopiranosido

DLD: Debajo del Limite de Deteccién
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7.2 Caracterizacion fisicoquimica y funcional de los subproductos de mango,
durazno, flor de Jamaica, tunay uva

Con la finalidad de elegir los materiales que pudieran presentar las mejores
caracteristicas para ser empleados en el suplemento que se pretende desarrollar, se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de los subproductos de

mango, durazno, tuna, flor de Jamaica y uva.

Muchos de los beneficios a la salud de la fibra dietaria estan asociados a sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales; y éstas a su vez dependen de la fuente
alimenticia, el método de extraccion de la fibra, la estructura, la composicién quimica
y el tamafio de particula (Martinez et al., 2012; Peerajit et al., 2012). En el Cuadro 14
se presentan los resultados de las propiedades de hidratacion: capacidad de

retencion de agua e hinchamiento de los subproductos en estudio.

La fibra puede contener agua dentro de su matriz en tres formas: la que esta
unida a los polisacéaridos hidrofilicos, la que estd mantenida dentro de la matriz de la
fibra y la que estd atrapada dentro del lumen de la pared celular (Robertson y
Eastwood 1981). A su vez las propiedades de hidratacion de la fibra dietaria estan
relacionadas con la estructura quimica de los polisacaridos y otros factores como la
porosidad, el tamafio de particula, la forma iénica, el pH, la temperatura, la fuerza
ionica, el tipo de iones en la solucién y el estrés ejercido sobre la fibra. La capacidad
de retencién de agua (CRA) representa la cantidad de agua retenida por la fibra

cuando ésta es sujeta a fuerzas externas como la de centrifugacion.

El subproducto de Jamaica fue el que mayor CRA presento, reteniendo hasta
6.5 veces su peso en agua siendo hasta dos veces mas que para el subproducto de
tuna, uva y mango. La CRA del subproducto de Jamaica fue mayor que lo reportado
para cereales (5.5 g/g, Sangnark y Noomhorm, 2004), pero menor alo reportado para
fibras de citricos (10 g/g, Lario et al., 2004). Este resultado puede deberse a que el
subproducto de Jamaica tiene un mayor contenido de FDS que los demas
subproductos (Cuadro 6). De manera general se puede decir que los subproductos

no presentaron una alta CRA, pues segun Leterme et al. (1998) ésta debe oscilar
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entre 10 y 12 g de agua/g de fibra. Sin embargo, el subproducto de Jamaica quien
presentd mayor CRA podrian presentar algunas de las caracteristicas fisioldgicas
relacionadas con la CRA; como lo es un mayor volumen de las heces y por lo tanto
un mayor transito intestinal, lo anterior cuando se trata de FDI; esto se podria esperar
en el subproducto de Jamaica, pues el 72.1% de su contenido de FDT corresponde
a FDI (Cuadro 6). Asi mismo la CRA esta influenciada por la fibra soluble, que esta
en mayor proporciéon en el subproducto de durazno (29.2%), pues al atrapar agua
forma soluciones viscosas y se une a colesterol, grasas y azucares disminuyendo de
esta manera su absorcion intestinal y por lo tanto su concentracion en sangre
(Blackwood et al., 2000).

Cuadro 13. Propiedades de hidratacion de los subproductos

Subproducto CRA! Hinchamiento?
Mango 2.88+0.044d 6.49+0.03 ¢
Durazno 4.17+0.15b 5.25+0.28 d

Subproducto de
. 6.50+£0.092 8.33+0.28"P
Jamaica

Tuna roja lisa 3.20+0.06¢ 9.82+0.272
Orujo de uva 2.78+0.144 4.49+0.01¢

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).
!Capacidad de Retencidn de Agua (g/g). 2Hinchamiento (mL/g).

En el Cuadro 13 se presentan también los resultados de la capacidad de
hinchamiento, que es la relacién entre el volumen ocupado por la muestra inmersa
en un exceso de agua después de que alcanza un equilibrio y el peso de la muestra;
representando asi el volumen de muestra hidratada bajo fuerzas de gravedad. La
fibra dietaria puede interactuar con el agua a través de la retencion de agua en
estructuras capilares como resultado de la fuerza de tension superficial, y por medio
la retencién de agua a través de puentes de hidrégeno y formas dipolo (Chen et al.,
1984).
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El subproducto de tuna presenté la mayor capacidad de hinchamiento,
seguido del subproducto de Jamaica; éstos resultados fueron mayores a los de
concentrados de fibra de maracuya, guayaba, pifiay mango (7.2, 1.4, 6.6 y 4.6 mL/g,
respectivamente) (Martinez et al., 2012). En ese trabajo el concentrado de fibra de
mango tuvo una menor capacidad de hinchamiento (4.6 mL/g) que el subproducto
evaluado en este estudio (6.49 mL/g). Los subproductos de uva y durazno
presentaron los valores mas bajos; este comportamiento puede deberse a que el
subproducto de tuna podria tener expuesto una mayor area superficial, ya que puede
estar compuesta por particulas de menor tamafio que las demas. En este sentido, a
pesar de que todas pasaron por la malla 40 no se conoce la distribucion del tamafio
de las mismas, grupos polares, grupos de acidos urdnicos y otros sitios de union al
agua que se encuentra a su alrededor, ademas la capacidad de hinchamiento esta
relacionada con el contenido de fibra dietaria, especialmente pectinas (Navarro-
Gonzalez et al., 2011).

Se ha reportado que los mucilagos de las especies Opuntia, entre las cuales
se encuentra la tuna, son ricos en este polisacarido (Florian et al., 2001). Por otra
parte, el orujo de uva que es el que mayor proporcion de fibra insoluble tiene (Cuadro
6), es el que presentd los menores valores para CRA e hinchamiento. Estos
resultados demuestran que el subproducto de Jamaica es un buen candidato para

ser empleado en alimentos que requieran retencion de humedad (Chau et al., 2007).

Ademas de retener agua, la fibra tiene la capacidad de retener aceite como se
muestra en el Cuadro 14. Los subproductos de uva y tuna fueron los que mayor
capacidad de absorcion de aceite (CRAC) presentaron. Asi mismo, la CRAC de todos
los subproductos evaluados fue mayor que la reportada para manzana (0.60 g/g),
pero similar a la de la fibra extraida de toronja (1.20-1.52 g/g) y naranja (1.81 g/g)
(Figuerola et al., 2005).

La CRAC es una propiedad tecnoldgica que se encuentra relacionada con la
naturaleza de la superficie, la densidad, y el grosor de las particulas (Femenia et al.,

1997); particulas que presentan mayor superficie de contacto tienen una mayor
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capacidad para retener componentes de naturaleza lipidica (Lopez et al., 1996).
Valores altos de CRAC estan asociados con capacidad de la fibra para evitar la
pérdida de grasa durante el procesamiento de alimentos y la reduccion de los niveles
de colesterol en suero mediante la adsorcidon de grasa (triglicéridos, acidos biliares y
colesterol) en la luz intestinal (Navarro-Gonzélez et al., 2011). Los bajos valores de
CRAC pueden deberse a que los subproductos tienen poco contenido de lignina
(Navarro-Gonzalez et al., 2011), y a que la naturaleza de los constituyentes de los
subproductos es mucho mas hidrofilica que lipofilica, éstas diferencias podria

deberse a diferentes estructuras fisicas y quimicas.

Cuadro 14. Propiedades fisicoquimicas de los subproductos

Densidad

Subproducto CRAC! ISA3 IAA%

aparente?
Mango 1.28+0.069 0.75+0.012 57.19+1.402 9.31+0.19°b

Durazno 1.46 £0.04¢ 0.69+0.01> 42.60+1.29° 10.23+0.44°
Subproducto

. 1.75+0.05P 0.63+0.00¢ 16.48+0.42¢ 9.41+0.22b
de Jamaica

Tunarojalisa  190+0.0226 0.72+0.012 55.15+1.862 13.57+0.522

Orujodeuva 195+0.092 052+0.019 18.96+0.83¢  4.40+0.01¢

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).
ICapacidad de Retencion de Aceite (mL/g). 2Densidad aparente (g/mL). 3indice de Solubilidad de Agua
(%). “indice de Absorcion de Agua (g gel/g muestra).

El Cuadro 14 muestra también los resultados para densidad aparente, ésta es
unamedida de laforma en la que se encuentra empacado un material granular, como
los subproductos en polvo, definiéndose como la relacién entre la masa y el volumen
total de la muestra, incluyendo los poros y los huecos dentro y entre las particulas
(Santomaso et al., 2003); cuanto menor sea la densidad aparente, mayor es la
porosidad del material (Zhao et al., 2009). La densidad aparente de los subproductos
de mango y la tuna fueron significativamente mayores que para los demas

subproductos, siendo el de orujo el que presentd el menor valor (0.52 g/mL). Los
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valores de todos los subproductos fueron mayores a los reportados para fibra de
manzana, avena y salvado de trigo; 0.46, 0.42 y 0.39 g/mL, respectivamente (Chen
et al., 1988). La baja densidad aparente del orujo podria indicar que este tiene una
mayor porosidad y area superficial que los demas. Esto podria explicar que tal vez
este sea el mecanismo por el cual este material esté atrapando fisicamente el aceite,
sin embargo no lo seria para el subproducto de tuna, que a pesar de tener una alta
CRAC, en comparacion con los demas materiales, presenta una densidad aparente
es mayor; lo que podria indicar que las interacciones se deba a una naturaleza

lipofilica de las particulas.

El ISA mide la cantidad de componentes solubles liberados de la matriz del
alimento. Los ISA encontrados en este trabajo son desde 16.48% para el
subproducto de Jamaica, hasta 57.19% para el subproducto de mango (Cuadro 14).
En el caso del mango, el resultado es similar a lo reportado por Sharma et al. (2013),
63%, para pulpa de mango en polvo, pues este subproducto se encuentra
conformado principalmente por pulpa. El alto valor de ISA en los subproductos de
mango Yy tuna (sin diferencias estadisticas entre si) en relacion a los demas
subproductos, puede deberse a su composicién. En concreto, probablemente éstos
materiales tienen una mayor cantidad de azlcares que se estan disolviendo en el
agua, y este efecto podria no deberse a la FDS, porque el subproducto de Jamaica,
es el de menor valor de ISA (16.48%), pero mayor contenido de FDS (Cuadro 6). De
igual manera los resultados de ISA estarian sugiriendo que los subprodutos de
mango, tuna y durazno serian los mas convenientes para ser empleados en
soluciones, pues tienen una mayor solubilidad en agua y se busca que el suplemento
guede en solucién, asi mismo, indican que con los subprodcutos de uva y Jamaica

se tendria una mayor necesidad de usar agentes suspensores.

Como se puede ver en el Cuadro 14, el subproducto de tuna mostré el mayor

IAA (13.57 g/g) siendo menor a lo reportado para subproductos de pulpa de mango

en polvo (39 g/g; Sharma et al., 2013). Los subproductos de mango, durazno y

Jamaica no presentaron diferencia estadistica significativa y el orujo de uva presento

el menor valor. El IAA es un importante pardmetro desde el punto de vista de los
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efectos fisiolodgicos de la fibra dietaria, porque la absorcién de agua incrementa el
bolo y produce un efecto de saciedad, los cuales pudieran ser mayor en el
subproducto de tuna. El IAA, al igual que la capacidad de hinchamiento, esta
relacionado con la capacidad de la fibra de atraer y retener el agua a través de sus

enlaces de hidrégeno.

7.3 Seleccion del cultivar del subproducto de granada a adicionar en la
formulacién

En el INIFAP se estan desarrollando una gran variedad de cultivares con la
finalidad de mejorar sus propiedades nutracéuticas, para ser empleados en la
elaboracion de jugos. Por lo tanto, se seleccionaron cinco materiales que presentan
alto rendimiento agricola: Apaseo, 397, 399, 407 y teco (Figura 4). En todos los
casos, el subproducto esta compuesto de cascara, semillas y remanentes de arilos,

y se les realiz6 una cuantificacion de fibra dietaria y compuestos polifendlicos.

=

Figura 4. Cultivares de granada seleccionados para el estudio

|| Teco
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7.3.1 Cuantificacién de FDT, FDS y FDI

El cultivar Apaseo tiene mayor concentracion de FDT (44.2%) que los otros
cultivares, que se encontraban en el 27-33%. En todos los casos, la FDI fue la
fraccion mas abundante siendo mayor su proporcion en el cultivar 399 (85.6%) y
menor en Teco (75.6%), mientras que Apaseo tuvo una mayor proporciéon de fibra
soluble (18.3%) (Cuadro 15). Hasnaoui et al. (2014) cuantificaron la FDT de la
cascara de 12 cultivares de granada, y reportaron contenidos entre 33.1 y 62.1%.
Estos resultados demuestran que la cantidad de estos compuestos dependen del
genotipo y las condiciones ambientales (Gebruers et al., 2010). Debido a que el
suplemento que se quiere desarrollar deberéa ser rico en FD, el cultivar Apaseo es el

indicado para la formulacion ya que tiene un mayor contenido de FDT, FDS y FDI.

Cuadro 15. Contenido de fibra dietaria y sus fracciones de los subproductos de
diferentes cultivares de granada

Cultivar FD _ FD FD
Total! insoluble! solublel!
Apaseo 44.2 + 0.0a 36.0 £ 0.228 8.1+0.2a
397 30.2 +0.4c 24.9 + 1.4b 5.2 +1.0bc
399 29.1 + 0.2cd 24.9 + 0.5b 4.1+0.2c
407 33.5+1.2b 27.0+0.7b 6.4 + 0.5abc
Teco 27.1 +0.9d 205+ 1.4c 6.5 + 0.5ab

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). FD:
fibra dietaria. * Porcentaje (%).

7.3.2 Cuantificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos polifendlicos también fueron cuantificados en los
subproductos de granada, tanto los extraibles como los macromoleculares (Cuadro
16). La granada es uno de los frutos con mayor contenido de polifenoles, y se ha
reportado que la piel tiene cantidades importantes de punicalaginas, acido galico,

acido elagico y antocianinas (Fischer et al., 2011).
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El contenido de fenoles extraible (compuestos fendlicos totales) fue de 115.4
a 179.3, siendo mayor para el cultivar Apaseo, estos valores fueron superiores a los
reportado por Fischer et al. (2011) de 101.85 mg EGG/g, pero menores alo reportado
en cascara para 12 cultivares de granada, oscilando entre 205.07 y 276.35 mg EAG/g
(Hasnaoui et al. 2014). Las variaciones pueden deberse a los solventes empleados
para realizar la extraccion y a que en éstos estudios solo emplearon cascara de
granaday se hareportado que la pulpa, de la cual hay remanentes en el subproducto
en estudio tiene un contenido aproximado de 24.4 mg EAG/g (Li et al., 2006) y las
semillas, que son parte del bagazo, de 13.5 mg EAG/g (Gozlekci et al., 2011). Esto

podria diluir la concentracion de éstos compuestos.

En lo que respecta a los antioxidantes macromoleculares, el cultivar 407
presentd el mayor contenido de proantocianidinas no extraibles (5.4 mg/g) y Apaseo
el de polifenoles hidrolizables (7.9 mg/g). La granada se caracteriza por ser una
buena fuente de polifenoles hidrolizables y se ha reportado que tienen la capacidad
de inhibir a la enzima lipasa, ya que se pueden unir, acomplejar y precipitar las
proteinas a través de una inhibiciébn no competitiva 0 un mecanismo mixto (Sergent
et al., 2012). Por lo tanto, este tipo de subproducto podria disminuir la absorcién de

triglicéridos.

Ambigaipalan et al. (2016) han reportado que los polifenoles hidrolizables se
encuentran principalmente en la cascara y en la membrana divisora. Estos pueden
ser elagitaninos o galotaninos; los elagitaninos son esteres del grupo
hexahidroxidifenoil, mientras los galotaninos contienen una molécula de glucosa; en
granada se ha reportado que los mayoritarios son acido elagico y monogaloil-
hexosido. Por su parte, las proantocianidinas o proantocianidinas no extraibles son
oligébmeros o polimeros formados de flavan-3-ol (catequina) y se ha reportado que
estdn en menor concentracidon que los polifenoles hidrolizables y fue la misma
tendencia observada en este estudio. En base a los resultados anteriormente

mencionados, el cultivar Apaseo podria ser la seleccibn mas adecuada para la
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elaboracion del suplemento, ya que también es el que present6 el mayor contenido

de fenoles extraibles y taninos hidrolizables.

Cuadro 16. Contenido de compuestos polifendlicos extraibles y macromoleculares
de los subproductos de granada

Compuestos Proantocianidinas Polifenoles
fenolicos totales? no extraibles?! hidrolizables?
Apaseo 179,3 = 2,5a 4,2 +0,1b 7,9+0,1a
397 122,4 + 3,4bc 2,5+0,1c 57+0,4b
399 116,6 £ 0,5¢ 3,6 £0,4b 58+0,1b
407 115,4 + 3,0c 54 +0,3a 4,4 +0,1c
Teco 129,7 + 3,8b 4,3 +0,0b 3,2+0,2d

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). 'mg/g.

