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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue concentrar la fibra dietaria (DF) y compuestos
fendlicos (CF), asi como mejorar las propiedades fisicoquimicas y biodisponibilidad
de polifenoles del subproducto de durazno (SD) usando diferentes tratamientos con
agua/etanol (100:0, 20:80, 50:50, 80:20 y 0:100, v/v) en relacion 1:5y 1:10 (p/v) por
5, 10, 20, 30 y 40 min a 21°C, y determinar su efecto en obesidad y sus
complicaciones. Todos los tratamientos concentraron los CF y la FD total e
insoluble, encontrandose el mayor contenido de FD en el SD tratado con 100% H20
por 5 min. Los polifenoles mayoritarios del SD tratado fueron el acido 4-O-
cafeoilquinico, clorogénico, y 1,5-di-O-cafeoilquinico. La capacidad de retencion de
agua y aceite, y la viscosidad aumentaron en los SD tratados.

Las propiedades fisicoquimicas de la digesta y la biodisponibilidad de CF se
evaluaron en ratas sanas alimentadas con una dieta estandar y suplementada con
8% de SD sin tratamiento y tratado con 100% H20 y con 20% EtOH por 5 min. La
viscosidad y la capacidad de retencion de agua de la digesta incrementaron en los
animales alimentados con una dieta suplementada con el SD tratado con 100% H20
5 min. Ademas, la excrecion de metabolitos de los polifenoles extraibles fue mayor
para el grupo de SD tratado, y algunos polifenoles no extraibles como &cido p-
cumaroil glucdlico, galoil glucosa, kaemferol y dihidroquercetina fueron mayoritarios
en la orina de los animales alimentados con el SD sin tratar. EI SD sin tratamiento y
tratado con 100% H20 5 min fueron evaluados en animales alimentados con una
dieta alta en grasa y fructosa y suplementados con los SD. El SD sin tratamiento
tuvo mayor efecto sobre el control del peso corporal y mejoré la resistencia a la
insulina, al incrementar el contenido de glucégeno hepatico y disminuyo la actividad
de PEPCK. También tuvo mayor efecto en los niveles de triglicéridos en suero que
el SD tratado, atenuando la esteatosis hepatica, al disminuir la expresion de Srebpl
y Fasn, y al incrementar la expresién de Cptl en higado. Estos beneficios se
observaron, a pesar de las mejoras de las propiedades fisicoquimicas y de la
biodisponibilidad de los CF del SD tratado con 100% H20 5 min. El SD sin tratar
puede ser una alternativa para el control de algunas complicaciones de la obesidad.

Palabras clave: Subproducto durazno, fibra dietaria, compuestos fendlicos,
biodisponibilidad, obesidad, esteatosis hepatica.



ABSTRACT

The aim of this study was to concentrate the DF and phenolic compounds (PC) as
well as to improve the physicochemical properties and polyphenols bioavailability of
peach by-products (PB) using different treatments with water/ethanol and to
determinate their effect on obesity and its complications. The first phase was to
concentrate the DF and PC of the PB, and to evaluate their physicochemical
properties. The PB was treated with water/ethanol (100:0, 20:80, 50:50, 80:20 and
0:100, v/v) in a ratio of 1:5 and 1:10 (w/v) for 5, 10, 20, 30 and 40 min at 21°C and
its PC content and physicochemical properties were determined. All the treatments
concentrated the PC, and the total and insoluble DF, finding the highest DF content
in the PB treated with 100% H20 for 5 min. The majoritarian polyphenols of the
treated PB were 4-O-Cafeoilquinic, chlorogenic, and 1,5-Di-O-Cafeoilquinic acid.
The water and oil retention capacity, and the viscosity increased in the treated by-
products. The digesta physicochemical properties and the PC bioavailability were
evaluated in healthy rats fed with a standard diet supplemented with 8% of the
untreated PB, PB treated with 100% H20 and with PB treated with 20% EtOH for 5
min. The digesta viscosity and water retention capacity increased in the animals fed
with diet supplemented with the treated PB with 100% H20 5 min. Moreover, the
extractable polyphenols metabolites excretion was higher in the treated PB group,
and some no extractable polyphenols such as p-cummaroil glycolic acid, glucose
galoil, kaempferol and dihydroquercetin were the majoritarian in the animals fed with
the untreated PB.

The untreated and treated PB with 100% H20 5 min were evaluated in animals fed
with high fat and fructose diet and supplemented with the peach by-products.
Despite the improve of the physicochemical properties and PC bioavailability of the
PB treated with 100% H20 5 min, the untreated PB had major effect in the body
weight control, and improved the insulin resistance due to it increased the hepatic
glycogen content, and decreased the PEPCK activity. Furthermore, the untreated
PB shown lower serum triglycerides levels than the treated PB, diminishing the
hepatic steatosis, since, it decreased the Srebpl and Fasn expression and
increased the Cptl expression in liver. The untreated PB could be an alternative to
the control of some obesity complications.

Keys words: Peach by-product, dietary fiber, phenolic compounds, bioavailability,
obesity, hepatic steatosis.



1. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial, que se caracteriza por el
exceso de energia que se almacena en los adipocitos lo que predispone a
alteraciones metabdlicas y fisiolégicas en érganos como el higado y tejido adiposo,
generando hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hipertension arterial vy

enfermedad de higado grado no alcohdlico denominada esteatosis.