Debido a que el suplemento que se busca desarrollar debera ser abundante
en fibra dietaria y compuestos polifendlicos, se seleccioné a los subproductos que
presentaron el mayor contenido de éstos compuestos bioactivos. En la Figura 5 se
presenta un grafico radial para cada uno de los subproductos estudiados. Se observa
que los subproductos de uva, mango, calices de Jamaica y granada presentaron las
mayores areas, pues tienen mayor contenido de FDT y compuestos bioactivos;
mientras que los subproductos de tuna y durazno fueron descartados para la

formulacion.
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Fenoles Fenoles Fenoles

mg/ mg/ mg/ i
195 g/g) Mango 196 a/a) Uva 195 9/g) Jamaica
140 140 140
90 90 90
40 40 40
FDI (%) -10 FDT (%) FDI(%) 1‘ FDT (%) FDI (%) -tog- FDT (%)
FDS (%) FDS (%) FDS (%)
Fenoles Fenoles Fenoles
mg/ mg/
1g(§mgfg) Granada 1adma’a) Durazno 196 a9/g) Tuna
140 140 140
90 90 90
40, 40 40
FDI (%) 4 FDT (%) FDI (%) -10 FDT (%) FDI (%) -10 @ FOT (%)
FDS (%) FDS (%) FDS (%)

Figura 5. Contenido de fibra dietaria y compuestos fendlicos de los subproductos
en estudio

7.4 Estudio in vivo

El subproducto de Jamaica present6 contenidos de fibra dietaria y compuestos
antioxidantes recomendables para el disefio de suplemento alimenticio. Sin embargo,
a diferencia de los demés subproductos que se pretenden utilizar, no existen hasta
el momento reportes sobre el efecto del consumo de este subproducto sobre el peso

corporal, dislipidemia y resistencia a la insulina.

Por lo tanto, se llevé a cabo durante 18 semanas un estudio in vivo con animales
alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa y suplementada con 8% de fibra

proveniente del subproducto y de los célices de Jamaica (empleado como control).

7.4.1 Efecto del consumo de calices de Jamaica y su subproducto sobre el

sobrepeso corporal

En la Figura 6 se presentan los resultados de peso corporal de los 4 grupos

de experimentacion: alimentados con la dieta estandar (control sano), alimentados
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con la dieta alta en grasa y fructosa (AGF) y alimentados con la dieta AGF y

suplementados con los célices de Jamaica y su subproducto al 8%.

A partir de la octava semana se present6 diferencia estadistica significativa
(p=0.05) entre los animales del control sano y los alimentados con la dieta AGF. Al
finalizar el estudio, (semana 18), el peso promedio del grupo control sano fue 20.2%
menor que el de la dieta AGF. El aumento en el peso corporal de los animales obesos
es ocasionado por el exceso de energia ingerida, dicha energia se almacena en
forma de triglicéridos en el tejido adiposo, los cuales pueden sintetizarse a partir de
los acidos grasos de la dieta o bien mediante el metabolismo de la fructosa (Huang
et al., 2011).

700- a

-+ Dieta estandar

-# Dieta AGF

-o- AGF + subproducto
AGF + caliz

200 T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (semanas)

Figura 6. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa,

y suplementadas con célices de Jamaica y su subproducto. Los datos se expresan como
la media + EE.
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En relacion a los tratamientos, o animales suplementados con los célices
presentaron una menor ganancia de peso corporal en comparacién los
suplementados con el subproducto. Fue asi como en la semana 18 los grupos
suplementados con los calices y el subproducto disminuyeron la ganancia de peso
corporal en un 14 y 9%, respectivamente. Esa disminucion de peso corporal estuvo
relacionada con una menor hipertrofia (tamafio de los adipocitos) de los animales
tratados (Figuras 7 y 8). El tamafio de los adipocitos fue diferente estadisticamente
(p= 0.05) entre los animales tratados y los del grupo de la dieta AGF; la
suplementacién con subproducto de Jamaica en esta segunda dieta logro revertir el

tamafo de los adipocitos a valores similares a los de la dieta estandar (Figura 7).

Figura 7. Adipocitos de animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa
(AGF) y suplementada con cdlices y subproducto de Jamaica. (@) dieta estandar (b)
dieta AGF; (c) dieta AGF+calices; (d) dieta AGF+subproducto (300x)

El caliz, a pesar de que tiene un menor porcentaje de fibra dietaria que el
subproducto, tiene mas compuestos bioactivos como compuestos fendlicos,

flavonoides, antocianinas y acidos organicos, a lo cual podria deberse esta menor
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ganancia de peso, pues se ha reportado que la regulacion del peso corporal, para
extractos de Hibiscus sabdariffa, se atribuye al contenido de antocianinas y acidos
organicos como el hidroxicitrico. Kim et al. (2007) reportaron que el consumo de
antocianinas de calices de Jamaica redujo la ganancia de peso corporal en ratones
obesos a través de la inhibicion de la adipogénesis. Ademas, Hibiscus sabdariffa
inhibe la sintasa de acidos grasos Yy la diferenciacién de los adipocitos (Kim et al.,
2003).

Los efectos in vivo reportados para extractos de calices de Jamaica atribuyen
sus efectos no solo los compuestos fendlicos, sino a los &cidos orgénicos,
especialmente el acido hibiscus y el acido hidroxicitrico. Con relacién al acido
hidroxicitrico, se ha reportado que su efecto antiobesogénico se debe a la reduccion
de la lipogénesis de novo, por medio de la reducciéon de acetil-CoA, y el incremento
de la oxidacion de los lipidos; y disminuye la concentracion de mRNA, en el tejido
adiposo, de la sintasa de acidos grasos, acetil-CoA carboxilasa 1 y SREBP1c (Chuah
et al., 2013).

40

30

10

0
m Dieta estandar = Dieta AGF = Dieta AGF+subproducto = Dieta AGF+célices

Figura 8. Tamafio de los adipocitos de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa
y fructosa (AGF), y suplementadas con calices de Jamaica y su subproducto. Los
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datos se expresan como la media + EE. Valores con diferente letra indican diferencia significativa
(p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

7.4.2 Efecto del consumo de calices de Jamaica y su subproducto sobre la

resistencia alainsulina

Se evaluo el efecto del consumo de los calices de Jamaica y su subproducto
sobre la resistencia a la insulina. Al evaluar la concentracion de glucosa en suero, se
encontrd que -como era esperable- los animales del grupo de la dieta AGF presentan
las concentraciones mas altas de glucosa (218.5 mg/dL) siendo 55.7% mayor a la
presentada por los animales de la dieta estandar (140.3 mg/dL) (Cuadro 18). El
aumento de glucosa en sangre esta relacionado con el consumo de grasa y de la
fructosa contenida en la dieta. Se ha reportado que una dieta alta en grasa aumenta
la produccién hepatica de glucosa a través de glucogendlisis y de gluconeogénesis
(Jin et al., 2013).

Los grupos suplementados con los calices de Jamaica y su subproducto
presentaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracién de
glucosa respecto al control obeso y similares al control sano, ya que esta fue menor
en un 38.3 y 36.4%, respectivamente, en relacion al grupo de la dieta AGF. Moyano
et al. (2016) atribuyen el efecto hipoglicémico de los calices en polvo a un incremento
de la concentracion de GLP-1. Este efecto se debe a que se ha reportado que GLP1
aumenta la secrecion de insulina, incrementa la masa de las células 3 pancreéticas,
disminuye la gluconeogénesis hepatica, disminuye la liberacién de glucagon, mejora
la sensibilidad a la insulina, aumenta la saciedad y disminuye el vaciamiento gastrico
(Prasad-Reddy y Isaacs, 2015). El aumento de GLP-1 puede deberse ala generacion
de acidos grasos de cadena corta por parte de la microbiota intestinal a partir de la
fibra dietaria. Ademas, la activacion de receptores de GLP1 aumenta el aclaramiento
de glucosa vy triglicéridos por parte del tejido adiposo pardo, quien lo usa para

termogénesis (Kooijman et al., 2015).

Una consecuencia del consumo de una dieta alta en fructosa es la resistencia

a la insulina que induce una hiperinsulinemia compensatoria (Elliott et al., 2002). Esto
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explica el hecho de que los animales alimentados con la dieta AGF presentaron
mayores concentraciones séricas de esta hormona (98%) en comparacion con el
grupo alimentado con la dieta estandar. El grupo tratado con el subproducto de
Jamaica no presentd diferencia estadistica ni con el grupo sano ni con el grupo de la
dieta AGF, a diferencia del grupo suplementado con los calices que mostraron
diferencia estadisticamente significativa con el grupo de la dieta AGF (Cuadro 17).
Por lo tanto, este efecto podria estar mas relacionado con el contenido de polifenoles

gue con fibra dietaria.

Entre los efectos reportados de los polifenoles para la mejora de la
homeostasis de la glucosa y la resistencia a la insulina se encuentra la reduccién de
la absorcion intestinal de carbohidratos de la dieta, por medio de la inhibicion de
enzimas digestivas y de transportadores intestinales (SGLT1y SGLT2), asi como la
mejora de la funcién de las células 3 pancreaticas y la accion de la insulina
(Bahadoran et al., 2013).

Cuadro 17. Concentracion de glucosa sanguinea, insulina e indice HOMA de ratas
alimentadas con una dieta AGF y suplementadas con cdlices y subproducto de
Jamaica

Glucosa Insulina indice

(mg/dL) (ng/mL) HOMA-IR
Sanas 140.3+10.8Db 1.03+0.14 b 90+3.1Db
Dieta AGF 2185+ 25.7 a 2.04 +£0.13 a 252+43a
Dieta AGF + calices 134.8+34.1b 1.19+0.17b 10.2+2.10Db

Dieta AGF + subproducto 138.9+6.9b 156+0.21ab 13.1+59b

Datos expresados como media + EE. Determinaciones con ocho animales cada uno. Valores con
diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-
Kramer).
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7.4.3 Efecto del consumo de célices de Jamaica y su subproducto sobre los
triglicéridos y colesterol en suero

Los animales alimentados con una dieta AGF incrementaron en un 55.9% los
niveles de triglicéridos en comparacion con el grupo sano. La concentracién de
triglicéridos del grupo tratado con los calices fue similar al de la dieta AGF y al grupo
del subproducto no presentd diferencia estadistica respecto a los dos controles
(Cuadro 18). El incremento de triglicéridos con la dieta AGF puede deberse a que,
en el higado, la fructosa es metabolizada hasta acetil Co-A, que provee los carbonos
necesarios para la sintesis de novo de acidos grasos de cadena larga, que

posteriormente son esterificados para formar triglicéridos (Havel, 2005).

De acuerdo con los resultados obtenidos con los tratamientos, la mayor
reduccion de triglicéridos se presentd en el grupo suplementado con el subproducto
(17.8%), esto podria deberse a que este tiene un mayor contenido de fibra dietaria y
de polifenoles hidrolizables (3.3 mg/g vs 1.9 mg/g de los calices). Han et al. (2015)
reportaron que la suplementacion con fibra dietaria proveniente de la avena y del
trigo dio lugar a una disminucién en la expresion de SREBP-1, la sintasa de acidos
grasos y acetil-CoA carboxilasa, todos éstos involucrados en la sintesis de acidos

grasos.

Cuadro 18. Concentracion de triglicéridos y colesterol total en ratas alimentadas con
una dieta AGF y suplementadas con célices y subproducto de Jamaica.

Triglicéridos Colesterol
(mg/dL) (mg/dL)
Dieta estandar 83.91£5.9b 125.6+3.0a
Dieta AGF 130.8+8.9a 115.8+£3.7ab
Dieta AGF + calices 115.3+8.2a 107.7+1.8b
Dieta AGF + subproducto  107.5+7.1ab 111.1+1.9b

Datos expresados como media + EE. Determinaciones con ocho animales cada uno. Valores con
diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-
Kramer).
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De igual manera, respecto a los polifenoles extraibles, se ha reportado que un
extracto etandlico de céalices de Jamaica aumenta la excrecion de lipidos, ya sea a
través la inhibicién de las lipasas o una saturacion competitiva de los transportadores
intestinales (Carvajal-Zarrabal et al., 2009), lo que causaria una disminucién de

triglicéridos circulantes en suero.

En relacion al contenido de colesterol total en suero no hubo diferencia
significativa entre los controles. Asi mismo, los tratamientos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo obeso pero si respecto
al control; no obstante, éstas diferencias no son relevantes desde el punto de vista

fisiologico.

7.4.4 Efecto del consumo de calices de Jamaica y su subproducto sobre la

esteatosis hepatica

En las micrografias de los hepatocitos se puede observar que los higados de
los animales alimentados con la dieta estdndar no mostraron vacuolas lipidicas, lo
gue significa un grado 0 de esteatosis; sin embargo, en los hepatocitos de las ratas
del grupo AGF presenta un grado 2 de esteatosis, siendo esteatosis macrovesicular
ya que las vesiculas lipidicas desplazan el nacleo celular a la periferia. Ambos grupos
tratados presentaron grado 1 de esteatosis, indicando que la suplementacion con
calices o con subproducto de Jamaica disminuyo los depdsitos de grasa en el higado
(Figura 9).

Ademéas de observar los depdsitos de grasa a nivel microscopico se
cuantificaron los triglicéridos en el higado (Figura 10). Asi, se encontré que los
animales alimentados con la dieta AGF tienen 2.5 veces mas triglicéridos que los del
grupo de la dieta estandar. En lo que respecta a los tratamientos, la suplementacion
con el subproducto o los célices de Jamaica disminuyé un 28.7 y 36.4%,

respectivamente, el contenido de triglicéridos en comparacion con el grupo AGF.
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Figura 9. Hepatocitos de animales alimentados con una dieta AGF y suplementada
con célices y subproducto de Jamaica (a) dieta estandar (b) dieta AGF; (c) dieta
AGF+cdlices; (d) dieta AGF+subproducto (100x).

Se debe sefialar que la acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos esta
relacionada con un aumento en la absorcion de acidos grasos asociado en un
aumento en la lipdlisis en el tejido adiposo y/o un aumento en la ingesta de grasa de
la dieta, como fue el caso de la dieta alta en grasa dada los animales (Rodriguez et

al., 2016).
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Figura 10. Contenido de triglicéridos en higado de ratas alimentadas con una dieta

AGF, y suplementadas con célices de Jamaica y su subproducto. Los datos se expresan
como la media + EE. Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de
Tukey-Kramer).

La menor concentracion de triglicéridos en los animales tratados puede estar
relacionada con el contenido en polifenoles y fibra dietaria. Asi, se ha reportado que
los compuestos fendlicos pueden disminuir y/o prevenir el dafio a los hepatocitos a
traveés de diversos mecanismos de accion: (a) reduciendo la lipogénesis de novo por
medio de la disminucion de SREBP-1c (b) aumentando la B-oxidacién de acidos
grasos debido a una sobre regulacion de PPAR-q, (c) mejorando la sensibilidad a la
insulina, que fue uno de los efectos comprobados en este estudio (d) reduciendo el
estrés oxidativo mediante el aumento de los niveles de las defensas antioxidantes
via Nrf2, y (e) atenuando las vias inflamatorias (Rodriguez et al., 2016). La fibra por
su parte se ha reportado en un estudio con ratones que incrementar la expresion de
PPAR-a y PPAR-y, esta expresion fue mucho mayor para fibra de avena que para
fibra de trigo. PPAR-a regula la obesidad incrementando la oxidacion de &cidos
grasos en higado y disminuye los triglicéridos circulantes responsables de la
hipertrofia e hiperplasia de las células adiposas. PPAR-y puede mejorar la accion de

la insulina y aumentar la oxidacion de los acidos grasos libres (Han et al. 2015).

99



7.5 Elaboracion de diversas formulaciones

Debido a que se observo que el subproducto de Jamaica si presenta un efecto
benéfico en la prevencién de factores de riesgo cardiovascular éste se seleccion6
para el disefio y la evaluacion del suplemento a desarrollar. Pero antes de llevar a
cabo el disefio y seleccion de las formulaciones se establecieron los siguientes
pardmetros para cada una de las formulaciones: contenido de fibra dietaria mayor al
50%, compuestos polifendlicos extraibles mayor al 2% y antioxidantes

macromoleculares entre el 5 al 15%, todo ello en peso seco.

A partir de las condiciones establecidas con anterioridad se disefiaron 3
formulaciones (Figura 11 y Cuadro 19): mayor contenido de antioxidantes
macromoleculares (Formulacion 1), mayor contenido de fibra dietaria (Formulacién
2) y mayor contenido de polifenoles extraibles (Formulacion 3). Estos resultados se
pueden observar en la Figura 11; en la formulacion 1 destaca el mayor contenido de
proantocianidinas no extraibles y polifenoles hidrolizables; en la formulacion 2
sobresale el contenido de fibra dietaria total y sus fracciones soluble e insoluble y en

la formulacion 3 los polifenoles extraibles como fenoles y flavonoides totales.
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Formulacion 1 Formulacion 2

Fenoles

Antocianinas Tan.condensados

Flavonoides Pol.hidrolizables

Fibra.dietaria.soluble Fibra.dietaria.total

Formulacion 3

Fibra.dietaria.insoluble

Figura 11. Grafico de estrella de los compuestos bioactivos de las formulaciones
desarrolladas

En lo que respecta a los atributos sensoriales la apariencia de las
formulaciones se puede apreciar en la Figura 12. La granada confiere un sabor
astringente a las formulaciones, por lo tanto, ésta se us6 en una proporcion no mayor
al 22.5% para incrementar la aceptabilidad sensorial del producto. Como edulcorante

no calorico, se empled sucralosa al 0.02%.

Cuadro 19. Contenido de compuestos bioactivos de las tres formulaciones
desarrolladas

Composicion Formulacion 1 Formulacién 2 Formulacion 3

Fenoles totales
(mg EAG/qg)

Flavonoides (mg EC/g) 9.28 + 1.02ab 7.15+£0.27° 9.98 + 1.392

40.17 £ 0.36° 24.00 £ 0.93¢ 48.99 + 0.232

*Antocianinas

(mg EC3GI/g) 2.93+0.26 5.98 + 0.36 3.31+0.46
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Polifenoles extraibles (%)

Proantocianidinas no
extraibles
(mg EPA/g)
Polifenoles hidrolizables
(mg EAG/Q)
Antioxidantes
macromoleculares (%)

Fibra dietaria total (%)
Fibra dietaria insoluble (%)

Fibra dietaria soluble (%)

4.02

99.04+ 3.982

6.99 + 0.032
10.60
62.33 + 0.04°
43.29 + 0.14b

19.03 + 0.11P

2.40

79.29 + 2.86°

5.48 + 0.21°

8.48

67.42 + 0.502

45.87 +0.332

21.55 + 0.842

4.89

53.20 + 0.76°¢

5.11 £ 0.31°
5.83
60.22 = 0.06°
39.46 + 0.34¢

20.76 £ 0.382

Resultados expresados en base seca. Promedio de 3 determinaciones independientes + desviacion
estandar. Letras diferentes en el mismo rengldn indican diferencia estadistica por la prueba de Tukey
(p = 0.05) para datos con distribucion paramétrica. EGA: Equivalentes de acido galico, EC:
equivalentes de catequina, EC3G: equivalentes de cianidina 3-glucésido, EPA: equivalentes de

proantocianidinas. *distribucion no paramétrica (prueba de Steel Dwass).