El aumento de ingesta de energia induce la lipogénesis, mediante la activaciéon del
factor de transcripcion de la proteina de unién al elemento de respuesta a los
esteroles (SREBP-1c), este incrementa la expresion de enzimas lipogénicas como
la acetil CoA carboxilasa (ACC), &cido graso sintasa (FAS) y desaturasa de estearoil
CoA (SCD-1). En el higado de personas obesas la CPT-1 relacionada con -
oxidacion de 4cidos grasos se encuentra inhibida. Por lo tanto, dichos acidos grasos

reesterificados en triacilglicéridos lo que conlleva al desarrollo de esteatosis.

Para el control de la obesidad y sus complicaciones se ha utilizado la fibra dietaria
y los compuestos fitoquimicos entre los que se encuentran los compuestos fendlicos
y los carotenoides. Los subproductos de la industria de jugos son una fuente
importante de fibra dietaria y antioxidantes, y dichas empresas generan
aproximadamente entre un 35-70% de residuos agroindustriales (subproductos) los
cuales incluyen cascara, pulpa y semillas. Se ha reportado que el subproducto de
durazno tiene un efecto en el control de la obesidad a pesar de su alto contenido de
azucares, sin embargo, estas propiedades podrian ser mejoradas reduciendo

dichos compuestos y concentrando la fibra dietaria.



Se han usado diferentes estrategias para concentrar la fibra dietaria de
subproductos como tratamientos con etanol seguido de secado por microondas y
con etanol/agua hirviendo, y se ha mejorado las propiedades fisicoquimicas de la
fibra detaria, sin embargo, estas condiciones podrian modificar las propiedades de
los compuestos bioactivos, por lo tanto, el objetivo del estudio es implementar un
tratamiento simple, r4pido y viable para concentrar la fibra dietaria y mejorar sus
propiedades fisicoquimicas, asi como, mantener los compuestos bioactivos e
incrementar su biodisponibilidad para mejorar propiedades del subproducto de

durazno para el control de la obesidad y sus complicaciones.

2. Antecedentes
2.1. Prevalencia de obesidad en México

México es uno de los principales paises con obesidad, ocupando el
segundo lugar a nivel mundial (Shamah et al., 2012). La encuesta de salud y
nutricion en el 2016 reportd que en nuestro pais la prevalencia combinada de

sobrepeso y obesidad es de 75.6% para mujeres y 69.4% para hombres (Figura 1).
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Fuente: ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016,
* Clasificacion de IMC descrita por la OMS: sobrepeso = 25.0-29.9 kg/m2, obesidad grado | = 30.0-34.9 kg/m2, obesidad grado Il = 35.0-39.9 kg/m2,
obesidad grado Il = 40.0 kg/m2

Figura 1. Prevalencia de obesidad y sobrepeso en adultos de 20 afios en adelante
en México (2016).



2.2. Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial, caracterizada
principalmente por un almacenamiento en exceso de tejido adiposo, establecida
principalmente por un desequilibrio entre la ingesta de calorias y el gasto energético;
este exceso de energia se almacena en los adipocitos que aumentan en tamafio y/o
en namero, lo que predispone a alteraciones metabdlicas y fisiologicas en 6rganos
como el higado, musculo esquelético y tejido adiposo, generando hiperlipidemia,
resistencia a la insulina, hipertensién arterial, aterosclerosis y enfermedad de
higado grado no alcohdlico (EHGNA) denominada esteatosis (World Health
Organization, 2013; FAO-Schmidhuber, 2004; SSA, 2010; Postic y Girard, 2008).

La obesidad se caracteriza por una serie de alteraciones en el
metabolismo de lipidos como los triacilglicéridos y el colesterol, se incrementan los
procesos de absorcion de grasa, incremento de sintesis y disminucion de la
oxidacion de dichos lipidos.
2.3. Metabolismo de lipidos

Los lipidos se ingieren en forma de triacilglicéridos (TAG), pero deben ser
degradados por las lipasas hasta monoacilglicerol y acidos grasos (AG) para que
sean absorbidos por el epitelio intestinal. En el lumen intestinal, los TAG se
incorporan a las micelas que se forman con la ayuda de las sales biliares, de esta
manera sus enlaces éster se orientan hacia la superficie de las micelas, logrando
gue estos enlaces sean mas susceptibles a la digestion por parte de las lipasas
pancreaticas en solucion acuosa. Los productos finales de la digestion se

transportan en las micelas hasta el epitelio intestinal, donde se absorben a través



de la membrana plasmatica. En las células de la mucosa intestinal, los TAG se
resintetizan a partir de AG y monoacilglicerol y, posteriormente son empaquetados
en unas particulas lipoprotéicas de transporte denominadas quilomicrones
(Barberger-Gateau et al., 2012). Los quilomicrones se liberan al sistema linfatico y
de ahi pasan a la sangre. Estas particulas se unen a las lipasas de lipoproteinas
ligadas a las membranas, principalmente del tejido adiposo y del masculo, donde
nuevamente los TAG se degradan a AG y monoacilglicerol para ser incorporados a
los tejidos. Y una vez dentro de la célula, se reesterifican, produciendo TAG para su
almacén, principalmente en tejido adiposo o se oxidan en musculo (Figura 2).

El remanente del quilomicrén entra a higado y dentro se produce VLDL la cual sale
de higado y nuevamente por accion de la lipoprotein lipasa, los triacilglicéridos son
hidrolizados y se liberan acidos grasos libres que se transportan al musculo o tejido
adiposo, transformandose la VLDL en IDL y por accion de la lipasa hepética en
sangre, se liberan acidos grasos y se convierte en LDL que transporta colesterol a

tejidos periféricos (Merscher et al., 2014).

Small Intestine
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Figura 2. Metabolismo de lipoproteinas (Barberger-Gateau et al., 2012).



2.4. Lipogénesis

El aumento de ingesta de nutrientes induce la lipogénesis, mediante la
activacion del factor de transcripcion de la proteina de unién al elemento de
respuesta a los esteroles (SREBP-1c), este incrementa la expresién de enzimas
lipogénicas como la acetil CoA carboxilasa (ACC), acido graso sintasa (FAS) y
desaturasa de estearoil CoA (SCD-1) (Miquilena y Monzén, 2010; Ye-Huang, 2013;
Gao et al., 2009; McArdle et al., 2013). El acetil-CoA, es el precursor de todos los
AG. La sintesis de AG inicia con la carboxilacion del acetil-CoA hasta malonil CoA
gue es catalizada por la ACC, esta es la primera enzima limitante de la lipogénesis
de novo, posteriormente el malonil-CoA se transforma en palmitoil-CoA, por accion
de la FAS. El acido palmitico puede ser elongado o desaturado mediante la accion
de las enzimas, elongasa de cadena larga 6 (ELOLV6) y la SCDL1. Los acidos grasos

una vez sintetizados son reesterificados en TAG (Figura 3) (Palou et al., 2004).

* Nutrientes
Glucosa
Aminoacidos

Tejido adiposo

-~ ﬁx%/

Lipolisis -

Figura 3. Metabolismo de lipidos en higado. SREBP1c: Proteina de union al
elemento regulador de esteroles; ACC: Acetil-CoA carboxilasa; FAS: Sintasa de
acidos grasos; AGL: Acidos grasos libres; SCD: Estearoil-CoA desaturasa; TAG:

Triacilglicéridos.



Durante periodos de ayuno o en un estado de obesidad se movilizan los
depositos de TAG en tejido adiposo por accion de la lipasa sensible a la hormona
(LSH) generando AG libres que son transportados en la sangre por la albimina a
otros tejidos como el higado (McArdle et al., 2013). Una vez dentro del higado, en
una persona sana, estos son transportados a la mitocondria por la carnitina palmitoil
transferasa (CPT-1) para ser oxidados y producir ATP, sin embargo en una persona
obesa la CPT-1 esta inhibida por incremento de AG en higado, entonces estos son
reesterificados en TAG y se almacenan en higado lo que provoca la esteatosis
hepatica (Gao et al., 2009). Esta esteatosis hepatica esta asociada con la
resistencia a la insulina en el higado, debido a que la alta acumulacion de TG
disminuye la actividad de la glucogeno sintasa (glicogénesis) y promueve la
actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCK) (gluconeogénesis) llevando
a una croénica hiperlipidemia (Luna, 1968; Varman et al., 2004).

2.5. Alternativas para prevencion y tratamiento de obesidad

Los tratamientos para la obesidad pueden ser farmacoldgicos, y no
farmacoldgicos; como la dieta y la actividad fisica. Respecto a la dieta, los
nutracéuticos son los principales compuestos utilizados para el tratamiento y
prevencion de la obesidad. El término nutracéutico define a nutraceutical como “un
alimento (o un parte de los alimentos) que proporciona beneficios medicinales o de
salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de una enfermedad”. Entre dichos
nutracéuticos se encuentran la fibra dietaria (FD) y los antioxidantes (Das et al.,
2012). Existe evidencia que relaciona los fitoquimicos con la proteccion contra

obesidad, por lo tanto, podrian ser una opcioén de terapia antiobesogénica (Meng-



Wong et al., 2012). De igual manera, se ha reportado efecto de la FD en obesidad
(Wanders et al., 2011).
2.6. Fibradietaria

La FD es considerada un grupo de carbohidratos complejos no
hidrolizables por enzimas secretadas por el tracto digestivo, no son absorbidas en
el intestino delgado, pero pueden ser digeridas y fermentadas por la microflora en
el intestino produciendo acidos grasos de cadena corta (Quirds et al., 2011; Das et
al., 2012). La FD esta presente de forma natural en frutas, vegetales y cereales

(Hendrick et al., 1991).

En base a su solubilidad en agua, la FD puede ser dividida en:

1. Fibra dietética insoluble (FDI), que esta constituida por celulosa,
hemicelulosa, lignina, cutina y otros polisacaridos que no contienen almidén,
y es fermentada so6lo una pequefia cantidad en el colon.

2. Fibra dietética soluble (FDS) estd formada por pectinas, B-glucanos,
arabinoxilanos, galactomananos, gomas, mucilagos y otros polisacaridos y
sacaridos no digeribles, puede ser fermentadas por las bacterias en el
intestino grueso (Saura-Calixto, 2011; Wanders et al., 2011; Lattimer y Haub,
2010).

2.6.1. Efecto de la FD en obesidad

El efecto antiobesogénico de la FD se le atribuye principalmente a la FDS
debido a que tiene la capacidad de retener agua y formar soluciones altamente
viscosas lo que impide la digestién y absorcion de lipidos a través de la pared

intestinal; reduce la eficiencia de la conversion de grasa en energia, interfiriendo
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fisicamente con las interacciones lipasa-grasa-sales biliares e inhibiendo la a-lipasa
pancredtica y de esta forma disminuyendo la lipolisis de TAG y por lo tanto, la
absorcion de AG (Wanders et al., 2011; Zhong et al., 2012; Zhang et al., 2011). Se
reporta que la FDS como las pectinas, B-glucanos y goma guar reducen el apetito
mas que las fibras menos viscosas, por otra parte, la FDS aumenta el volumen fecal

y provoca sensacion de saciedad (Das et al., 2012; Lyon et al., 2010).