Formulacion 1

Formulacion 2

Formulacion 3

Figura 12. Formulaciones desarrolladas en polvo y diluidas en agua.
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7.5.1 Identificacion de fitoquimicos por UPLC-ESI-QTOF MSE
Ademas de la cuantificacion general de compuestos bioactivos, se realizo una
identificacion detallada de polifenoles extraibles y acidos organicos (Cuadro 20) y

polifenoles hidrolizables (Cuadro 21) de las formulaciones desarrolladas.

En las tres formulaciones desarrolladas se identificaron un total de 26 acidos
hidroxibenzoicos, 31 acidos hidroxicinamicos, 3 elagitaninos, 5 galotaninos, 28
flavonoles, 22 flavonoles, 20 antocianinas, 5 flavanonas, 6 lignanos, 16 estilbenos, 3
xantonoides y 15 acidos orgéanicos (Cuadro 21). La formulacion 3 (Figura 13) con
mayor contenido total de polifenoles extraibles presentd 15 de los 26 acidos
hidroxibenzoicos como mayoritarios (acido galico, acido galico 4-O-glucdsido, acido
2-hidroxibenzoico, acido 4-hydroxybenzoic 4-O-glucésido, acido isovanilico, digaloil
glucésido, acido 5-O-galoilquinico, acido galico 3-O-galato, acido elagico 4-O-
glucosido, acido digdlico, acido elagico 4-O-arabindsido, acido galagico, &cido
elagico, 4- galoilpirogalol, acido elagico 4-O-acetilxilésido). Por otro lado, en la
formulacion 2, se identificaron 21 de los 31 acidos hidroxicinamicos detectados,
donde resalta la presencia de los siguientes: dicafeoilquinicos, sinapinico, isoferulico,

5-feruloilquinico y p-cumarico 4-O-acido glicdlico (Figura 13).
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Cuadro 20. Padlifenoles extraibles y acidos organicos identificados por UPLC-ESI-QTOF MSE en las tres formulaciones

desarrolladas

Nombre del compuesto

Acido gélico 4-O-glucésido
Acido galico

Acido 2,3-Dihidroxibenzoico
Acido 2-Hidroxibenzoico
Acido 4-Hidroxibenzoico 4-O-
glucésido

Acido 2,4-Dihidroxibenzoico
Acido protocatecuico 4-O-
glucdsido

Acido isovanilico

Acido protocatecuico

Acido siringico

Digaloil glucésido

Acido 3,5-Dihidroxibenzoico
Acido 5-O-Galoilquinico
Acido gélico 3-O-galato

Acido vanilico

Metil digalato Il

Acido benzoico

Acido elagico 4-O-glucésido
Acido digalico

Acido gélico etil ester

Acido elagico 4-O-arabinésido
Acido galagico

Acido elagico

4-Galoilpirogalol

Tiempo
retencié
n (min)

0,81
1,03
1,08
1,16
1,16
1,53
1,58
1,60
1,89
2,23
2,57
3,30
3,48
3,73
4,06
4,14
4,20
4,71

5,23
5,33
5,42
5,59
5,60
5,92

Férmula
molecular

C13H16010

C7H605
C7H604
C7H603

C13H1608
C7H604
C13H1609

C8H804
C7H604
C9H1005

C7H604
C14H16010
C14H1009
C8H804

C7H602
C20H16013

C14H1009
C9H1005
C19H14012
C28H12016
C14H608

C13H1007

Masa

(Da)

332,07

170,02
154,03
138,03

300,08
154,03
316,08

168,04
154,03
198,05
484,09
154,03
344,07
322,03
168,04
336,05
122,04

464,06

322,03
198,05
434,05
604,01
302,01

278,04

Masa

esperada observada

(Da)

Error de
masa
(ppm)

ACIDOS FENOLICOS

Aducto

Acidos hidroxibenzoicos

332,08

170,02
154,03
138,03

300,08
154,03
316,08

168,04
154,03
198,05
484,09
154,03
344,07
322,03
168,04
336,05
122,04

464,06

322,038
198,05
434,05
604,01
302,01

278,04

2,42
2,39
2,57
-3,16
0,61
1,40
2,88
2,00
2,96
-0,06
0,57
0,53
-0,95
0,53
-0,96
2,10
3,92
121

2,19
2,27
0,99
-7,25

2,97
0,85

104

[M-H- 5824536 *
[M-H- 662123 *
[M-HJ- ND
[M-HJ- 3832 =
[M-HJ- 10155 =
[M-HJ- ND
[M-HJ- 73179 =
[M-HJ- 6364 +
[M-HJ- 668,9 *
[M-HJ- 3351 =
[M-H- 454201 *
[M-HJ- 1165 *
[M-HJ- 30466 =
[M-H- 155250 #
[M-HJ- 3339 =
[M-HJ- 51633 =
[M-HJ- 1267 +
[M-H- 744981 *
[M-HJ- 42774 +
[M-H- 150864 *
[M-H- 519763 *
[M-HJ- 5953 +
[M-H- 2272142 *
[M-HJ- ND

Formulacién 1

24219,
0

843,1

17,1
12,9

240,5

9,6
36,1
27,6
1773,1
0,0
284,2
1312,8
59

0,0

17
853,2

2752
26
1434
44,0

2061,3

199858,6

Formulaciéon 2

I+

32785,6
343,9
393,2

+ +

I+

913,1

I+

459,0
299498

I+

I+

I+

755,1
935,5
469,7
9464,7
241,3
819,7
37911
312,7
20858,4
1749

32386,9

+ + + + + + + H+ 4+

I+

618,1
11366,9
20262,7

ND

+ +

I+

934204 =
ND

1473,

39,4
15
2,3

43,8
22,1
599,8

38,9
30,0
8,5
486,8
2,7
43,6
69,3
1,7
46,1
6,0

1005,
0

4,0
91,8
512,6

636,0

Formulaciéon 3

6029034’ + 42239
749999 + 7723
ND
4797 + 256
13027 + 223
ND
120986 + 484.4
8012 + 132
6933 + 164
3906 + 1129
545106 + 1180.2
1414 + 172
42540 + 2452
208767 + 8815
1771 + 00
108145 + 789.4
951 + 155
130053, 4 2841
73985 + 777
74475 + 339
849500 + 1257.9
9434 + 90
304188, 4
1779 + 136



Acido
xilésido
Acido 4-hidroxibenzoico

elagico  4-O-acetil-

Acido cinamico

Acido 3-cafeoilquinico
Acido caftarico

Acido m-cumarico

Acido cafeico 4-O-aspartico
Acido 4-p-cumaroilquinico
Acido o-cumarico

Acido rosmarinico

Acido cafeico 4-O-glucosido
Acido 4-cafeoilquinico
Acido  p-cumarico
glucésido

Acido cafeico

4-0-

Acido 5-cafeoilquinico

Acido fertlico

Acido cafeico etil ester

Acido fertlico 4-O-glucésido
Acido 3-feruloilquinico

Acido 5-p-Cumaroilquinico
Acido p-cumérico 4-O-acido
malico

Acido 4-feruloilquinico

Acido 4-sinapoilquinico

Acido p-cumarico

Acido p-cumérico 4-O-acido
quinico

Acido 3,4-dicafeoilquinico
Acido 5-feruloilquinico

Acido isofertlico

Acido sinapinico

Acido p-cumérico 4-O-acido
glicdlico

6,19
6,67

1,43
2,45
2,45
2,64
3,36
3,61
3,61
3,61
3,71
3,86
4,07
412
413
414
4,36
4,550
458
473

5,06
5,09
5,14
5,14
5,30

5,43
5,54
5,66
5,73

5,86

C21H16013
C7H603

C9H80O2
C16H1809

C13H1209
C9H80O3
C13H13NO7
C16H1808
C9H803
C18H1608
C15H1809
C16H1809

C15H1808

C9H80O4
C16H1809
C10H1004
C11H1204
C16H2009
C17H2009
C16H1808

C13H1207

C17H2009
C18H22010
C9H803

C16H1808

C25H24012
C17H2009
C10H1004
C11H1205

C11H1005

476,06
138,03

148,05
354,10

312,05
164,05
295,07
338,10
164,05
360,08
342,10
354,10

326,10

180,04
354,10
194,06
208,07
356,11
368,11
338,10

280,06

368,11
398,12
164,05

338,10

516,13
368,11
194,06
224,07

222,05

476,06 -8,47 [M-HJ-
138,03 3,68 [M-H}-
Acidos hidroxicinamicos
148,05 2,26 [M-HJ-
354,10 2,70 [M-HJ-
312,05 2,73 [M-H]-
164,05 -0,04 [M-HJ-
295,07 -3,64 [M-HJ-
338,10 -0,20 [M-HJ-
164,05 1,49 [M-HJ-
360,08 -8,66 [M-HJ-
342,09 2,44 [M-HJ-
354,10 2,17 [M-HJ-
326,10 1,08 [M-HJ-
180,04 1,77 [M-HJ-
354,10 2,35 [M-HJ-
194,06 7,79 [M-H]-
208,07 0,62 [M-H-
356,11 -0,94 [M-H-
368,11 0,96 [M-HJ-
338,10 1,02 [M-H]-
280,06 0,03 [M-HJ-
368,11 1,10 [M-HJ-
398,12 2,27 [M-HJ-
164,05 0,67 [M-H]-
338,10 -0,68 [M-H-
516,13 0,11 [M-HJ-
368,11 1,24 [M-HJ-
194,06 -0,09 [M-HJ-
224,07 0,67 [M-HJ-
222,05 0,10 [M-H-

105

1042,3

I+

I+

165,4

673,2
347313

107,2
301,5
157,0
1515,8
504,9
ND

769,8
19516,5

+ + H+ + I+ I+

I+

I+

I+

3420,7

1666,2
14928,2
240,2
128,2
1247,4
386,1
1560,6

+ + + + + H+ H+

I+

I+

57,3
1027,9
ND

384,0

I+

I+

669,1

I+

2806,6
450,1
140,8

ND

+

I+

759 =

26,5
4,0

7,1
4429
0,0
219
5,8
82,0
2,6

0,0
254,1
4,5
61,7
1215
0,5
171
12,6
0,0
30,9
0,0
0,0

17,8
0,0

0,0
15,0
8,5

0,0

ND

I+

691,6

4455
148856,1

100,9
212,0
538,8
8169,9
12347
1260,2
14717
79007,9

+ + + + + + H+ &+ I+

I+

15415

I+

I+

4106,4
56354,6
321,8
95,8
1163,2
2513,3
5769,8

+ + H+ + 1+

I+

ND

3713,2
2982 =+
336,3

ND

+ 4+

I+

32487
2508,5
193,5
262,9

+ + 4+

I+

220,5

I+

29,9

22,2
5335,
2

0,0
115
95
47,8
25,2
0,0
132,9
570,7
36
65,9
4771
44
0,0
54
0,0
65,4

104,6
0,0
4.4

2117
201,6
15
45

27,3

69965,7

37343,5

28764,8

1355,1

I+

I+

207,6

433,8

I+

I+

I+

81,9
396,7
262,8

2997,0

573,5
N

816,3

+ O + + + I+

I+

3362,8
20775

I+

I+

I+

206,6
162,7
1206,8
759,2
24995

+ + H+ I+

I+

ND

1891,7 =
ND

2374 *
918,8 *

ND
615,6
117,7
162,9

+ I+

I+

121,7

I+

50,1
29,6

14,9
297,0
0,0
14,5
9,0
155
35,7

0,0
1452,9
98,3
131,8
12119
14,3
0,0
11,2
19,8
125,6

0,0

2,3
0,0

2,6
8,4
0,0

6,4



Acido 3,5-dicafeoilquinico
Acido 4,5-dicafeoilquinico
p-Coumaric acid ethyl ester

Granatina A

Punicalagina

Punicalina

Galoil-bis HHDP hexésido
(casuarictina)

Pedunculagina

Pentagaloilglucosa

Trigaloilglucosa isémero
Trigaloilglucosa

(+)-Galocatequina
(+)-Catequina 3-O-glucosa
(-)-Epigalocatequina
Procianidina dimero B3
(+)-Catequina
(-)-Epicatequina 3-O-glucosa
Procianidina trimero EEC
Metil galato

Procianidina dimero B1
(+)-Galocatequina 3-O-galato
Procianidina trimero T2
(-)-Epicatequina

(-)-Epigalocatequina
galate

Procianidina trimero C1

3-0-

Procianidina dimero B2

6,27
6,70
9,50

1,65

3,70
3,99

4,24
4,36

5,58

5,76
6,04

1,66
2,13
3,44
3,45
3,79
3,89
4,02
4,14
4,34
435
4,45
4,68
4,75
4,94
5,12

C25H24012
C25H24012
C11H1203

C34H24022

C48H28030
C34H22022

C41H28026

C34H24022

C41H32026

C27H24018
C27H24018

C15H1407
C21H24011
C15H1407
C30H26012
C15H1406
C21H24011
C45H38018
C8H80O5
C30H26012
C22H18011
C45H38018
C15H1406
C22H18011

C45H38018
C30H26012

516,13
516,13
192,08

784,08

1084,07
782,06

936,09
784,08

788,11

636,10
636,10

306,07
452,13
306,07
578,14
290,08
452,13
866,21
184,04
578,14
458,08
866,21
290,08
458,08

866,21
578,14

516,13 -2,24
516,13 0,97
192,08 1,49
Elagitaninos
784,07 -2,31
1084,06 2,44
782,06 -2,87
Galotaninos
936,08 -3,09
784,08 -0,17
788,11 -1,94
636,10 -0,57
636,10 1,06
FLAVONOIDES
Flavanoles
306,07 2,41
452,13 -7,05
306,07 1,50
578,14 -1,75
290,08 1,38
452,13 0,03
866,20 -4,16
184,04 1,16
578,14 -1,21
458,08 -0,85
866,20 -3,98
290,08 2,15
458,08 -9,20
866,20 -3,20
578,14 2,10

106

[M-HJ- ND
[M-HJ- 4673 =
[M-HJ- 13184 =
[M-H-  111059,9 *
[M-H- 4054887 *
[M-H- 387392 *
[M-H- 325405 #
[M-H- 1617110 *
[M-H- 1101222 *
[M-HJ- ND
[M-HJ- ND
[M-H 458015 %
[M-HJ 12764 =
[M-HJ 2659,7 +
M-H 527772 &
[M-H 1898791 +
[M-HJ 56324
[M-HJ 92681 =+
[M-HJ 20025 +
[M-H 464690 =
[M-HJ 5796 +
[M-HJ 85810 =+
[M-HI 1900994 +
[M-HJ 2033,8

[M-H 279581 =
[M-HJ 73434 =

4.4
31,3

1420,7

2963,2
1763,0

1896,3
25845

2504,0

289,9
13,9
133,6
644,0
2365,9
62,4
241,3
60,0
2733,9
24,1
2739
7093,7
130,5

409,3
86,5

1151,3
1466,3
928,1

42752,1

176538,4
10001,8

10698,8
62102,7

20115,2

985,4
297,6

16751,7
1024,3
991,7
35870,6
152638,2
4063,7
7929,9
8736,2
40081,5
254,6
6657,0
152711,2
821,2

220445
4817,1

+ +

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

42,0
0,0
0,0

524,5

2040,
4

515,9

302,0

1823,
1

877,8
0,0
0,0

20,0
0,3
17,8

280,4

1544,
3

243,1
18,2
128,7
167,2
0,0
156,5
408,0

22,7

216,9
68,1

673,6
852,4
636,1

180755,
1
543233,
8

734515

61472,4

236362,
6
165074,
8

687,5
990,9

57660,0
752,8
4963,9

31048,8

100048,
8

3213,6
5467,6
4518,3
23184,6
703,1
4869,3
91650,3

3522,4

15245,0
4467,5

+ I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,0
74,3
45,9

1679,0

4480,3
796,0

2373,3

11041,
8

3243,7

728,5
0,0

2064,2
68,3
2722
53,6
6498,0
110,2
108,7
96,9
966,4
0,0
100,0
1653,7

+ 428,0

I+

I+

232,6
101,6



(+)-Catequina 3-O-galato
Procianidina dimero B7
Procianidina dimero B4
(-)-Epicatequina 3-O-galato
Procianidina dimero B5
Procianidina dimero A2

Prodelfinidina dimero B3

Eriodictiol
Naringina
Hesperidina
Neohesperidina

Naringenina

Miricetina 3-O-rutinésido
Kaempferol 3-O-soforosido 7-
O-glucosidp

Quercetina 3-O-ramnésido
Ramnetina

Quercetina 4'-O-glucésido

3,7-Dimetilquercetina

Quercetina 3-O-xilosil-
glucurénido

Quercetina 3-O-xilosil-
rutinésido

Quercetina 3,4'-O-diglucésido
Kaempferol 3,7-O-diglucésido

Quercetina 3-O-soporésido

Kaempferol 3-0O-glucosil-
ramnosil-galactésido

Miricetina 3-O-galactésido
Quercetina 3-O-glucosil-
xilésido

Isoramnetina 3-O-galactésido

5,17
5,44
5,82
5,83
6,24
6,60
7,38

4,68
6,17
6,74
7,42
8,67

3,52
3,61
4,09
4,23
4,44
4,72

4,92
5,18
5,18
5,19
5,19
5,20
5,26
5,39

5,60

C22H18010
C30H26012
C30H26012
C22H18010
C30H26012
C30H24012
C30H26014

C15H1206
C27H32014
C28H34015
C28H34015

C15H1205

C27H30017
C33H40021

C21H20011
C16H1207

C21H20012
C17H1407

C26H26017

C32H38020

C27H30017
C27H30016
C27H30017

C33H40020
C21H20013
C26H28016
C22H22012

442,09
578,14
578,14
442,09
578,14
576,13
610,13

288,06
580,18
610,19
610,19
272,07

626,15
772,21

448,10
316,06
464,10
330,07

610,12

742,20

626,15
610,15
626,15

756,21
480,09
596,14

478,11

442,09
578,14
578,14
442,09
578,14
576,13
610,13

288,06
580,18
610,19
610,19
272,07

626,14
772,20

448,10
316,06
464,10
330,07

610,11

742,19

626,15
610,15
626,14

756,21
480,09
596,14

478,11

-1,09
-6,91
-3,05
-2,19
-5,19
-1,01
-3,93
Flavanonas
1,09
-5,21
0,25
-1,39
-1,39
Flavonoles
-7,01
7,32
-0,10
-4,61
7,56
-4,46
-4,40
-7,98
-3,86
0,69
-6,76
0,38
-1,39
-3,88

-0,14
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[M-HI
[M-HF
[M-HI
[M-H
[M-HI
[M-Hf
[M-HI

[M-HI
[M-H
[M-HI
[M-HI
[M-HI

[M-HI
[M-H
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HF
[M-HJ
[M-HF
[M-H
[M-HI
[M-H
[M-HI
[M-HI
[M-HF
[M-H

7714

+

ND

47548
15439,5
1103,1
2970,8
1468,5

2910,9
3131
428,8
981,8
851,2

+ + H+ +

I+

+ + H+ 1+

I+

ND

ND

2295,1
186,7
6999,4
856,6

I+

I+

I+

I+

ND

ND

ND

552,2
2292,6

+

+

ND

12317,7
8498,2

14870,4

I+

+

I+

39,0 ND

24585 +
71,9 33305 +
798,1 5042,9 *
52,4 637,3 *
161,9 22015 +
814 60882 *
102,9 22604 *
433 3237 +
354 4155
32,4 ND
9.1 592,0

402,6 +

567,0 +
1418 34921 +
0,0 1768 +
303 6977,2 +
90,4 6257 +

884,1 +

2036,2 +

24502 +
0,0 3559 +
21,2 2459,6 +

759,1 +
22,0 213446 *

350,8 37771,3

I+

I+

426,9 3384,8

38,5
78,1
81,2
0,0
193,0
62,4

108,2
0,0
0,0

18,3

0,0
18,4
67,3
6,1
168,7
0,0
94,2
62,4
0,0
0,0
0,0
0,0
14,8
261,2

22,3

9778 *
ND

2628,8
16218,4
704,1
1705,0
26944

+ H+ H+ I+

I+

I+

1253,9
210,0
418,3

10715
755,9

I+

I+

I+

I+

ND
ND
20974 *
ND

6756,7 *
5756 *

+

508,0

I+

+

10755 =+

ND
ND
2403,7 *

ND
10091,0 =+
184471 +

216193 =

25,0

74,8
1020,4
12,8
53,3
14,6

2,7
0,0
0,0
17,5
67,7

129,2

98,9
0,0
13,6

0,0

1,6

711,7

219,0

246,9



Quercetina 3-O-ramnosil-

galactésido
Dihidroquercetina

Miricetina 3-O-ramnésido
Kaempferol 3-O-glucurénido
Miricetina 3-O-glucésido
Quercetina 3-O-arabinésido
Kaempferol 3-O-rutinésido
Kaempferol 3-O-galactésido
Isoramnetina 4'-O- glucésido
Miricetina

Quercetina

Kaempferol

Isoramnetina

Delfinidina 3-O- glucdsido
Delfinidina 3-O-sambubioside
Cianidina 3-O- glucésido
Cianidina 3-O-sambubiésido
Petunidina 3-O- glucésido

Pelargonidina 3-0-
arabindsido

Peonidina 3-O- glucésido
Malvidina 3-O- glucésido
Pelargonidina 3-0-(6"-
succinil- glucésido)

Cianidina 3-0-(6"-caffeoil-
glucdsido)

Cianidina 3,5-O-diglucésido
Pelargonidina 3-O- glucésido
Malvidina 3-O-(6"-acetil-
glucoésido)

Delffinidina  3-O-(6"-malonil-
glucésido)

Petunidina 3-O-ramnésido

5,70
5,86
5,87
5,88
6,02
6,13
6,18
6,36
6,52
6,72
7,85
8,85
9,07

3,64
3,65
4,12
4,14
4,27

4,54
4,66
4,70
4,70

521

571
5,75

5,84
5,87
5,95

C27H30016
C15H1207
C21H20012
C21H18012
C21H20013
C20H18011
C27H30015
C21H20011
C22H22012
C15H1008
C15H1007
C15H1006
C16H1207

C21H21012
C26H29016
C21H21011
C26H29015
C22H23012

C20H1909
C22H23011
C23H25012

C25H25013

C30H27014

C27H31016
C21H21010

C25H27013

C24H23015
C22H23010

610,15
304,06
464,10
462,08
480,09
434,08
594,16
448,10
478,11
318,04
302,04
286,05
316,06

465,10
597,15
449,11
581,15
479,12

403,10
463,12
493,13

533,13

611,14

611,16
433,11

535,15

549,09
447,13

610,15
304,06
464,10
462,08
480,09
434,09
594,16
448,10
478,11
318,04
302,04
286,05
316,06

465,11
597,15
449,11
581,15
479,12

403,11
463,13
493,13

533,13

611,15

611,16
433,12

535,15

549,08
447,13

-8,18
0,80
1,35
-6,63
-0,89
1,27
-3,25
1,51
-0,48
3,06
2,25
2,40
1,43

Antocianinas

7,27
0,28
9,30
-0,52
5,54

9,19
551
-0,59
1,87

9,05

4,57
3,82

8,76

-6,25
-4,24
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[M-HJ
[M-H
[M-HI
[M-HI
[M-H
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HI
[M-HI

[M-e]+
M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+
[M-e]+

10776,8

I+

I+

1062,3
109129,4

I+

I+

1454,8
ND
17352,6
12272,8
13423,1
5469,6
113717
28335,3
2712,7
5900,0

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

698,3
19525,3
3219
224279
885,2

+ + 4+

I+

ND
761,1

I+

I+

37345,0

I+

83,4

124,5

I+

ND
238,0

I+

304,7

I+

59,8
1914

I+

I+

292,1
219
7521,1
351

3006,9
4228
258,8
250,1
354,2
315,7
61,3
163,7

17,1
2426
28,6
357,8
17

21,9
63,6
0,0

0,0

17,9
0,0
0,0
251

242929

I+

I+

588,5
61799,8

I+

I+

950,1
611,4
3267,8
7845,5
10020,3
5096,9
15566,6
26091,5
1375,2
2591,2

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

1364,9
175183,1
658,8
148306,9
744.9

+ + 4+

I+

ND
590,1

I+

I+

26308,6

I+

101,6

ND

I+

249,3
81,0

I+

233,6

I+

71,5
182,3

I+

I+

1269,

8,4
300,1
42,2
69,2
391,1
732,5
54,5
153,1
78,7
417,6
26,2
52,1

2,9
81,2
58,6
516,5
24,4

13,8
1357,

0,0

0,0
0,0
0,0
5,8
39,2

18428,2

806,4

125893,
6

1368,8
5114
214958
149145
12481,7
31519
17423,8
34535,7
3078,3
4708,7

947,6
879119
620,5
88143,8
912,4

36,8
687,1
33292,8

379,9

165,6
673,6

229,7
58,6
1594

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+ I+ + + H+ + I+

I+

ND

I+

I+

I+

I+

I+

I+

807,5
1151
79779
185,2
11,9
4058,5
2243
221,0
168,0
630,3
1251
17,9
448,8

42,5
2345,8
56,8
440,7
36,5

0,0
0,0
37,5

39,3

1,6
81,6

0,0
0,0
9,2



Cianidina 3-O-rutinésido

Malvidina 3-0-(6"-cafeoil-
glucésido)
Malvidina 3-0-(6"-p-

coumaroil- glucésido)
Malvidina 3-O-glucésido 4-
vinilfenol (Pigment A)
Peonidina 3-O-(6"-p-cumaroil-
glucosido)

Dimetilmatairesinol
7-Oxomatairesinol
7-Hidroximatairesinol
Secoisolariciresinol

Lariciresinol-sesquilignano
Secoisolariciresinol-
sesquilignano

Piceatannol

trans-Resveratrol 3-0-
glucésido

cis-Resveratrol 2-C-glucésido
Piceatannol 3-O- glucdsido
&-Viniferina

trans-Resveratrol 5-O-
glucésido

trans-Resveratrol

Dehydro-glucosyl-resveratrol
Ampelopsina C
Hopeaphenol

e-Viniferin

Isohopeaphenol

Amuerensin G

Ampelopsin E

a-Viniferina

Ampelopsin H

Mangiferina

6,19
6,24

6,75
6,75

7,09

4,26
6,13
6,99
7,02
7,42

7,63

3,80
5,02

5,73
5,86
6,80
6,83
7,12
7,13
7,83
8,14
8,61
8,61
8,86
9,01
9,22
9,51

3,88

C27H31015
C32H31015

C32H31014

C31H29013

C31H29013

C22H2606
C20H2007
C20H2207
C20H2606
C30H36010

C30H38010

C14H1204
C20H2208

C20H2208
C20H2209
C28H2206

C20H2208

C14H1203
C20H2008
C42H3209
C56H42012
C28H2206
C56H42012
C42H3209
C42H3209
C42H3009
C56H42012

C19H18011

595,17
655,17

639,17
609,16

609,16

386,17
372,12
374,14
362,17
556,23

558,25

244,07
390,13

390,13
406,13
454,14

390,13

228,08
388,12
680,20
906,27
454,14
906,27
680,20
680,20
678,19
680,20

422,08

595,17
655,17

639,17
609,17

609,17

386,17
372,12
374,14
362,17
556,23

558,24

244,07
390,13

390,13
406,13
454,14

390,13

228,08
388,12
680,20
906,26
454,14
906,26
680,20
680,20
678,19
680,20

422,08

8,28
6,16

5,36
8,49

7,02
LIGNANOS
2,11
2,95
1,84
-4,90
-2,03
-8,09

ESTILBENOS

5,17
2,00
-4,75
0,66
-3,34
0,96
-0,34
412
-4,57
717
-1,10
-8,29
-2,68
-395
-2,64
7,27

XANTONAS
-7,45
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[M-e]+
[M-e]+

[M-e]+
[M-e]+

[M-e]+

[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-HJ-
[M-HJ-
[M-HI-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-H]-
[M-HI-
[M-HJ-
[M-HJ-

[M-HI-

71,7

+

ND

1390,8
1311

1502,1

314,0
186,4
229,2
4375
5961,3

322,4

121,6
535,9

623,1
582,5
1819,8

726,8

701,0
1426,2
676,0

13683,8

2413,7
1434,8
3141,3
2637,5
1501,3

839,6

21478

I+

I+

I+

+ + H+ I+

I+

I+

I+

I+

+ + + + + + + H+ 4+ + + H+ I+

I+

I+

0,0

57,3
0,0

287,9

8,2
0,0
44,7
40,1
709,5

23,0

35
5,6

40,9
28,4
1154
16,1
46,3
0,0
0,0
924,5
90,2
50,7
125,3
23,1
13,1
42,7

6,5

516 =+
ND

426,5

I+

66,8

I+

853,7

I+

ND
173,9
201,2
409,2
4716,9

+ + H+

I+

348,7

I+

ND
345,4

I+

I+

527,7
484,2
1271,6

622,1

I+

I+

I+

514,5
1717,0
4375
7458,7
988,1
499,2
955,0
13716
2114
409,3

+ + + + + H+ + H+ +

I+

I+

1515,8

0,0

12,2
0,0

134,0

0,0
0,0
27,5
17,0

0,0

0,7

534
34,4
8,7
387
0,2
0,0
30,5
541,0
10,2
0,0
7,6
11,9
0,0
0,0

39,4

109,8
57,9

I+

I+

1434,5

I+

148,9

I+

1236,4

I+

3130 #
ND

258,8
290,2
4090,0

+ I+

I+

ND

ND
435,4

I+

I+

435,2
347,6
1104,5

4542

I+

I+

I+

249,7
897,7

I+

I+

ND
9801,6
1587,3
1056,0
2789,0

+ + +

I+

ND
2050,4
882,9 +*

I+

I+

5792,4

6,8
0,0

39,6
18,3

155,8

0,0

0,0
0,0
132,9

0,0
37,7
0,0
67,1
27,5
165,5
0,0

27684
390,3
9,9
88,0

0,0
93,6

48,0



Isomangiferina
Mangiferitina

Acido glucénico
Acido glucurénico
Acido glucarico
Acido malonico
Acido hidroxicitrico
Acido isocitrico
Acido hibiscus
Acido maleico
Acido citraconico

Acido citrico

Acido hibiscus dimetilester

Acido fumérico

Acido hibiscus 6-O-metil ester

Acido shiquimico

Acido quinico

Los resultados son expresados como cuentas + desviacion estandar. ND: no detectado.

4,92
6,73

0,55
0,55
0,58
0,58
0,59
0,59
0,64
0,67
0,70
0,73
0,79
0,82
0,87
1,18
3,86

C19H18011
C13H806

C6H1207
C6H1007
C6H1008
C3H404
C6H808
C6H807
C6H607
C4H404
C5H604
C6H807
C8H1007
C4HA04
C7H807
C7H1005
C7H1206

422,08
260,03

196,0583
194,0427
210,0376
104,0110
208,0219
150,0164
190,0114
116,0110
130,0266
192,0270
218,0427
116,0110
204,0270
174,0528
192,0634

422,08 0,08 [M-HJ-
260,03 -1,91 [M-H]-
ACIDOS ORGANICOS

196,0586 1,31 M-HJ
194,0429 1,33 [M-HJ
210,0374 0,86 M-HI
104,0111 1,59 [M-HJ
208,0222 1,38 [M-HI
150,0169 3,00 [M-HJ
190,0117 1,83 [M-HJ
116,0114 3,61 [M-H]
130,0268 1,45 [M-HJ
192,0272 1,14 [M-HJ
218,0411 715 M-HJ
116,0111 1,34 [M-HJ
204,0271 0,39 [M-HJ
174,0533 2,87 [M-HJ
192,0636 1,25 [M-HJ
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ND
ND

I+

254271
5200,3
3361,9

99,7
5647,2
31925

I+

I+

I+

I+

I+

88889,9

I+

3415
3368,3

+ 4+

I+

115093,1
159,3

ND

2407,6
662,5
89584 +

I+

I+

I+

1936,7
460,2
409,0
23
228,3
31,2
714,0
5,0
882,5
119,8
13,5

40,0
174,1
6,0

ND
ND

14141,8
4546,2
3862,2

104,4

238735

3073,6

I+

I+

I+

I+

I+

I+

2135719

I+

ND
1345,0

I+

I+

51570,6

220,9
153,0
9369,4
541,4
37230,8

+ + H+ +

I+

708,9
236,0
129,1
1,6

2947

132,0
1355,

41,5
4254
13,8
55
717,6
57,8
23,2

724,6
209,8

I+

I+

21662,8
3119,3
21199

91,7

13252,2

2048,0

136402,
7

1794
2858,9

125202,
2

1742

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

ND

3903,7 +
7512 *
17078,9 +

24,7
1,6

529,9
8,9
17,3
4,7
768,1
1134
1693,5
11,6
55,1
4354
3,7

132,7
33
304,1



Dentro de polifenoles hidrolizables extraibles estan los galotaninos y elagitaninos.
Los galotaninos estan compuestos de acido galico mientras que los elagitaninos se
caracterizan por ser conjugados hidrolizables que contienen uno 0 mas grupos del
del acido hexahidroxidifenico (HHDP, por sus siglas en inglés), el cual es una forma
dimérica del acido gélico, que tiene esterificado una azucar, especialmente glucosa
(Garcia et al., 2015). Se ha reconocido el mango y la granada como una buena fuente
de galotaninos (Barnes et al., 2016). La Formulacion 3 (Figura 14), que tiene mayor
contenido de éstos subproductos, presenté 4 de los 5 galotaninos identificados como
mayoritarios: casuarictina, pedunculagina, tri-galoil glucosa y penta-galoil glucosa,
este ultimo previamente reportado en pulpa y cascara de mango (Berardini et al.,
2004; Fang et al., 2018).