2.7. Fibra dietaria antioxidante

La fibra dietaria puede tener antioxidantes asociados en la matriz de la FD
como compuestos fendlicos y carotenoides, por esta razén se denomina FD
antioxidante (Garcia-Magana et al., 2013; Ajila et al., 2007; Larrauri et al., 1996).
Los polifenoles no extraibles (PFNE) son los principales antioxidantes asociados
con FD (taninos poliméricos y PF hidrolizables), pero hay una cantidad menor de
antioxidantes asociados como carotenoides en frutas y vegetales y melanoidinas o
productos de la reaccion de Maillard en alimentos procesados. Sin embargo, la
concentracion mas alta de PFNE se encuentra en frutas, los cuales son
principalmente proantocianidinas (PANE). Los PFNE tienen grupos con anillos
aromaticos hidrofébicos e hidrofilicos con la habilidad de ligarse a polisacéaridos y
proteinas en varios sitios en la superficie de la pared celular (Saura-Calixto, 2011;

Quirés et al., 2011).

Los PFNE y la FD estan unidos por puentes de hidrogeno (entre el grupo
hidroxilo de los PFNE y el &tomo de oxigeno de los enlaces glucosidicos de los

polisacéaridos), interacciones hidrofdbicas, y enlaces covalentes como enlaces éster
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entre acidos fendlicos y polisacaridos. La interaccion puede depender de la
porosidad y propiedades de la superficie de la pared celular, las cuales pueden
restringir el tamafio de las moléculas que penetran (Figura 4). El tamafio del poro
de la pared celular es de 4 a 10 nm de didmetro, el cual puede restringir la
penetracion de PF con masa molecular mayor a 10 kDA (equivalente a 34 unidades

de catequina) (Saura-Calixto, 2011; Quirés et al., 2011).

Fibra dietaria \ “ @ ® E \
(pectina) 7 ® 2 ®

o Enlace éster

Puentes de hidrdgeno

Fuerzas electrostaticas

Figura 4. Tipos de interacciones entre antioxidantes y la FD
(Quirds et al., 2011).

2.7.1. Metabolismo y biodisponibilidad de la FD antioxidante

Las propiedades bioldgicas de la FD antioxidante dependen de la
biodisponibilidad de sus compuestos bioactivos (Saura-Calixto, 2011; Quirés et al.,
2011). Los antioxidantes pueden ser divididos en dos grupos: 1) antioxidantes con
biodisponibilidad en el intestino delgado (vitaminas, polifenoles de bajo peso

molecular (PFE) y carotenoides) y 2) antioxidantes no bioaccesibles en el intestino
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delgado o antioxidantes asociados con FD (PFNE). Este ultimo grupo son
principalmente PF poliméricos y PF de bajo PM ligados a FD y/o atrapados en los
nucleos de la matriz de la FD con menor cantidad de carotenoides y otros. Recientes
estudios, han mostrado que este grupo de antioxidantes constituyen una mayor
proporcion de antioxidantes presentes en alimentos (Saura-Calixto, 2011; Palafox-

Carlos et al., 2011).

Sdlo la microflora intestinal es capaz de hidrolizar la matriz de la FD y liberar
los antioxidantes asociados en condiciones fisioldgicas suaves (pH neutro y 37 °C).
La microflora humana también puede hidrolizar, reducir, descarboxilar, desmetilar y
deshidroxilar los PF, produciendo varios metabolitos (acidos dihidroxifenil urolitina,
eqguol, y otros) se ha reportado que estos metabolitos son absorbidos parcialmente
en el intestino grueso, ya que se encuentran en plasma después de 8 horas, mas
tiempo del que son absorbidos los PF (0.5 - 2 h) (Saura-Calixto, 2011). Los PF y
carotenoides no fermentados permanecen en el lumen del colon, donde pueden
contribuir a un medio ambiente antioxidante al eliminar los radicales libres y
contrarrestar los efectos de los compuestos pro-oxidantes de la dieta. Por otra parte,
algunos PF y carotenoides pueden ser excretados en las heces (Quirés et al., 2011;

Palafox-Carlos et al., 2011).

2.8. Efecto de los compuestos fendlicos en la obesidad
Se ha reportado que los compuestos fendlicos disminuyen la ganancia
de peso y por lo tanto tienen beneficios en el control de la obesidad (Williamson et.

al., 2013). Uno de los mecanismos de los compuestos fendlicos; flavonoles y
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glucésidos de flavonoles, florizinas y catequinas del té verde reportados para su
efecto en obesidad es la inhibicion de la absorcion y transporte de glucosa en el
intestino (Williamson, 2013). La glucosa es transportada en el intestino
principalmente por dos trasportadores, dependiendo de la concentracion de glucosa
en el lumen. A bajas concentraciones de glucosa, esta es transportada en contra
del gradiente, por un transportador activo, contrasportandose con iones de Na*, el
trasportador SGLT1 (transportador 1 de glucosa pendiente de sodio), el cual tiene
una alta afinidad por la glucosa dependiente de Na* (Brown, 2000). A altas
concentraciones de glucosa, esta es trasportada por GLUT2 que tiene baja afinidad,
este trasportador se localiza en la membrana so6lo a altas concentraciones de
glucosa, mientras que SGLT1 se encuentra en la membrana (Morgan et al., 2007).
Los compuestos fendlicos interactian con los transportadores de glucosa por
inhibicion competitiva de SGLT1 y/o de GLUT2 (Alvarado, 1967; Kwon et al., 2007;
Williamson et. al., 2013). Manzano y Williamson (2010) reportan que los compuestos
fendlicos de la fresa interactian con el trasportador SGLT1 de las células Caco2,
inhibiendolas. Por otra parte se ha reportado que los flavonoides, esteres de galato,
acido 5-cafeoilquinico y proantocianidinas inhiben la actividad de a-amilasa. Los
productos de oxidaciébn de antocianidinas y catequinas como teaflavinas y
teasinsensinas inhiben la maltasa; la sacarasa es menos inhibida, pero las
antocianidinas parecer ser efectivas (Williamson et. al., 2013). Las catequinas del
té verde inhiben la lactasa. Ademas, se ha reportado que los compuestos

polifendlicos del té blanco inhiben la actividad de la lipasa (Tenore et al., 2013).
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Por otra parte, se ha reportado que algunos compuestos fendlicos como
acido p-hidrobenzoico, clorogénico, cafeico, ferulico y galico, asi como algunos
flavonoides como hesperidina, naringina, y epicatequina tienen efecto parcial
inhibitorio de la sintesis de lipidos, mediante la regulacion de la expresion de
SREBP1c y por lo tanto enzimas lipogénicas como ACC y FAS, ademas de
incrementar la expresiéon de CTP-1, enzima clave para la B-oxidacion de acidos

grasos (Lin et al., 2012; Ou et al., 2011).

2.9. Fuentes de fibra dietaria antioxidante

Las frutas y verduras son las principales fuentes de FD. En México existen
aproximadamente 250 empresas productoras de jugos, néctares y concentrados de
frutas (SAGARPA, 2009). En Querétaro, se encuentra la Sociedad Cooperativa de
Trabajadores de Pascual, S. C. L. en la que se elaboran y comercializan bebidas
naturales y nutritivas, como jugos, néctares, pulpas de fruta, agua purificada y
refrescos. Entre las frutas que se procesan en la empresa Pascual Boing para la
produccion de jugo se encuentra el durazno. Se estima que se obtiene un 35% de
rendimiento en el proceso de produccién de jugos, y el 75% restante se considera
subproducto o desecho organico, el cual es utilizado como abono en tierras de
cultivo de la regién, no obstante, pueden ser un problema de contaminacién

ambiental si no son procesados adecuadamente (Elleuch et al., 2011).

2.9.1. Subproducto de durazno (Prunus pérsicalL.)
El subproducto de durazno es alto en FD antioxidante, esta se encuentra

principalmente en la cascara de durazno (CD), y es rica en polimeros de la pared
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celular y en compuestos fendlicos asociados a estos polimeros, sin embargo, la
pulpa también contiene FD antioxidante. La pared celular del durazno esta
compuesta principalmente por polisacaridos pécticos y celulosa (Manganaris et al.,

2008).

Los principales polisacéaridos del durazno son los arabinanos, los cuales
se encuentran usualmente como cadenas laterales pécticas de polisacaridos, 0
polimeros libres no unidos a dominios pécticos (Ridley et al., 2001). Los enlaces de
unién de los arabinanos consisten en un esqueleto de unidades de (1—5)-a-L-
arabonofuranosil, variablemente ramificado en O-2 y/6 O-3 por un residuo de
arabinosil 6 cadenas cortas (Mohnen, 2008). Debido a que los arabinanos forman
parte de la fibra soluble del durazno, estos son solubles en agua y hasta etanol al
70% (Beaven et al., 1965), por lo tanto, estos se pueden extraer en etanol al 80%,
ya que con esta concentracion de etanol precipitan (Simas-Tosin et al., 2012; Hara
et al., 2013). Entre estos polisacaridos se encuentran los a-arabinogalactanos, los
cuales consisten de un 41% de arabinosa, 50% de galactosa, ramnosa 2%, xilosa
5% vy acidos urénicos 2%, el andlisis de metilacion de estos polisacaridos en un
estudio en pulpa de durazno indica que hay presencia de terminaciones no
reductoras como O-acetil, -CHs, de unidades de ramnosa, y carboxil (-CozH) y
carboxil metil ester (-CO2CHs) de unidades de acidos urdnicos (Simas-Tosin et al.,

2012).

Por otra parte, el subproducto de durazno también contiene azlcares. Se

reportd que la sacarosa (28 g/100 g) es el azucar mas abundante en el durazno,
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ademas de que presenta alto contenido de azucares reductores, principalmente
glucosa (10.6 g/100 g) y fructosa (11.5 g/100 g), y pequeiias cantidades de sorbitol

(4.4 g/100 g) (Alcobendas et al., 2013; Génard y Souty, 1996).

Ademas, contiene compuestos fendlicos (711.7-1354.5 mg GAE/100 g) y
flavonoides (301.3-785.5 mg CE/100 g) (Escalada et al., 2012). La mayor cantidad
de antioxidantes y actividad antioxidante se encuentra en la cascara durazno y no
en la pulpa, como lo reporta Manzoor et al. (2012) quienes mencionan que hay
inhibicion de la peroxidacion de los acidos linoléicos y la actividad captadora de
DPPH, las cuales variaron de 70.8 a 80-9% y de 66.8 a 76.5% de la cascara de
durazno y de 51.9 a 60.1% y de 43-4 a 49.1% de la pulpa, respectivamente. Por
esta razon, la CD puede ser util como una fuente viable de antioxidantes naturales
para alimentos funcionales y aplicaciones nutracéuticas. Por otra parte, el contenido
de fenoles totales de ocho variedades de durazno es mayor en la cascara (910.9 a

19922.9 mg/kg) que en la pulpa (Chang et al., 2000; Escalada et al., 2012).