Los elagitaninos por otro lado, se ha reportado que son predominantes en los frutos
de granada, siendo los mayoritarios la punicalagina y la punicalina, a quienes se le
atribuye los efectos a la salud de esta fruta. Ambos, junto con la granatina A, fueron
identificados en todas las formulaciones (Cuadro 20), siendo abundantes en la
formulacion 3 (Figura 14), ya que tiene mayor contenido de subproducto de granada
y se ha reportado que éstos compuestos estan contenidos principalmente en el

pericarpio y mesocarpio de ésta (Garcia et al., 2015).
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Formulacion 2
Formulacion 1

Formulacion 3

Figura 13. Acidos fendlicos identificados en las formulaciones desarrolladas
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Formulacion 1 Formulacion 2

Punicalin

Casuarictin Punicalagin

Pedunculagin Granatin. A

Formulacion 3

Pentagalloylglucose Trigalloylglucose

Trigalloylglucose.isomer

Figura 14. Elagitaninos y galotaninos identificados en las formulaciones
desarrolladas

Los flavonoides por su parte se clasifican en flavonoles, flavanonas, isoflavonoides,
flavonas, flavan-3-oles, flavanoles y antocianinas. De éstos, los flavonoles son el
subgrupo que se encuentra de forma mayoritaria en frutas y vegetales, y de éstos,
junto con sus glucésidos, se identificaron 28 compuestos (11 derivados de
guercetina, 6 de kaemferol, 4 de miricetina, 2 de isoramnetina) en las tres
formulaciones (Cuadro 20). En la formulacion 2, que tiene un mayor contenido de
subproducto de Jamaica seguido de orujo de uva, se identificaron como mas
abundantes 12 de éstos flavonoles. En lo que respecta al subgrupo de los flavanoles
y las flavanonas, tuvo mas compuestos mayoritarios la formulacion 1 (Figura 15), la
cual contenia 13 flavanoles y 3 flavanonas (eriodictiol, naringenina, hesperidina). En
los flavanoles para la formulacion 1 destacan los dimeros y trimeros de procianidina.
El orujo de uva contiene semillas y en éstas las procianidinas representan la mayor

parte del extracto de polifenoles; se trata de estructuras complejas compuestas de
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unidades de flavan-3-oles, (catequina, epicatequina y otros) que estan asociadas a

través de enlaces interflavonoides ésteres de galato (lvan et al., 2012)

Debido alos efectos a la salud reportados para las antocianinas estas también fueron
identificadas en las formulaciones (Figura 16). En la formulaciéon 1, que tiene como
ingrediente mayoritario el orujo de uva, fueron identificadas como mayoritarias:
peonidina 3-O-glucosido, malvidina 3-O-glucésido, malvidina 3-O-6"-acetil-glucésido,
petunidina 3-O-ramndsido y la peonidina 3-O-6"-p-coumaroil-glucésido. Para el orujo
de uva, las antocianinas que se han reportado como mas abundantes son delfinidina,
cianidina, petunidina, peonidina y malvidina 3-glucésidos y sus derivados acilados
con acidos cinamicos (Narduzzi et al., 2015), todas estas se encontraron en las
formulaciones. En la formulacién 2, donde el subproducto de Jamaica es el
mayoritario, las principales antocianinas identificadas fueron: delfinidina 3-O-
glucésido, cianidina 3-O-glucosido, pelargonidina 3-0O-6"-sucinil-glucoésido, cianidina
3,5-O-diglucosido,  delfinidina  3-O-6"-malonil-glucésido,  delfinidina  3-O-
sambubidsido y cianidina 3-O-sambubidsido. Estas Ultimas se han reportado como
mayoritarias en la Jamaica , siendo las responsables de la coloracién roja brillante
(Cisse et al., 2009). Por otro lado, en la formulacion 3, se encontraron como
mayoritarias 8 de las 20 antocianinas identificadas: petunidina 3-O-glucésido,
pelargonidina 3-O-arabindsido, cianidina 3-O-6"-cafeoil-glucésido, pelargonidina 3-
O-glucosido, cianidina 3-O-rutinésido, malvidina 3-O-6"-caffeoil-glucésido, malvidina

3-0-6"-p-coumaroil-glucésido y malvidina 3-O-glucdésido 4-vinilfenol.
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Formulacion 2

oA e & YOI 10 gt

Formulacion 3

Figura 15. Flavonoides identificados en las formulaciones desarrolladas
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Los estilbenos también son polifenoles extraibles. 16 fueron identificados en las
formulaciones y 14 fueron méas abundantes en la formulacién 1 (Figura 17). Los
estilbenos actian como fitoalexinas (compuestos antimicrobianos) y son de los
polifenoles de mayor importancia de la uva. Entre los mayoritarios encontrados en la
formulacion 1 fueron los siguientes: trans-resveratrol, glucésidos de resveratrol
como: trans-resveratrol 3-O-glucésido, cis-resveratrol 2-C-glucésido, trans-
resveratrol 5-O-glucosido; &-viniferina, e-viniferina, ampelopsina C, ampelopsin H y
ampelopsina E (dimeros de resveratrol); piceatanol y piceatanol 3-O-glucésido
(oligbmeros de resveratrol), amuerensina, isohopeafenol y hopeafenol.
Isohopeafenol y ampelopsina H se ha reportado en hojas, raices y tallos de la vid
(Flamini et al., 2015). Cabe mencionar que el orujo de uva ademas de semillas y

pieles contiene tallos de la vid.

Formulacion 1 Formulacion 2

Pelargonidin. 3.0.arabinoside

Petunidin. 3.0.glucoside
Peonidin.3.0.glucoside 9

Cyanidin.2.0.sambubioside
Malvidin.3.0.glucoside
Cyanidin.3.0.glucoside
Pelargonidin.3.0..6...succinyl.glucoside
Delphinidin.3.0.sambubioside
Cyanidin.3.0..6...caffeoyl.glucoside.
Delphinidin.3.0.glucoside
Cyanidin.3.5.0.diglucoside

Malvidin.3.0.glucoside.4. vinyiphenol

Pelargonidin.3.0.glucoside
Malvidin.3.0..8...p.coumaroyl.glucoside
Malvidin.3.0..8...acetyl.glucoside
Malvidin.3.0..6...caffeoyl.glucoside

>
Delphinidin.3.0..6 lonyl.glucoside
Formulacion 3 phinidin g R Cyanidin.3.0.rutinoside

Figura 16. Antocianinas identificadas en las formulaciones desarrolladas
De igual manera se identificaron 6 lignanos (Cuadro 20), los cuales son considerados

como fitoestrégenos y se metabolizan a través de un proceso microbiano donde las
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reacciones de desmetilacion y deshidroxilacion son claves para su biotransformacion
(Ozdal et al., 2016). De los lignanos identificados, 4 son mayoritarios en la
Formulacion 1 (Figura 17): dimetilmatairesinol, 7-oxomatairesinol, lariciresinol-
sesquilignano, secoisolariciresinol y  secoisolariciresinol-sesquilignano.  El
secoisolariciresinol es uno de los lignanos mas cominmente encontrados en plantas,
ademas de ser un producto de la degradacién microbiana del siringaresinol y del

lariciresinol (Mosele et al., 2015).

Formulacion 1 Formulacion 2

trans.Resveratrol. 2.0, glucoside Piceatagnol .
cis.Resveratrol.2.C.ol :>os:e Secoisolariciresinol sesquilignan
c v glucosid

Lariciresinol.sesquilignan
Piceatannol.3.0.glucoside
Secoisolariciresinol

X7.Hydroxymatairesinol
trans.Resveratrol.5.0.glucoside
X7.Oxomatairesinol
trans.Resveratrol
Dimethyimatairesinol

Dehydro.glucosyl.resveratrol

Mangiferitin
Ampelopsin.C
Isomangiferin
Hopeaphenol
Mangiferin
X_.Viniferin. 1
. s - e
Formulaciéon 3 Ampaiopsin H

Isohopeaphenol X _Vigiferin.2
Amuerensin.G Ampelopsin & e

Figura 17. Estilbenos, lignanos y xantonas identificados en las formulaciones
desarrolladas

Asimismo, 3 xantonas caracteristicas del mango fueron identificadas: mangiferina,
isomangiferina y mangiferitina. La mangiferina se origina a través de la ruta del acido
shikimico con los aminoacidos fenilalanina y tirosina como intermediarios (Matkowski
et al., 2013). Este compuesto constituye un importante nutraceutico de origen natural

con amplias aplicaciones debido a los efectos que se han reportado a la salud
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(Kulkarni y Rathod, 2014). Cémo era esperable éstas xantonas fueron mayoritarias
en la formulacion 3 (Figura 17) con el mayor contenido de subproducto de mango
(Imran et al., 2017).

De los 15 acidos organicos identificados, 8 fueron mayoritarios en la formulacion 2
(Figura 18): &cido glucarico, malénico, fumarico, quinico, hibiscus, hibiscus 6-O-metil
ester, hibiscus dimetil ester e hidroxicitrico. Los calices de Jamaica se caracterizan
por tener un alto porcentaje de acidos organicos y a pesar de gque se trata de su
subproducto no todo fue lixiviado a la bebida. Morales-Luna et al. (2018) reportaron
gue el principal acido organico de las variedades blanca y criolla de los célices de
Jamaica es el acido hibiscus, seguido de su derivado dimetilado, asimismo sugieren
que el efecto antiobesogénico de los célices de Jamaica se debe no sélo a las

antocianinas sino también a éstos compuestos.

Formulacion 1 Formulacion 2

Hydroxycitric.acid
Isocitric.acid

Malonic.acid

Glucaric.acid
Hibiscus.acid

Glucuronic.acid
Maleic.acid
Gluconic.acid
Citraconic.acid
Quinic.acid

Citric.acid
Shikimic.acid

Formulacion 3 Hibiscus.acid.dimethylester

Fumaric.acid Hibiscus.acid.6.0.methyl.esther

Figura 18. Acidos organicos identificados en las formulaciones desarrolladas
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Respecto a la fraccién de polifenoles hidrolizables, 10 acidos hidroxibenzoicos, 11
acidos hidroxicinamicos, 8 flavonoides (1 flavanona, 7 flavonoles) y 3 lignanos fueron
identificados (Cuadro 21). Estas dos primeras familias de compuestos fendlicos se
han reportado previamente como constituyentes de los polifenoles hidrolizables
(Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2015). De los 11 acidos hidroxicindAmicos
identificados, 6 fueron mayoritarios en la formulacién 3, y 5 en la formulacién 2. Por
otro lado, la formulacion 1 es mas abundante en 6 acidos hidroxibenzoicos que las
demas (Figura 19): &cido gélico, acido 2,4-dihidroxibenzoico, acido isovanilico, acido
protocatecuico, acido benzoico y acido 4-hidroxibenzoico. Igualmente, sélo en esta
formulacion 1 se identificaron miricetina 3-O-galactosido, acido 2,4-dihidroxibenzoico
y matairesinol. Por otro lado, la formulacion 2 fue la Unica en la que se identificaron
kaemferol 3-O-galactdsido, acido isoferulico y el acido 3,5-dicafeoilquinico, mientras
gue los compuestos especificos de la formulacion 3 fueron: isoramnetina 3-O-
glucésido y acido cafeico acido 4-O-tartarico (Cuadro 21). Asi mismo, la formulacion
3 se caracterizo por tener un mayor contenido de los lignanos isohidroximatairesinol

y 1-acetoxipinoresinol.

El nmero de compuestos identificados en esta fraccién (21) fue inferior al de
los identificados en la fraccion de polifenoles extraibles (180). Esto puede deberse a
que las fuertes condiciones de extraccion (temperatura y pH) a las cuales se someten
los residuos de la extraccion para poder extraerlos de la matriz puede dafiar sus

estructuras originales (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2015b).

A partir de estos analisis, se puede destacar que cada una de las
formulaciones presenta un perfil diferente en compuestos bioactivos. En base a esto

se espera que en el estudio in vivo también se presenten efectos diferenciales
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Formulacion 2
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YRITIC 3G

Formulacion 1

Caflocacd 4 0syriricacd Vaesss
Caflec.acd -
Protocsechuc.acd
p.Camaricacd 4 O.maic.acd
kovaniliic acd
pComaicacd 4 0sriricacd
X2.4 Dityraxyborzoc.acd
X4 Srvpoyiqunic.acd

Gaflicaod
p.Coumaric.aad
X1 Acetaxypnoresnd
koleruic acd
ohydragymatsresnd
aicacd 4.0 gyodicacd
Kaomnglerd 3.0 gdaciosde
X35 Dicsfooyiqunc.acd
Myrice$n 3.0 rhasnnosde

X3 p Comaoyiqunc.acd
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Figura 19. Polifenoles hidrolizables identificados en las formulaciones
desarrolladas
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Cuadro 21. Identificacion de polifenoles hidrolizables por UPLC-ESI-QTOF MSE de las tres formulaciones desarrolladas.

Tiempqlde Eormula Masa Masa Erro de 5 3 5
Nombre del compuesto retencion molecular esperada observada masa Aducto  Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
(min) (a) (®a)  (ppm)

ACIDOS FENOLICOS

Acidos hidroxibenzoicos
Acido galico 1,03 C7H605 170,0215 170,0225 5,7655  [M-HJ- 924 + 58 722 + 43 ND
Acido 2,4-dihidroxibenzoico 1,53 C7H604 154,0266 154,0275 56833  [M-HJ- 69,4 + 93 ND ND
Acido isovanilico 1,60 C8H804 168,0423 168,0419 -2,1243  [M-HJ- 1959 + 0,0 658 + 0,3 46,0 + 53
Acido protocatecuico 1,89 C7H604 154,0266 154,0273 45784  [M-H]- 3055 + 21,3 188,4 + 12,0 1538 + 12,8
Acido siringico 2,23 C9H1005 198,0528 198,0520 -3,9383  [M-HJ- ND 69,3 = 157 1214 + 111
Acido vanilico 4,06 C8H804 168,0423 168,0418 -2,9207  [M-HJ- ND 53,7 + 43 519 + 54
Acido benzoico 4,20 C7H602 122,0368 122,0372 3,8183  [M-HJ- 409,3 + 153 1699 + 46 3539 + 168
Acido elagico 4-O-glucésido 471 C20H16013  464,0591 464,0580 -2,2508  [M-HJ- 151,7 + 0,0 1313 + 0,0 2410 + 16,8
Acido elagico 5,60 C14H608 302,0063  302,0072 2,9843 [M-H]- 14283,0 + 106,6 40954 + 16,7 154316 + 4324
Acido 4-hidroxibenzoico 6,67 C7H603 138,0317 138,0320 2,4283  [M-HJ- 91,4 = 0,0 533 + 0,0 36,4 + 0,0

Acidos hidroxicinamicos
Acido cinamico 1,43 C9H802 148,0524 148,0531 45822  [M-HJ- 951 + 19 65,7 + 25 1649 + 24
Acido cafeico 4-O-acido tartarico 1,61 C13H1209  312,0481 312,0491 3,0713  [M-HJ]- ND ND 976 + 28
Acido cafeico 412 C9H804 180,0423 180,0424 0,8654  [M-HJ- 843 + 0,0 1404 + 1.2 849 + 16,8
Acido p-cumarico 4-O-acido malico 5,06 C13H1207  280,0583 280,0582 -0,4023  [M-HJ- 2096 + 14,7 409,0 + 379 109,2 + 0,2
Acido p-cumarico 4-O-t cido tartarico 5,13 C13H1208  296,0532 296,0517 -5,1712  [M-HJ- 1211 + 11 ND 1219 + 13,6
Acido 4-sinapoilquinico 5,14 C18H22010 398,1213  398,1200 -3,1415  [M-HJ- ND 248,7 + 49,8 3424 + 0,0
Acido p-cumarico 5,14 C9H803 164,0473 164,0478 29390 [M-HJ- 883 = 59 59,7 + 11,4 916 + 21
Acido isoferdlico 5,66 C10H1004  194,0579 194,0580 0,6147  [M-HJ- ND 45914 + 2824 ND
Acido p-cumarico 4-O-acido glicélico 5,86 C11H1005  222,0528 222,0531 1,0508 [M-H]- ND 1582 + 8,6 1716 + 0,0
Acido 3,5-dicafeoilquinico 6,27 C25H24012 516,1268  516,1219 -9,5046  [M-HJ- ND 4264 + 0,0 ND
Acido 3-p-cumaroilquinico 7,13 C16H1808  338,1002 338,0998 -1,0851  [M-HJ- 2824 + 16,1 3150 + 529 2376 + 24

FLAVONOIDES
Flavanonas
Hesperidina 6,74 C28H34015 610,1898 610,1855 -7,0393  [M-HJ- 3224 £ 00 638,9 * 316,2 190,7 + 1,3
Flavonoles

Isoramnetina 3-O-glucésido 3,76 C22H22012 478,1111 478,1148 7,6818  [M-HJ- ND ND 1056 + 0,0
Quercetina 4'-O-glucésido 4,44 C21H20012 464,0955  464,0999 95486 [M-H]- 58864 + 347,0 39834 + 0,0 ND
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Miricetina 3-O-galactésido 5,26 C21H20013 480,0904  480,0898 -1,2883  [M-HJ- 404,4 + 326 ND ND
Quercetina 3-O-glucosil-xyloside 5,39 C26H28016 596,1377 596,1360 -2,8577  [M-HJ- 3255 + 0,0 3004 + 80,6 166,0 + 0,0
Quercetina 3-O-ramnosil-galactésido 5,70 C27H30016 610,1534 610,1480 -8,8504  [M-H]- 3928 + 95 5440 + 1219 1983 + 2.3
Miricetina 3-O-ramnésido 5,87 C21H20012 464,0955  464,0929 -5,56366  [M-HJ- 2338 + 0,0 3146 + 0,0 1737 + 227
Kaempferol 3-O-galactoside 6,36 C21H20011 448,1006 448,0992 -3,1030 [M-H]- ND 218,7 + 0,0 ND
LIGNANOS
Isohidroximatairesinol 4,83 C20H2207  374,1366  374,1364 -0,5020  [M-HJ- 466,0 + 356 4359 *+ 26,8 7245 + 2,1
1-Acetoxipinoresinol 6,64 C22H2408 416,1471 416,1480 2,0311 [M-H]- 28615 + 164,6 19925 + 0,0 4683,2 = 37,2
Matairesinol 7,57 C20H2206 358,1416 358,1432 4,4765 [M-H]- 368,8 + 23,2 ND ND

Los resultados son expresados como cuentas + desviacién estdndar. ND: no detectado.
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7.5.2 Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones

En el Cuadro 22 se presentan los parametros de color en el espacio L, a*y b*.
La coordenada L indica luminosidad, la a* indica rojo(+a)/verde(-a), y b*
amarillo(+b)/azul(-b). Con base en esto, la formulacion 2 presenta un color mas rojo
quelas demas. Esto se debe a que esta presenta un mayor contenido de subproducto
de Jamaica, donde las antocianinas son un compuesto clave y responsable de dicho
color, por esta misma razén la formulacion tiene un color menos rojo, ya que tiene un
menor contenido de Jamaica. De acuerdo con la coordenada b* la formulacion 3 tiene
un color mas amarillo que las demas, pues contiene mas mango y granada que las
formulaciones 1y 2, y estos subproductos se caracterizan por contener carotenoides
responsables del color amarillo. En la Figura 11 se puede apreciar de una forma mas

visual el color de las 3 formulaciones.