2.9.2. Efecto del subproducto de durazno en obesidad

Se ha reportado que extractos de frutas de la familia de durazno (Prunus
mume) obtenidos con 70% de etanol y administrados a ratones a una concentracion
de 1y 5%, redujeron el aumento de peso, la acumulacién de grasa, la masa grasa
corporal, la masa del tejido visceral y epidimidal, el peso y acumulacion de grasa en
el higado, el tamafio de adipocitos y el contenido de TAG, sin diferencia en el
consumo de alimento. Los resultados sugieren que el extracto de estas frutas rico

en compuestos fendlicos podria utilizarse como un alimento funcional para la
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prevencion de la obesidad, la acumulacion de grasa e higado graso, ya que este
estimula el consumo de glucosa por la célula mediante la via PPAR-y (Ju-Shin et
al., 2013). También se ha reportado que el jugo de durazno tiene efecto protector
contra hiperglucemia, resistencia a la insulina, ademas de disminuir la expresion de
marcadores pro-alergénicos y pro-antiinflamatorios en plasma, y ellos sugieren que
los polifenoles del durazno tienen un rol agonista en PPARy el cual disminuyen la
inflamacion y el estrés oxidativo, y regula positivamente la sensibilidad y

homeostasis de glucosa (Noratto et al., 2015).

Un estudio previo de laboratorio realizado In vivo en un modelo de
obesidad donde se les administro a ratas Wistar una dieta alta en grasa y fructosa
suplementada con FD de cuatro subproductos (4%, mango, durazno, guayaba y
manzana), se observd menor ganancia de peso en los animales que fueron
suplementados con los subproductos con respecto al control obeso, por su parte, el
subproducto de durazno tiene efecto en disminucién del peso corporal de un 5%
comparado con el control obeso, ademas de regular los niveles de glucosa hasta en
un 26% y de triglicéridos en higado en un 20% (Cuadro 1), se sugiere que esto
podria estar relacionado con su alto contenido de FDS (Cuadro 2) como de
compuestos fendlicos y flavonoides (acido gélico, p-hidroxibenzoico, quercetin 3-O-

ruteonisido, kaemperol) (Cuadro 3) (Amaya-Cruz et al., 2015).
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Cuadro 1. Peso corporal, niveles de glucosa en suero Y triglicéridos en higado de
animales alimentados con una dieta suplementada con subproductos de una
industria procesadora de jugos.

hepaticos
(mgl/g proteina)

Parametro Dieta estandar Dieta alta en Dieta alta en grasa 'y
grasay fructosa +
fructosa Subproducto de
durazno
Peso corporal (g) 510.0 £ 9.8b 603.3 £ 14.7a 574.4 + 17.9ab
Glucosa (mg/dL) 1241+52c 1874 £ 7 .1a 137.5 £6.9bc
Triglicéridos 3.8+0.4b 9.2 +1.5a 7.3 £ 0.8ab

Letras diferentes indican que hay diferencias significativas Tuckey a=0.05 (Adaptada de Amaya-

Cruz et al., 2015).

Cuadro 2. Contenido de fibra dietaria de los subproductos de una industria
procesadora de jugos.

Componente Subproducto de durazno
Fibra dietaria total 37.6+0.1
Fibra dietaria soluble 13.4+0.0
Fibra dietaria insoluble | 24.3 + 0.1

(Adaptada de Amaya-Cruz et al., 2015).

18




Cuadro 3. Perfil de compuestos fendlicos y carotenoides de los subproductos de

una industria procesadora de jugos.

Compuesto

Tiempo de retencion (min)

Subproducto de durazno

Carotenoides (mg B-
caroteno/qg)

ND

2242 +0.6

Polifenoles extraibles

Compuestos polifenolicos | ND 83.6+1.5
(GAE mg/qg)

Flavonoides (CE mg/g) ND 3.9+0.1
Polifenoles no extraibles

Taninos hidrolizables ND 1.64 +£0.1
(MGE mg/qg)

Taninos condensados (PA | ND 16.3 £ 0.1
mg/g)

Perfil de polifenoles (ng/g)

Acidos hidrocinamicos

Acido clorogénico 2.1 2.1+ 0.1
Acido galico 4.4 83.3+5.0
p-Acido cumarico 16.1 0.8+0.1
Acido caféico 12.3 0.5+0.1
Acido sinapico 19.1 LDL
Acido elagico 29.7 3.1+0.2
p-Acido hidrixibenzoico 9.8 51.9+3.9
Acido protocatecuico 14.3 0.5+£0.0
Acido ferulico 18.7 0.9+0.1
Flavonoides: Flavonoles

Epicatequin galato 25.6 0.6+0.0
Epicatequina 24 14+0.0
Quercetin 3-O-rutinosido 20.4 44+0.7
Quercetina 27.8 LDL
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Kamferol 13.1 32+04

Catequina 3.0 1.6 +0.1
Galocatequin galato 24.8 0.2+0.0
Flavonones

Eriocitrina 19.4 0.2+0.0
Naringina 31.5 LDL

Hidroxibenzaldehidos

Vanillina 33.5 04+01

(Adaptada de Amaya-Cruz et al., 2015).

Sin embargo, debido al alto contenido de carbohidratos solubles (Figura 5) es
necesario concentrar el contenido de FD mediante la reduccién el contenido de
estos carbohidratos en los subproductos para potenciar su efecto antiobesogénico,
ademas, no se ha elucidado el mecanismo de accién por el cual se presenta este

efecto antiobesogénico.