Cuadro 22. Parametros de color y pH de las tres formulaciones desarrolladas

Parametro Formulacion 1 Formulacion 2 Formulacion 3
L 42,09+ 0,71b 37,12+ 0,80c 4458 + 0,17 a

ax 8,88+ 0,03c 1442+ 0,15a 10,83+ 0,14 b

b* 10,75+ 0,10b 6,10+ 0,24c 12,15+ 0,09 a

C 13,94+ 0,09c 1566+ 0,21Db 16,27+ 0,12 a

h 50,42+ 0,17a 2291+ 0,70c 48,28+ 0,43 b

pH 353+ 0,01la 315+ 0,02b 3,38+ 0,01c

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con
diferente letra en el mismo renglén indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-
Kramer).

El pH es una medida de &acidos organicos en su forma ionica, en escala
logaritmica, por lo tanto, diferencias pequefias se relacionan directamente con las
diferencias en la concentracion de los acidos organicos. Es asi como el pH bajo de

las formulaciones esta relacionado a la naturaleza acida de los célices de Jamaica,
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indicando de esta manera que la formulacién 2 tiene un mayor contenido de &cidos

organicos (Cuadro 22).

7.5.3 Caracterizacion funcional de las formulaciones

Los suplementos desarrollados son productos que deben ser hidratados
previos a su consumo, por lo que su capacidad para hidratarse en un atributo
esencial. La rehidratacion de éstos materiales incluye una serie de etapas como
humectabilidad, hundimiento, dispersion, hinchamiento, desintegracion, vy
solubilizacion o disolucion. Sin embargo, en sistemas con agitacién, como es el caso
de la forma de consumo de los suplementos alimenticios en polvo, donde se le pide
al consumidor que mezcle el polvo con el liquido, el proceso de hidratacion se centra
en dos puntos clave, la humectabilidad y la solubilidad (Fitzpatrick et al., 2016). Con
base en esto y a lo obtenido en el grupo de enfogue donde se manifestdé que era
deseable que las formulaciones se disolvieran facilmente y que no formaran grumos,
se evalué el indice de solubilidad en agua (ISA), la humectabilidad y la
dispersabilidad de los cuatro subproductos seleccionados, asi como de las tres
formulaciones desarrolladas las cuales fueron comparadas con un suplemento
comercial elaborado con nopal y linaza que es de los mas consumidos por la

poblacién mexicana.

El indice de solubilidad en agua (ISA) indica el porcentaje del material que es
soluble en agua. En este sentido, el subproducto de granada, seguido del de mango,
presentaron el mayor ISA (Figura 20), indicando que tiene un mayor contenido de
compuestos solubles como FDS, carbohidratos, entre otros. El subproducto de
Jamaica present6 el menor ISA, pues la mayoria de sus compuestos solubles fueron
lixiviados al agua durante el proceso de decoccion (Sayago-Ayerdi et al., 2014); el
bajo ISA del subproducto de uva puede explicarse a su gran contenido de FDT
(63.8%) siendo en su mayoria FDI (90.4%). Debido a la baja solubilidad de los
subproductos, menor al 43%, se empled polidextrosa a una concentracion del 10%,
ya que una de sus funciones es incrementar la solubilidad, ademas de ser una fuente

de FDT. Al adicionar polidextrosa a los subproductos de Jamaica, granada, uva y
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mango, el ISA de los subproductos se incrementd en un 48.4, 26.5, 57.9 y 28.7%,

respectivamente, en comparacion con su ISA inicial.
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® Jamaica s Jamaica+polidextrosa ® Granada % Granada+polidextrosa

mUva aUva+polidextrosa Mango Mango+polidextrosa

Figura 20. indice de solubilidad en agua de lo subproducto sin y con polidextrosa.

Datos expresados como media = DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.

Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de
Tukey-Kramer).

El ISA de las tres formulaciones desarrolladas adicionadas con polidextrosa
fue notablemente mayor (63.6-120.6%) a las del suplemento comercial a base de
linaza y nopal (Figura 21), esto se debe tanto al tamafio de particula de los
ingredientes como a la composicion de los mismos, ya que el suplemento comercial
presenta un gran tamafo de particula heterogéneo y de naturaleza poco soluble. La
formulacion 3 presenté un mayor ISA, pues tiene una mayor proporcion de granada
y mango, quienes presentaron los mayores indices de solubilidad (Figura 21). Las
formulaciones desarrolladas no se solubilizan completamente en agua, pues

contienen FDI y otros constituyentes que no se solubilizaran, por lo que finalmente
se forma una dispersion.
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Figura 21.indice de solubilidad en agua de las formulaciones desarrolladas

comparadas con un producto comercial. Datos expresados como media = DE.
Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

La humectabilidad se refiere al contacto inicial del polvo con el agua o con el
liquido empleado para la disolucion del producto en polvo. Durante este paso el
liguido penetra entre las particulas del producto y va humedeciendo su superficie
(Fitzpatrick et al., 2016). Se determiné la humectabilidad de los subproductos, las
formulaciones desarrollas y el suplemento comercial. Este pardmetro es critico, pues
de la habilidad de éstos materiales para disolverse y dispersarse en agua determina

la conveniencia de su uso (de Beer et al., 2018).

El subproducto de Jamaica present6 la mayor humectabilidad (75.9%) seguido
del mango (44.1%) y la granada (41.5%) (Figura 22). La uva por su parte presenta
una humectabilidad menor al 10%, es decir, menos del 10% se humedece al estar
en contacto con el agua; esta pobre humectabilidad ocasiona que la mayoria del
producto se quede flotando en la superficie, esto puede deberse a que el subproducto
de uva presenta baja densidad aparente (Cuadro 14), lo que hace que el producto
flote, aunado a una posible superficie hidrofébica que no es facilmente humectable y
a atracciones fuertes inherentes entre las moléculas que constituyen el polvo

(Barbosa-Canovas et al., 2005).
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Figura 22. Porcentaje de humectabilidad de los subproductos. Datos expresados como
media = DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente letra en la misma columna
indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

La humectabilidad de las formulaciones desarrolladas fue en promedio 84%
mayor que la del producto comercial (Figura 23). La formulacion 2 presenta la mayor
humectabilidad debido a que su ingrediente mayoritario es el subproducto de
Jamaica, el cual se humecta con mayor facilidad. La humectabilidad de los
subproductos, las formulaciones y el producto comercial se ve influenciada por
factores como las propiedades fisicas del polvo y la composicién de la superficie
(hidrofilica/hidrofébica) (Richard et al., 2013).
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Figura 23. Porcentaje de humectabilidad de las formulaciones desarrolladas

comparadas con un producto comercial. Datos expresados como media + DE. Experimentos
con tres réplicas cada uno. Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia
significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

El indice de dispersabilidad se emplea para describir la capacidad del polvo
para mojarse sin formar grumos. La dispersién es un proceso dindmico en el que se
libera continuamente particulas del material a la fase acuosa que se encuentra a su
alrededor (Fang et al., 2011). A pesar de que se presento diferencia estadistica entre
las formulaciones y el producto comercial, la diferencia entre estos valores fue muy
pequefia, y por tanto, sin verdadera relevancia tecnoldgica (Figura 24). Todos los
productos presentan grumos y se dispersan de una manera muy lenta lo que puede
estar relacionado con su baja humectabilidad. Por esta razon, se deberia aclarar en
la etiqueta que el producto, al momento de agregarlo al agua, se debe mezclar

vigorosamente.
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Figura 24. indice de dispersabilidad de las formulaciones desarrolladas comparadas
con un producto comercial. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas

cada uno. Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p=0.05)
(Prueba de Tukey-Kramer).

7.6 Vida de anaquel de las formulaciones desarrolladas

Como parte del desarrollo de las formulaciones que se llevaron a cabo en este
trabajo, se planted y desarroll6 un estudio de vida de anaquel. A continuacion, se
muestran los resultados de las variables monitoreadas durante el almacenamiento,
gue se realizé a través de un disefio reversa, es decir, que todas las mediciones se
realizaron al mismo tiempo al final del estudio. En este trabajo se seleccionaron
temperaturas 25, 35 y 45°C, como representativas de la temperatura ambiente
registrada en diferentes zonas de México.

7.6.1 indice de solubilidad en agua de las formulaciones almacenadas a
diferentes temperaturas al final del almacenamiento (150 dias).

El ISA es un parametro importante en este tipo de productos en los cuales
unos de los mayores inconvenientes percibidos por los consumidores es la baja
solubilidad. La figura 25 presenta el ISA al final del almacenamiento (dia 150) para
las 3 formulaciones y las 3 temperaturas, siendo los valores en todos los casos
estadisticamente diferentes al compararse con las formulaciones antes del
almacenamiento.
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Figura 25. indice de solubilidad en agua de las formulaciones al final del

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

El incremento en la solubilidad resultd ser dependiente de la temperatura, es
decir, a mayor temperatura de almacenamiento mayor solubilidad de Ilas
formulaciones, y viceversa, presentando un incremento a los 45 °C de 37.4, 16.7y
18.8% para las formulaciones 1, 2 y 3, respectivamente. Estos resultados pueden
deberse a un proceso de degradacion de la pectina a traves de reacciones de
despolimerizacion y desmetilacién (Moufle, Jamet, y Karoui, 2018). Estos procesos
de despolimerizacion afectaron de manera diferencial a cada uno de los

subproductos contenidos en las formulaciones y resulta notorio cémo en la
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formulacion 1 este proceso fue mayor, ya que presentd un mayor porcentaje de

solutos disueltos en agua al final del almacenamiento.

7.6.2 Cambios de color durante el almacenamiento

No solo es importante la cuantificacion de parametros que tienen relevancia
nutricional, sino también de aquellos que pueden llegar a tener implicaciones en la
percepcion del consumidor, razon por la cual se midié el color (escala CIE Lab)
durante el almacenamiento. De manera general para todos los parametros de color
gue se presentan a continuacion los menores cambios de color se presentaron a 25

°C, mientras que para 35y 45 °C se observaron comportamientos similares.

El pardmetro a* representa que el color rojo (+a) o verde (-a) en la muestra de
interés, en este caso como ya se mostré anteriormente, y por la naturaleza de los
ingredientes, todas las formulaciones contienen antocianinas provenientes de los
subproductos de Jamaica y uva, que le otorgan un color caracteristico al producto

desarrollado.

La formulacion 1y 3 presentaron un comportamiento similar, con una pérdida
de color el dia 10 que después se mantuvo estable (Figura 26 a y c), mientras que
para el caso de la formulacién 2 (Figura 26 b) hubo un incremento en el valor al dia

10 manteniéndose después constante.
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Figura 26. Cambio del parametro a* de las formulaciones desarrolladas durante el

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa.

El parametro b* también fue monitoreado, este indica la coloracion amarilla
(+b*) o verde (-b*) de una muestra (Figura 27). La formulacion 3 (Figura 27 c)
presentd los mayores valores de b*, al tener mayor contenido de los subproductos
de granada y mango que se caracterizan por un color amarillo otorgado por los
carotenoides. La tendencia general observada para este parametro fue un
incremento en los primeros 10 dias de almacenamiento permaneciendo después
contante a lo largo del tiempo monitoreado. Sin embargo, para la formulacién 3, se
presentd una disminucion a los 35y 45 °C al final del almacenamiento. En general
hubo una disminucion importante a los 35 y 45 °C. Se ha reportado que los

incrementos cambios en el pardmetro b* se debe a reacciones de Maillard (Moufle et
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al., 2018), asi como a una mayor concentracion de chalconas (Mazza y Francis,
1995) producto de degradacion de las antocianinas contenidas en las formulaciones,
qgue podria explicar el comportamiento de la formulacién 2 (Figura 27 b). Asimismo,
la oxidacion de compuestos como flavanoles resulta en la formacién de pigmentos

amarillos-naranjas (Pérez-Magarifio y Gonzéalez-San José, 2004)
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Figura 27. Cambio del parametro b* de las formulaciones desarrolladas durante el

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.

Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

También se monitoreo la luminosidad (L) indicando qué tan blanca (L+100) o
negra (L-0) es una muestra (Figura 28). En general las formulaciones 1y 3 a las tres

temperaturas incrementaron el valor de luminosidad permaneciendo después
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constante a través del tiempo y con menores cambios a la temperatura de 25 °C. En
el caso de la formulacién 2 la temperatura de almacenamiento no tuvo un efecto
significativo sobre la luminosidad. Lo que estd sucediendo puede deberse a la
oxidacién y por consiguiente a la pérdida de compuestos responsables del color
como antocianinas y carotenoides. En este sentido, se ha reportado en el caso del
vino que la progresiva pérdida de antocianinas durante el afiejamiento podria ser la

responsable de un aumento de la luminosidad (Heras-Roger et al., 2014).
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Figura 28. Cambio de laluminosidad (L*) de las formulaciones desarrolladas durante

el almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada
uno. Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

El parametro croma indica la intensidad/saturacion del color; en todas las

formulaciones este incrementa hasta el dia 20, manteniéndose después constante a
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través del tiempo (Figura 29). Las coloraciones mas intensas (mayor croma) se
presentan en las muestras de las tres formulaciones almacenadas a 25 °C, siendo
estadisticamente diferente a las almacenadas a 35 y 45 °C que presentan valores
menores. Esto puede deberse a que a temperaturas mas elevadas hay una mayor
pérdida de los compuestos responsables de la coloracién, como los compuestos

fendlicos al ser susceptibles a la hidrdlisis y oxidacién (Harbourne et al., 2013).
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Figura 29. Cambio del croma de las formulaciones desarrolladas durante el

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

Los cambios de color (AE) fueron calculados como el cambio en los
parametros L, a* y b* entre las formulaciones del dia inicial (tiempo 0) y los diversos
dias muestreados (Figura 30). Mokrzycki y Tatol (2012) han establecido los
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siguientes intervalos con el fin de determinar si hay diferencias visibles entre dos
muestras: 0-0.05 no es notoria, 0.5-1.5 levemente notoria, 1.5-3.0 notoria, 3.0-6.0
muy visible y mayor a 6 la diferencia es grande. A partir de esto podemos decir que
la menor diferencia, siendo apenas perceptibles por el ojo humano en un observador
promedio, es para la formulacién 2, siendo menor a 3 unidades, caso contrario a la
formulacion 1 donde los cambios de color oscilaron entre 4 y 6 unidades siendo un

cambio muy perceptible por parte de un individuo.
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Figura 30. Cambio de color de las formulaciones desarrolladas durante el

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

La formulacion 3 (Figura 30c) presentd en los primeros dias de

almacenamiento un incremento en los cambios de color, pero dicho cambio fue
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reversible a partir del dia 30 de almacenamiento Estos datos sugieren que dicha
formulacion disminuye su pérdida de color a través del tiempo., llegando a los 150
dias a valores menores a 3 unidades, lo que es un cambio notorio. Para las
formulaciones 2 y 3 el mayor cambio de color se presentd a los 25 °C, influenciado
por los parametros a* y b* que tuvieron un comportamiento similar. Los cambios en
el color pueden deberse a la actividad de enzimas como la pectin metilesterasa,
polifenol oxidasa, peroxidasa u otras enzimas que no fueran inactivadas durante el

procesamiento de los suplementos (Martinez Sanchez et al., 2016)

7.6.3 Contenido de compuestos fendlicos extraibles de las formulaciones
almacenadas a diferentes temperaturas

Cuando se trata de vida de anaquel de productos alimenticios se deben tener
presentes diversas variables como lo son la naturaleza del producto, su composicion,
los ingredientes, el procesamiento, el empaque, las condiciones de almacenamiento,
la distribucion y la manipulaciéon del mismo, y para el producto que se desarrollé en
este trabajo el aspecto nutricional es crucial (Hough 2010), pues se busca que los
compuestos fendlicos no se pierdan durante el almacenamiento. Por este motivo la
concentracion de fenoles totales (Figura 31) y antocianinas (Figura 32) fue medida a
través del almacenamiento con la finalidad de monitorear los cambios que pudieran

presentarse en su contenido.

El porcentaje de pérdida fue dependiente de la temperatura y del tiempo de
almacenamiento, ya que al incrementar éstos la pérdida de compuestos fendlicos fue
mayor. A 25 °C, la mayor pérdida la presento la formulacion 2 (15%), a 35 °C las
formulaciones 1 y 2 (16%) y a 45 °C las formulaciones 1 y 2 (23 y 21%,
respectivamente). La formulacion 3 a pesar de tener el mayor contenido de
compuestos fendlicos, tan sélo se perdié el 15% de estos a 45 °C y 150 dias de
almacenamiento. Se ha reportado que los compuestos fendlicos contribuyen a la
calidad en las frutas en términos de color, aroma, sabor y flavor (Toméas-Barberan y
Espin, 2001), por lo tanto se espera que en la formulacion 3, al perder menos

polifenoles extraibles (Figura 32c), se conserven mejor dichas caracteristicas.
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Aunque se ha observado una pérdida de polifenoles extraibles a lo largo del
tiempo, esta no es tan alta como se esperaria en una bebida ya preparada, pues una
ventaja que representan los productos en polvo es que el bajo contenido de humedad
disminuye las reacciones quimicas (de Beer et al., 2018). Asi, se ha reportado que
un incremento en la actividad de agua afecta la estabilidad de los polifenoles durante

el almacenamiento (Rocha et al., 2016).
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Figura 31. Contenido de compuestos fendlicos de las formulaciones desarrolladas

durante el almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres
réplicas cada uno. Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

Se hareportado que los acidos citrico y ascorbico incrementan la degradacion
de compuestos fendlicos en temperaturas alrededor de 40 °C (de Beer et al., 2018).
En concreto, el acido ascorbico oxida directamente a los flavan-3-oles, y el furfural,
gue es un producto de la degradacién del acido ascoérbico, reacciona de igual manera

con estos compuestos formando aductos diméricos, el acido citrico por su parte
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incrementa la oxidacion del &cido ascérbico (de Beer et al., 2018). Segun el perfil de
compuestos bioactivos (Cuadro 20), las formulaciones 1 y 3 tienen mayor contenido
de acido citrico, y el acido ascorbico se ha reportado como constituyente de estas

frutas.