2o- B Mango
2 Durazno
60- I Guyaba

\ 4

sub-productos
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Figura 5. Contenido de azlcares reductores de los subproductos de una industria
procesadora de jugos.
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En base con lo reportado se considera que los subproductos
provenientes de la industria procesadora de jugos se pueden transformar en
productos de elevado valor agregado mediante tratamientos quimicos, fisicos o

microbioldgicos, y podrian ser explotados para fines nutracéuticos.

2.10.Concentracion de fibra dietaria

Se han usado diferentes técnicas o estrategias para concentrar fibra dietaria
de los subproductos de frutas. Nieto et al. (2015) concentr6 FD de bagazo de
durazno usando un pre-tratamiento con etanol y secado con microondas y mejoro
la capacidad de hidratacion y retencién de aceite (CRA). También se ha
concentrado FD de cascara y pulpa de durazno con agua/etanol (96:4, v/v) hirviendo
por 15 min y se aumento la CRA y la densidad aparente (De Esclada et al., 2012).
Sin embargo, las altas temperaturas podrian afectar la estructura de la FD y sus
propiedades fisicoquimicas, asi como el contenido de polifenoles y su

biodisponibilidad (Nicoli et al., 1999).

3. Justificacion

Existe una gran produccion de subproductos provenientes de la industria
procesadora de jugos (35-75%), los cuales pueden ser fuente de contaminacién
ambiental. Sin embargo, estos subproductos son una importante fuente de FD
antioxidante con diferentes perfiles de FDI/FDS vy fitoquimicos que podrian tener
diferente efecto benéfico en la salud. No obstante, uno de los principales problemas
de algunos subproductos es que pueden presentar concentraciones elevadas de

carbohidratos solubles como azlcares reductores, los cuales podrian contrarrestar

21



sus posibles beneficios, como el caso del subproducto de durazno. Por lo tanto, es
necesario implementar un proceso para concentrar la FD mediante la reduccién de
los carbohidratos solubles y ademés mantener o incrementar los fitoquimicos que
tienen efecto benéfico en la salud como el control o prevencién de la obesidad y sus
complicaciones, la cual es una de las principales enfermedades en nuestro pais.
Asimismo, es importante mejorar la biodisponibilidad de los polifenoles. Por lo tanto,
la aplicacion de un tratamiento con agua/etanol para eliminar compuestos
hidrofilicos puede ser una alternativa para disminuir estos carbohidratos solubles;
sin embargo, debe considerarse que dichos tratamientos no utilicen condiciones
drasticas que favorezcan la disminucion de compuestos antioxidantes.

Se ha demostrado que el subproducto de durazno proveniente de la
industria procesadora de jugos tiene efecto nutracéutico debido a que ayuda al
control del peso corporal, glucosa en suero y triglicéridos en higado; sin embargo,
este efecto se podria potenciar al concentrar la FD y de esta manera transformarlos

en productos de elevado valor agregado mediante tratamientos quimicos y fisicos.

4. Hipotesis

El tratamiento con agua y etanol del subproducto de durazno maodifica la estructura
de la fibra dietaria, mejorando sus propiedades fisicoquimicas y sus propiedades
funcionales en el intestino, asi como la biodisponibilidad de sus compuestos
fitoquimicos. Esto mejora sus efectos antiobesogénicos mediante la disminucién de
absorcion de nutrientes y regulando enzimas relacionadas con el metabolismo de

lipidos y carbohidratos.
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5. Objetivo general

Evaluar el efecto antiobesogénico del subproducto de durazno tratado con
diferentes proporciones de agua y etanol y determinar la biodisponibilidad de sus

compuestos fitoquimicos.

5.1. Objetivos especificos

1. Concentrar la fibra dietaria del subproducto de durazno mediante tratamientos

con agua y etanol en diferentes proporciones y tiempo.

2. Cuantificar y evaluar el perfil de carbohidratos simples y de compuestos

fitoquimicos de los subproductos tratados.

3. Determinar las propiedades fisicoquimicas de los subproductos tratados.

4. Evaluar el efecto de los subproductos en el control de obesidad y sus
complicaciones como resistencia a la insulina y esteatosis hepatica en un

modelo animal, y determinar su mecanismo de accion.

5. Evaluar las propiedades fisicoquimicas de la digesta y la biodisponibilidad de

los subproductos de durazno tratados.

6. Material y métodos

6.1. Material de estudio

La materia prima fue subproducto de durazno que se adquirié de la
empresa mexicana procesadora de jugos Sociedad Cooperativa Trabajadores de

Pascual, S.C.L., Planta San Juan del Rio, Querétaro, México. El subproducto se
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secO a una temperatura de 60 °C durante 24 h. La materia seca se tritur6 en un

molino y se tamiz6 con una malla de tamafio de particula < 400 micras.

6.2. Material bioldgico

Se utilizaron ratas macho Wistar provenientes del bioterio de la UNAM

campus Juriquilla, Querétaro.

6.3. Métodos

6.3.1. Estrategia experimental

El subproducto de durazno se sometio a un tratamiento con agua y etanol
en diferentes concentraciones para concentrar FD y compuestos fitoquimicos,
ademas, después de los tratamientos, a los subproductos secos se les determinaron
sus propiedades fisicoquimicas y biodisponibilidad de polifenoles. Posterior a esto,
se evalud el efecto sobre la obesidad y sus complicaciones del subproducto de
durazno en un modelo de obesidad, se elucidé el mecanismo de accion de este
subproducto; inhibicibn de la absorcion de nutrientes, y expresion de genes

relacionadas con lipogénesis y 3-oxidacion.