Los compuestos fendlicos son el indicador critico del estudio de vida de anaquel que
se disefl0 y como limite de aceptabilidad se determin6 un contenido del 2%, es decir
20 mg EAG/g. Con base en esto y bajo las condiciones del estudio para las
formulaciones 1y 3 se puede decir que la vida de anaquel es mayor a 150 dias (5
meses) a las tres temperaturas estudiadas (25, 35 y 45°C), ya que no se alcanzé a
presentar la falla durante el estudio. La formulacion 2 si presenté un comportamiento
diferente ya que su contenido de compuestos fendlicos es menor. A 25 °C los datos
se ajustan a un modelo exponencial de 3 parametros (ecuacion 4), déonde el
parametro a corresponde a una asintota (ecuacion 5) indicando que bajo este modelo
la concentracion de compuestos fendlicos no llegara a ser menor de 2.02%. Por lo

tanto, la vida de anaquel de la F2 almacenada a 25 °C seria mayor a 150 dias.
a+b*Exp[c*dias] (Ec. 4)
20.24+3.78*Exp[-0.05*dias] (Ec. 5)

La formulacion 2 a 35 °C y 45 °C también se ajusté a un modelo exponencial de tres
parametros (ecuacion 4). Para el caso del almacenamiento a 35 °C la vida de anaquel
es de 66 * 17 dias, indicando que es de 1.6 a 2.7 meses bajo las condiciones
estudiadas (ecuacion 6). Para esta misma formulacion, F2, a 45 °C, la vida de
anaquel es de tan solo 26 + 4 dias. Por lo tanto, esta formulacién no se recomienda
almacenar a temperaturas mayores a 25 °C con la finalidad de prolongar su vida de

anaquel.
19.90+4.10*Exp[-0.05*dias] (Ec. 6)

19.25+4.71*Exp[-0.07*dias] (Ec. 7)
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Por otro lado, el cambio en el contenido de antocianinas durante el
almacenamiento se presenta en la Figura 34. Los datos presentan una distribucion
no paramétrica y no hubo diferencia estadistica entre las tres temperaturas de
almacenamiento; sin embargo, se observa una pérdida de esas antocianinas mayor

a la temperatura de 45 °C principalmente para las formulaciones 2 y 3.
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Figura 32. Contenido de antocianinas de las formulaciones desarrolladas durante el

almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

Se ha reportado que la estabilidad de las antocianinas depende de varios
factores como las propiedades intrinsecas del alimento y el procesamiento como el
pH, la temperatura de almacenamiento, la estructura quimica y la concentracion de
las antocianinas, la luz, el oxigeno, la presencia de enzimas, proteinas e iones

metalicos (Rein 2005). Por ejemplo el hecho que se trate de un producto en polvo
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y no un liquido, es una ventaja, pues se hareportado diferencias en los mecanismos
de degradaciéon de las antocianinas en condiciones sélidas y acuosas, asi a pH
altos las antocianinas en estado sélido son mas estables que en liquido, siendo
menor la degradacion para las antocianinas aciladas (lliopoulou et al., 2015), ya
gue éstas son mas resistentes a la degradaciéon térmica comparadas con las no
aciladas. Las antocianinas aciladas en presencia de un calentamiento severo se
rompen en su correspondiente acil-glucésidos y la aglicona (antocianidina) que
posteriormente se transforma en chalcona que se rompe a &cido protocatecuico y
floroglucinaldehido (Sadilova et al., 2007). En el perfil realizado por UPLC (Cuadro
20) se identificaron 7 antocianinas aciladas, de éstas 2 fueron mayoritarias en la

formulacion 1, 2 en la formulacion 2 y 3 en la formulacion 3.

7.6.4 Compuestos fenodlicos no extraibles

Hasta el momento no hay reportes del efecto del almacenamiento sobre los
compuestos fendlicos no extraibles en productos de este tipo. Debido a que estos
compuestos son parte importante de los suplementos desarrollados, se cuantificaron
los polifenoles hidrolizables (Figura 33) y los proantocianidinas no extraibles (Figura

34) al final del almacenamiento (150 dias) para las 3 temperaturas.

7.6.4.1 Polifenoles hidrolizables

Cada una de las formulaciones presentd un comportamiento diferente no
dependiente de la temperatura (Figura 33). La mayor pérdida se present6 a 25 °C
para la formulacién 1 con un 20%, y el mayor incremento a los 35 °C para la
formulacion 2 con 46%. La formulaciéon 3 presenté un aumento a 25 °C (40%) y a 35
°C (27%). El incremento en los polifenoles hidrolizables puede deberse a reacciones
de condensacion entre los acidos fendlicos, ya que debido al caracter &cido de los
grupos hidroxilo y a las propiedades nucleofilicas de los anillos fendlicos, éstas
moléculas son altamente reactivas y pueden sufrir diferentes tipos de reacciones

durante el procesamiento y almacenamiento (Tarascou et al. 2010).
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Figura 33. Contenido de polifenoles hidrolizables de las formulaciones desarrolladas

al final del almacenamiento. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres
réplicas cada uno. * indica diferencia significativa versus la muestra control, prueba de Dunnett (p=
0.05)

7.6.4.2 Proantocianidinas no extraibles

Los cambios de los taninos condesados durante el almacenamiento ha sido
reportado previamente para productos como el vino (Vallverd et al., 2017), pero no
para productos en polvo como los que se desarrollaron en este trabajo. En el caso
de la formulacion 1 que es la que tiene un mayor contenido de proantocianidinas no

extraibles, la temperatura no tuvo un efecto significativo sobre la concentracion de
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éstos a los 5 meses de almacenamiento (Figura 34 a). Para la formulacion 2 (Figura
34 b), almacenar el suplemento a 45 °C ocasion6 un incremento significativo (14%)
con respecto al control. Para la formulacion 3, quien tiene menor contenido de
proantocianidinas no extraibles (Figura 34 c), la temperatura de almacenamiento no
tuvo un efecto estadistico. El efecto encontrado en la formulacion 2, con mayor
contenido de antocianinas, puede deberse a reacciones de polimerizacién junto con

flavanoles monoméricos y condensados (Vallverd et al., 2017).
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Figura 34. Contenido de proantocianidinas no extraibles de las formulaciones

desarrolladas al final del almacenamiento. Datos expresados como media + DE.
Experimentos con tres réplicas cada uno. *indica diferencia significativa versus la muestra control,
prueba de Dunnett (p= 0.05)
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7.7 Evaluacion del efecto del consumo de las tres formulaciones desarrolladas

sobre la obesidad, la dislipidemia y la resistencia a la insulina
7.7.1 Efecto del consumo de las formulaciones sobre el peso corporal

En la Figura 35 se presentan los resultados de peso corporal de los 5 grupos
experimentales: alimentados con la dieta estandar, alimentados con la dieta alta en
grasa, fructosa y colesterol (dieta AGFC) y los 3 grupos restantes son los
tratamientos, es decir, los alimentados con la dieta AGFC y suplementados con cada
una de las tres formulaciones desarrolladas, formulacion 1: dieta AGFC+F1,
formulacion 2: dieta AGFC+F2 y formulacion 3: dieta AGFC+F3.

En la primera semana del estudio in vivo, los animales alimentados con la dieta
AGFC comenzaron a ganar peso de una manera mas rapida que los demas grupos.
En la dltima semana del estudio, se presentd diferencia estadistica significativa
(p=0.05) entre los animales alimentados con la dieta estandar y los alimentados con
la dieta AGFC. El peso promedio del grupo AGFC es 14% mayor que el de la dieta
estdndar. Este incremento se debe al exceso de energia ingerida, la cual se
almacenan en forma de triglicéridos en el tejido adiposo, éstos pueden ser
sintetizados a partir de los acidos grasos de la dieta o bien mediante el metabolismo

de la fructosa (Huang et al., 2011).

En lo que respecta a los suplementos, ninguno de los tres presentaron
diferencias estadisticamente significativa (p=0.05) con ninguno de los grupos
controles. Sin embargo, los animales alimentados con la formulacion 1 y 3
presentaron la mayor disminucién en la ganancia de peso corporal respecto a los
animales alimentados con la dieta AGFC al final del estudio, siendo la disminucion
de la ganancia del 5.9 y 6.1%, respectivamente. A lo largo del experimento el grupo
AGFC+F3 presento el menor peso corporal. Los animales alimentados con la dieta
AGFC+F2 presentaron una menor disminuciéon en la ganancia de peso corporal

respecto al grupo AGFC del 2.5%.
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Por lo tanto, el consumo de las formulaciones si presenta un efecto en la
disminucion de peso corporal, siendo este efecto mayor para la formulacion 3, la cual
contiene proporciones iguales de cada uno de los subproductos empleados y como
caracteristica especial tiene un mayor contenido de polifenoles extraibles que las

formulaciones 1y 2 (Cuadro 19).
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Figura 35. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta AGFC y suplementadas
con los tres suplementos desarrollados. Los datos se expresan como la media + EE.

Se ha reportado el efecto derivado del consumo de manera individual de
granada, uva, Jamaica y mango, sin embargo, los estudios estan centrados
principalmente en la evaluacion de extractos y no tanto a los materiales en polvo o a
sus subproductos. En lo que respecta a granada, se han evaluado extractos
metandlicos de la cascara, flor y semillas en un modelo animal alimentado con una
dieta alta en grasa, sacarosa y fructosa y no observaron efectos en la disminucion
en la ganancia de peso corporal (Harzallah et al., 2016); de igual manera Neyrinck et
al. (2013) observaron que el consumo de un extracto de cascara de granada rico en

polifenoles no modificé la ganancia de peso corporal de los animales. Sin embargo
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autores como Hashemi (2017) reportan una disminucion significativa del peso
corporal al administrar extracto de granada en forma de tableta en ratas alimentadas

con una dieta alta en fructosa.

En el caso del subproducto de mango, se ha reportado previamente que no
disminuye de manera significativa la ganancia de peso corporal (Amaya-Cruz et al.,
2015), de la misma manera, el consumo de pulpa y jugo de mango no han
presentado efecto en la reduccién de peso de los animales de experimentacion
(Natal et al., 2017; Ojo et al., 2016).

Para el subproducto de Jamaica, en este proyecto se comprobd que su
consumo presento un efecto significativo en la disminucion del peso corporal (9%)
de animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa. En el caso del orujo
de uva, es un material que se ha estudiado ampliamente. Se ha reportado que un
extracto de este disminuye la ganancia de masa grasa, sin reducir el consumo de
alimento pero tiene un impacto significativo sobre la composicion de la microbiota
(Van Hul et al., 2017). Rosenzweig et al. (2017) al administrar 50 mg/dia a ratones
alimentados con una dieta alta en grasa reportan una disminucion del peso corporal
del 70% en relacion al grupo control. Por otro lado, Yu et al. (2017) al administrar 6.9,
13.8 y 20.7% de subproducto de uva no encontraron efecto en el peso corporal de

los animales.

Por lo tanto, la disminucion en la ganancia del peso corporal que se esta
presentando en las formulaciones podria deberse a un efecto sinérgico entre los
polifenoles extraibles de sus ingredientes, pues como se menciond anteriormente ni
la granada ni el mango han demostrado tener efecto sobre la disminucion del peso
corporal y la formulacién 3 es la que tiene un mayor contenido de éstos subproductos.
Igualmente, si el efecto se debiera al orujo de uva el mayor efecto se deberia haber
observado en la formulacion 1 y si fuera por el subproducto de Jamaica, en la
formulacion 2. En relacion al efecto sinérgico, se ha reportado por ejemplo que el

efecto combinado de la genisteina, quercetina y resveratrol es mayor que los
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compuestos por separado, en adipocitos 3T3-L1, suprimiendo la adipogénesis e

incrementando la apoptosis de los adipocitos (Park et al., 2008).

Se ha demostrado que un incremento en el tamafio de los adipocitos,
hipertrofia, es un predictor de la glucosa y el perfil lipidico alterado en sangre
(Laforest et al., 2015). Por lo tanto, se realizo el estudio histolégico del tejido adiposo
visceral de los diferentes grupos (Figura 36). Los adipocitos de los animales
alimentados con la dieta AGFC incrementaron en un 23.4% su tamafio con relacion
a los de la dieta estandar. El consumo de los suplementos desarrollados fue capaz
de disminuir el tamafio de los mismos del 22 al 24% en comparacion con la dieta
AGFC, no presentando diferencia estadistica con los animales de la dieta estandar
(Figura 36e).
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Figura 36. Adipocitos de animales alimentados con una dieta AGFC y suplementada
con las formulaciones desarrolladas (a) dieta estandar (b) dieta AGFC; (c) dieta

AGFC+F1; (d) dieta AGFC+F2; (e) dieta AGFC+F3, (f) tamafio de los adipocitos
(100x)

7.7.2 Efecto del consumo de las formulaciones sobre el consumo de alimento
Con la finalidad de determinar si la suplementacion de la dieta AGFC con las
formulaciones desarrolladas mostré un efecto sobre la saciedad, se determiné el

consumo de alimento promedio de cada grupo. El consumo de alimento fue mayor
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en los animales que consumieron la dieta estandar, seguido de los animales
alimentados con la dieta AGFC. Se presento diferencia estadistica significativa entre
el consumo por dia de la dieta estandar y la AGFC con la formulacion 3. Es asi como
la reduccion de la ganancia de peso (Figura 35) de este grupo pudiera estar
relacionada con un efecto de saciedad que origina un menor consumo de alimento,
cabe sefialar que esta formulacion tiene un contenido de fibra menor que las otras
dos formulaciones (Cuadro 19), por lo que este efecto puede estar relacionado con
su mayor contenido de polifenoles extraibles. Se ha reportado que los polifenoles de
la canelay el café tienen la capacidad de estimular a las células intestinales L para
secretar GLP-1, que se considera como un factor de saciedad (Johnston et al., 2003;
Hlebowicz et al., 2009).
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Figura 37. Consumo de alimento de ratas alimentadas con una dieta AGFC y
suplemen

tadas con las tres formulaciones desarrolladas. Datos expresados como media + EE. Valores
con diferente letra indican diferencia significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).
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7.7.3 Efecto del consumo de los suplementos sobre el perfil lipidico en sangre

En el Cuadro 23 se muestran los valores de triglicéridos en sangre de los 5
grupos experimentales. Los animales alimentados con la dieta estandar tienen en
promedio una concentracion de 59 mg/dL, y los animales alimentados con la dieta
AGFC tienen una concentracién mayor en un 60.4% (95 mg/dL). Este aumento en
los niveles de triglicéridos puede deberse a que, en el higado, la fructosa es
metabolizada hasta acetil Co-A, que provee los carbonos necesarios para la sintesis
de novo de &cidos grasos de cadena larga, que posteriormente son esterificados para

formar triglicéridos (Havel, 2005).

Estadisticamente no hay diferencia significativa entre los grupos controles; sin
embargo, si hay diferencia entre los grupos suplementados con las formulaciones 1
y 2 vs el grupo AGFC (p=0.05), presentando una reduccion del 47.3 y 37.7%
respectivamente. El menor efecto lo presentaron los animales del grupo AGFC+F3,

con una reduccion del 35.2% respecto al grupo AGFC.

Cuadro 23. Perfil lipidico en suero de ratas alimentadas con una dieta AGFC y
suplementadas con las tres formulaciones desarrolladas

. , . Dieta Dieta Dieta
Dieta estandar Dieta AGFC AGEC+EL AGEC+E2 AGEC+E3

T”(gnl]'gfc;gos 59.61 + 4.48%® 9563+ 7.18 50.39+ 898" 5956+ 10.33* 61.98+ 7.52%
*

Colesterol 63.22 + 2.23° 136.12+ 11.112 77.75+ 4.17°° 111.12+ 9.972° 98.57 + 6.442
total (mg/dL)

Colesterol c a abc ab be
LDL (mg/dL) 38.96 + 1.60 58.98 + 2.88% 49.65+ 2.86 55.06 + 5.01 4327+ 2.72
Colesterol

a c bc ab bc
HDL (mg/dL) 18.19 + 1.35 9.73+ 1.49° 11.73+ 0.70 1480+ 1.11 10.61+ 0.87

Datos expresados como media + EE. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia
significativa (p=0.05) prueba de Tukey-Kramer; *(p=0.05) prueba de Steel-Dwass

De esta manera podemos decir que en lo que respecta a los triglicéridos en
suero los mayores efectos lo presentaron las formulaciones 1y 2, que se caracterizan
por tener un mayor contenido de polifenoles no extraibles y fibra dietaria,

respectivamente. De acuerdo al perfil de compuestos fitoquimicos, la formulacion 1
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tiene la mayor cantidad de proantocianidinas (Cuadro 20); se ha reportado que
proantocianidinas disminuyen la actividad de la lipasa pancreatica (Moreno et al.,
2003), ademas de la secrecion de quilomicrones en el intestino (Pal, Naissides, y
Mamo, 2004) lo que reduce la absorcion de las grasas de la dieta. Del Bas et al.
(2008) reportan que procianidinas de semilla de uva, en células HepGZ2, inhiben la
sintesis de novo, y la secrecién de triglicéridos. Estas mismas procianidinas, en
higados de ratones, disminuyen la expresion de diacilglicerol acil transferasa 2 y de
fosfatasa del acido fosfatidico (Del Bas et al. 2009; Vargas y Vargas et al. 2015). Por
otro lado, la fibra dietaria, ingrediente predominante en la formulacion 2, tiene
influencia en el metabolismo de lipidos y no solo por un efecto fisico de atrapamiento,
sino a través de la disminucion en la expresion de enzimas involucradas en la sintesis
de acidos grasos: SREBP-1, sintasa de acidos grasos y acetil-CoA carboxilasa (Han
et al., 2015).

Los niveles de colesterol en sangre también fueron cuantificados (Cuadro 23).
El consumo de la dieta AGFC originé un incremento de 2.1 veces en los niveles del
colesterol de los animales respecto al grupo de la dieta estandar. Los datos
presentaron una distribucidon no paramétrica y al realizar la comparacion entre los
grupos, el grupo AGFC+F1 presentd diferencia estadistica con el grupo AGFC,
mientras que los grupos AGFC+F3, AGFC+F2 y AGFC fueron diferentes al grupo
alimentado con la dieta estandar. De manera similar a los resultados de triglicéridos,
la formulacion 1 presento el mayor efecto, ocasionando una reduccién del 43% en la
concentracion de colesterol total en suero. Al evaluar la capacidad de adsorcion de
colesterol de la yema de huevo de los subproductos (datos no mostrados), se
encontrd que el orujo de uva tenia la mayor capacidad de retencion (165.8 mg/g) y
este es el ingrediente mayoritario de la formulacion 1. Caso contrario ocurrioé con el
subproducto de Jamaica que presento la menor capacidad para adsorber colesterol
(34.5 mg/qg), y este es el ingrediente mayoritario de la formulacién 2, lo cual podria
tener relacion con los mayores niveles de colesterol en sangre. Asimismo, se ha
reportado que las proantocianidinas de la semilla de uva, mayoritarias en la

formulacion 1, disminuyen la expresion de HMG-CoA reductasa y HMG-CoA
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sintetasa (enzimas involucradas en la biosintesis del colesterol), e incrementan la de
CPT1 (enzima que controla la p-oxidacion) (Del Bas et al., 2008; Del Bas et al., 2009)

Como parte del perfil lipidico, se cuantifico el colesterol LDL y HDL (Cuadro
23). El grupo alimentado con la dieta AGFC presento un incremento del 51% y una
reduccién del 46%, para el colesterol LDL y HDL, respectivamente, ademas de una
diferencia estadistica significativa respecto al grupo de la dieta estandar. Para el
colesterol LDL, el grupo AGFC+F3 no presento diferencia estadistica frente al grupo
de la dieta estandar a diferencia de los grupos AGFC+F1 y AGFC+F2. Por lo tanto,
el efecto mas pronunciado sobre el LDL podria deberse a los polifenoles extraibles
gue son mas abundantes en la formulacibn 3, o al mayor contenido de los
subproductos de mango y granada. En el caso de los polifenoles extraibles algunos
posibles mecanismos de accion serian la modulacion del metabolismo de los lipidos
a través de la lipasa sensible a la hormona, acetil CoA-carboxilasa, carnitin acil
transferasa y PPAR-yl (Vasantha et al., 2016). En el caso de granada se ha
reportado el efecto sobre la disminucion de triglicéridos y colesterol total de un
extracto acuoso-metandlico de su cascara, en ratas alimentadas con una dieta alta
en lipidos (Sadeghipour et al., 2014). Por otro lado, se ha reportado que un extracto
rico en polifenoles de cascara de granada redujo los niveles de colesterol total y LDL
en ratones alimentados con una dieta alta en grasa, este efecto podria estar

relacionado con la modulacion de bacterias intestinales (Neyrinck et al., 2013).

El colesterol HDL se incrementd con la suplementacion de las formulaciones
1,2y 3, 20.5,52.1y 9.0% en comparacion con el grupo AGFC, respectivamente; el
grupo AGFC+F2 no presentd diferencia estadistica (p=0.05) con el de la dieta

estandar.

La formulacion 1, que se caracteriza por tener un mayor contenido de
polifenoles no extraibles, tiene como ingrediente mayoritario el orujo de uva,
pudiendo ser el responsable del efecto que se esta observando tanto para
triglicéridos como para colesterol total. Yu et al. (2017) reportaron que la

suplementacién al 6.9% con subproducto de uva durante 10 semanas presento
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efectos tanto positivos como negativos en el perfil lipidico; disminuyendo los niveles
de triglicéridos, pero incrementando los de colesterol total y LDL. ElI consumo del
subproducto de uva ocasion6 una regulacién negativa en el higado de los genes
asociados con la sintesis de acidos grasos (ACC, FAS) y otros relacionados con el
metabolismo de lipidos (HSL, LDRD, PPARY).

7.7.4 Efecto del consumo de los suplementos sobre la resistencia a la insulina

En el cuadro 24 se encuentran condensados los resultados asociados a la
resistencia a la insulina. Los niveles de glucosa en sangre son un indicativo de su
metabolismo en el cuerpo. La dieta AGFC se caracteriza por generar un estado de
resistencia a la insulina en los animales, y ésta es una caracteristica comun asociada
a la obesidad. El consumo de la dieta AGFC causo un incremento del 25.8% de los
niveles de glucosa en suero de los animales, siendo esta concentracion diferente
significativamente frente al grupo de la dieta estandar (p=0.05). En lo que respecta a
los tratamientos, todos presentaron una disminucion de la concentracion de glucosa,
siendo de 28.4, 13.9 y 17.2% para los grupos AGFC+F1, AGFC+F2 y AGFC+F3
respectivamente. Los animales suplementados con las formulaciones 1 y 3 no

presentaron diferencia estadistica con el grupo de la dieta estandar.

Cuadro 24. Parametros en suero de ratas alimentadas con una dieta AGFC y
suplementadas con las tres formulaciones desarrolladas

. , . Dieta Dieta Dieta
Dieta estandar Dieta AGFC AGEC+E1L AGEC+F2 AGEC+F3
%‘gjgﬁ‘;" 100.43 + 2.71° 125.76 + 7.29% 90.05+ 3.46° 108.27+ 4.61%° 104.15+ 3.93"
Insulina c a ab ab bc
2.39 + 0.23 5.21+ 0.28 441+ 0.33 449+ 0.47 3.73+ 0.21
(ng/mL)
*Indice
HOMA 1726 + 1.65 4758+ 4.28 2833+ 2.05 35.40+ 4.32 28.35+ 2.57

indice TyG 7.98 + 0.08"° 8.69+ 0.08% 7.62+ 0.14° 7.99+ 0.16° 8.03+ 0.10°

Datos expresados como media + EE. Valores con diferente letra en la misma fila indican diferencia
significativa (p=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer); *(p=0.05) prueba de Steel-Dwass.

En el Cuadro 24 se indican las concentraciones de insulina en suero de los animales

en estudio al término de los tratamientos. Se observa una diferencia estadistica
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significativa entre el grupo AGFC, presentando 2.1 mas insulina que el grupo
alimentado con la dieta estandar. Los grupos AGFC+F1 y AGFC+F2 no presentaron
diferencia con el grupo AGFC, a pesar de presentar unadisminucion de 15.3 y 13.8%,
respectivamente. Caso contrario ocurrié con la F3, que disminuyé en 28.4% la
concentracion de insulina, no presentando diferencia estadistica con el grupo de la

dieta estandar.

A partir de estos resultados tanto los polifenoles extraibles como los no extraibles
son los que estan presentando un mayor efecto en la resistencia a la insulina. El

efecto de la fibra no es tan significativo como el de dichos fitoquimicos.

Con la finalidad de estimar la resistencia a la insulina de los animales, se estimaron
los indices HOMA y TyG (triglicérido y glucosa) (Cuadro 24). Como era esperarse,
los animales alimentado con la dieta AGFC presentaron un indice HOMA 2.7 veces
mayor que el grupo dieta estandar. Al tratarse de datos no paramétricos, y al realizar
el analisis estadistico correspondiente, este grupo presentd diferencia estadistica
significativa con todos los demas (p=0.05). El grupo AGFC+F1, al tener una menor
desviacion estandar que el grupo AGFC+F3, fue diferente estadisticamente al grupo

AGFC, sin embargo, ambos presentaron reducciones del indice HOMA del 40.4%.

Para el indice TyG, los animales alimentados con la dieta AGFC mostraron niveles
significativamente mayores (8.9%) que los alimentados con la dieta estandar y los
grupos suplementados, quienes no presentaron diferencia estadistica con el grupo
alimentado con la dieta estandar (p=0.05), mostrando reducciones de 12.3, 8.0 y
7.6% para los AGFC+F1, AGFC+F2 y AGFC+F3.
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7.7.5 Efecto del consumo de los suplementos sobre la esteatosis hepética
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Figura 38. Hepatocitos de animales alimentados con una dieta AGFC vy
suplementada con las formulaciones desarrolladas (a) dieta estandar (b) dieta AGFC,;
(c) dieta AGFC+F1; (d) dieta AGFC+F2; dieta AGFC+F3 (100x).

En la Figura 38 se presentan los cortes histolégicos de los hepatocitos de las
ratas alimentadas con la dieta estandar (Figura 38 a) vs las alimentadas con la dieta
AGFC (Figura 38 b) y suplementadas con las formulaciones (Figura 38 ¢, d y e). Es
evidente que el consumo de la dieta AGFC produce esteatosis hepatica o
esteatohepatitis que se caracteriza por la acumulacion excesiva de lipidos y la
inflamacion en el higado. Si ésta continua podria dar lugar a fibrosis y cirrosis. De
manera global, éstas alteraciones se deben principalmente a anormalidades en el
metabolismo hepético de lipidos que puede producirse por la ingesta excesiva de
colesterol y grasa en la dieta (Li et al., 2016), lo que a su vez esta ligado con las
concentraciones mayores de colesterol total y triglicéridos en suero (Cuadro 23). El
analisis histologico revela que todos los animales alimentados con la dieta AGFC, ya
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sea el control o los suplementados, presentan el cuarto grado de esteatosis, siendo
este el mas alto e indicando que todas las células tienen gotas lipidicas almacenadas
en su interior. Esto ocasiona que casi todos los nucleos de los hepatocitos se
encuentren hacia la periferia de la célula. Asimismo, en la Figura 38 b, se puede
apreciar la presencia de xantomas (circulo negro) que contiene un grupo de
macrofagos, indicando una inflamaciéon severa que esta ligada. EI consumo de las
formulaciones no disminuyo los depositos de grasas de manera visual. Este resultado
puede deberse a que la dieta fue demasiado agresiva con este érgano y por lo tanto

el consumo de un alimento no fue suficiente para prevenir su dafio.

Sin embargo, al cuantificar las concentraciones de triglicéridos y colesterol en higado,
si se observaron ciertos efectos de la suplementacion con las formulaciones (Figura
39). En lo que respecta al contenido de triglicéridos no hubo diferencia estadistica
significativa (p=0.05) entre los tratamientos frente al grupo con la dieta AGFC. Sin
embargo, el grupo de la formulacion 2 presento la mayor disminucion en el contenido
de triglicéridos (19%) y los grupos de las formulaciones 1 y 3 disminuyeron 9.6 y
14.3% respecto al grupo AGFC.
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Figura 39. Contenido de triglicéridos (a) y colesterol (b) hepatico en animales

alimentados con una dieta AGFC y suplementada con las formulaciones
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desarrolladas. Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno.

Valores con diferente letra indican diferencia significativa.

En este trabajo, las concentraciones de triglicéridos y colesterol en suero y en
higado fueron menores para los grupos suplementados con las formulaciones en
comparacion con los animales alimentados con la dieta AGFC, indicando que los

niveles elevados de lipidos fueron revertidos por el consumo de las formulaciones.

Con la finalidad de tener una visién general gréfica de los datos obtenidos en
el estudio in vivo se realiz6 un gréfico de estrella (Figura 40), donde tan solo es
deseable que las &reas de colesterol HDL sea mayor y que las demas sean
disminuidas. En este sentido, se puede apreciar como el mayor efecto lo presento la
formulacion 3 seguido de la formulaciéon 1, por lo tanto, los polifenoles extraibles y
los no extraibles son los mayores responsables del efecto observado, ya que la
formulacion 2 al tener un mayor contenido de fibra dietaria total mejora muy pocos

de los efectos evaluados.

Formulacion 1 Formulacion 2
Trigliceridos suerddic€ YGiona R
Colesterol total Insulina
/ Colesterol HDL Glucosa
Colesterol LDL Peso corporal
Formulacion 3 Colesterol higado TamaHo adipocitos
Trigliceridos higado Peso relativo mesenterico

Glucogeno hi?&ﬁ&umo alimgﬁﬁf’ relativo abdominal

Figura 40. Gréfico de estrella para los efectos in vivo evaluados
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A partir de los resultados obtenidos se podria decir que cada una de las
formulaciones presenté un efecto diferencial sobre los efectos observados en el
modelo in vivo, esto a pesar de que las 3 formulaciones estan elaboradas con los
mismos 4 ingredientes tan solo en diferentes proporciones (subproductos de mango,
Jamaica, granada y uva); mostrando de esta manera que su composicion es clave y
podrian estarse presentando efectos sinérgicos entre los compuestos bioactivos que
presentan y seria una perspectiva que se deberia evaluar en trabajos posteriores.
De igual manera se esperaba que la formulacién que contenia un mayor contenido
de fibra dietaria presentara mejores efectos, pero no fue asi, dando a entender que
a la hora de disefiar este tipo de productos es mas relevante el contenido y
composicion de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles. Estos resultados
confirman resultados previos obtenidos en el grupo de trabajo donde resultdé ser mas
relevante para el efecto sobre obesidad los polifenoles extraibles del subproducto de

durazno que la fibra dietaria.
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VIIl. CONCLUSIONES

o Entre los subproductos alimentarios analizados, el subproducto de Jamaica y
el orujo presentaron una alta concentracion de fibra. Sin embargo, el orujo no
presenta una relacion adecuada entre FDS y FDI.

o Entre los subproductos alimentarios analizados, el subproducto de granada
tiene las mayores concentraciones de compuestos fendlicos totales seguido del de
mango y uva, mientras el subproducto de Jamaica fue el méas rico en antocianinas
seguido del orujo.

o El proceso de decoccion de célices de Jamaica disminuyo el 50% el contenido
de compuestos fendlicos extraibles, incluyendo flavonoides y antocianinas,
manteniendo en cualquier caso contenidos relevantes de estos compuestos. Al
mismo tiempo, el proceso de decoccion incrementé el contenido de fibra dietaria por
un efecto de concentracion.

o En un estudio en un modelo animal de obesidad se concluyé que el proceso
de decoccion de Jamaica disminuyd los efectos in vivo sobre los factores de riesgo
cardiovascular, al compararlo con el efecto de los célices. No obstante, los resultados
mostraron que es un subproducto prometedor para ser empleado en la prevencién
de esteatosis hepatica, resistencia a la insulina, obesidad e hipertrigliceridemia.

. Los efectos benéficos in vivo del consumo de los célices producto podria
deberse a un mayor contenido de compuestos fendlicos extraibles, especialmente
antocianinas, y acidos organicos; en el caso del subproducto el efecto podria
atribuirse a un mayor contenido de fibra dietaria y polifenoles hidrolizables.

o ‘Los diferentes perfiles de compuestos bioactivos y propiedades
fisicoquimicas de los subproductos estudiados permiten el disefio de formulaciones
ricas en diferentes fracciones de interés (polifenoles extraibles, polifenoles no
extraibles, fibra dietaria). Una vez realizadas las tres formulaciones enriquecidas en
cada una de estas fracciones se llevé a cabo un analisis detallado de las mismas,

comprobando que efectivamente presentaban dichos perfiles diferenciados”
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o El contenido de fibra dietaria insoluble de las formulaciones afecto el indice de
solubilidad de agua de éstas y la polidextrosa mejord significativamente la solubilidad
en agua de los subproductos e hizo que las formulaciones desarrolladas fueran
mejores que el suplemento comercial, asimismo debido a la composicién y
propiedades fisicas de los ingredientes primarios las formulaciones desarrolladas
presentan una baja dispersabilidad.

o El estudio de vida de anaquel mostré que los polifenoles no extraibles fueron
muy estables al final del almacenamiento a las tres temperaturas evaluadas: 25, 35
y 45 °C. Por el contrario, en los tres suplementos desarrollados la degradacion de los
polifenoles totales y las antocianinas resultd dependiente del tiempo y de la

temperatura de almacenamiento.

o El estudio en un modelo animal de obesidad, suplementado con las tres
formulaciones desarrolladas mostré que los suplementos presentaron efectos
diferenciales sobre los factores de riesgo cardiovascular evaluados en el modelo
animal. En concreto, los suplementos con mayor contenido de polifenoles extraibles
y no extraibles presentaron un efecto mayor en la prevencion de los factores de
riesgo cardiovascular que el suplemento rico en fibra dietaria, indicando que el efecto
biol6gico puede estar causado en mayor manera por la presencia de éstos
fitoquimicos y no tanto por la fibra. Globalmente, los suplementos desarrollados
presentaron muy buenos efectos en la reduccién de la dislipidemia y la resistencia a
la insulina, por lo que podrian emplearse en la prevencion de dichos factores de

riesgo.

o La vida de anaquel de las formulaciones 1 y 3 a las tres temperaturas
estudiadas (25, 35y 45 °C) y la formulacién 2 a 25 °C sera mayor a los 5 meses
evaluados en este trabajo. La formulacion 2 a 35 y 45 °C tendré una vida de anaquel

de 66 + 17 y 26 + 4 dias, respectivamente.
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