6.3.2. Concentracion de fibra dietaria y compuestos fitoquimicos del
subproducto de durazno

Para concentrar el contenido de fibra dietaria y compuestos fitoquimicos
mediante la reduccion del contenido de carbohidratos solubles totales y azlcares

reductores, se realizd un tratamiento con agua/etanol (100:0, 80:20, 50:50, 20:80 y
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0:100%) con dos relaciones de peso humedo subproducto:volumen de agua/etanol

(p/v) 1:5y 1:10, a diferentes tiempos: 5, 10, 20, 30 y 40 minutos (Cuadro 4). Este

proceso consisti6 en adicionar el solvente (agua/etanol) al subproducto con

agitacion constante a temperatura ambiente (21 °C), después se filtr0, se seco6 en

estufa a 60 °C por 24 h, posteriormente se peso para obtener el rendimiento.

Cuadro 4. Proceso para concentrar fibra dietaria y compuestos fitoquimicos en el
subproducto de durazno.

Proporcién peso

himedo del . .
subproducto 1:5 (p/v) 1:10 (p/v)
(g):volumen (mL)
Tiempo (minutos) 5 10 | 20 | 30 (40 10 20 30 40
100% H20 100% H20
Solvente H20:EtOH (80:20 v/v) (20% H20:EtOH (80:20 v/v) (20%
EtOH) EtOH)
H20:EtOH (50:50 v/v) (50% H20:EtOH (50:50 v/v) (50%
EtOH) EtOH)
H20:EtOH (20:80 v/v) (80% H20:EtOH (20:80 v/v) (80%
EtOH) EtOH)

100% EtOH

100% EtOH

6.3.3. Caracterizacion quimica del subproducto de durazno tratado con agua

y etanol

Una vez tratado el subproducto de durazno con agua/etanol y secado, se le

realiz6 una caracterizacion quimica donde se determindé el contenido de

carbohidratos solubles totales y azucares reductores, fibra dietaria, compuestos

fendlicos, carotenoides, taninos condensados y capacidad antioxidante.
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6.3.3.1. Determinacién de carbohidratos solubles totales

Los carbohidratos solubles (CS) se extrajeron con agua:etanol (20:80 v/v)
(Gémez et al., 2002). El contenido de CS se determind por el método del fenol-
sulftrico (Masuko et al., 2005). Los carbohidratos son sensibles a acidos fuertes y
producen monosacaridos en forma de hidroximetilfurfural o furfural los cuales fueron
leidos a absorbancia de 490 nm, ya que la catalisis acida produce derivados del
furano productos de la condensacion de compuestos fendlicos. Se mezclaron 50 uL
de la muestra con 30 pL de fenol al 5% y 180 uL de &cido sulfarico concentrado, se
agitd, se dejo reposar 30 min y se leyo a 490 nm. Los resultados se expresaron

como mg equivalentes de glucosa/g base seca.

6.3.3.2. Determinacion de azucares reductores

Los azUcares reductores (AR) se determinaron como lo describe Wood et al.
(2012). El método del DNS (acido dinitrosalicilico) consiste en una reaccion de la
muestra con el DNS y se mide la absorbancia visible de los productos (acido 3-
amino-5-nitrosalicilico) mas un azlcar reductor, lo cual da como producto &cido 3-
amino-nitrosalicilico y un azucar oxidado.

Se mezclaron 9 pL de la muestra y 171 pL del reactivo DNS (1:20,
muestra:reactivo DNS), se calentaron a 100 °C durante 5 min, se colocaron a bafio
con hielo 2 min, posteriormente se colocaron 150 pL a una microplaca y se ley6 a
580 longitud de onda. Lo resultados se expresaron como mg equivalente de

glucosa/g.
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6.3.3.3. Identificacion y cuantificacion de carbohidratos por UPLC-ESIMS/MS

Para la extraccion de carbohidratos, se homogenizaron 5 g de muestra seca
con 20 mL de agua durante 5 min, se centrifug6 a 15,000 x g por 20 min a4 °Cy se
recuperd el sobrenadante. El perfil de carbohidratos se llevd a cabo por
cromatografia liquida de ultra-eficacia (UPLC), acoplado a espectrémetro de masas
con ionizacién por electrospray (ESI-MS/MS) usando el sistema Xevo-TQS (Waters

Co, Milford, USA).

Se inyectaron 5 yL de muestra en una columna C8 Acquity BEH (1 x 100
mm, 1.7 ym) a 30 °C. El Sistema binario de solventes (flujo de 200 pyL min-1)
consistié en solvente A (agua acidificada con acido férmico 75 mM) y solvente B
(acetonitrilo). La condicion inicial de gradiente fue de 5% B, y se mantuvo por 0.8
min e incrementé a 10% B de 0.8 a 1.2 min. Esta condicion se mantuvo hasta 1.9
min, aumenté a 15% B de 1.9 a 2.4 y se mantuvo hasta 3.7 min, aumentando a 21%
B de 3.7 a 4.0 min manteniéndose hasta 5.2 min, incrementé a 27% B de 5.2 a 5.7,
aumentando nuevamente a 50% B de 5.7 a 8.0 min, y a 100% B de 8.0 a 9.0.
Finalmente, las condiciones se regresaron a 5% B de 9.0 a 11.5 min y se mantuvo
constante por 0.5 min. La temperatura de la del organizador de muestras fue a 20

°C (Modificado de Gruz et al., 2008).

Las condiciones del espectrofotometro fueron a una temperatura de 150 °C,
y se uso nitrégeno como gas de solvatacion (800 L h-1) a 500 °C. Los voltajes cono
y del capilar fueron de 50 V y 1.5 kV, respectivamente. Para la identificacion de
compuestos se usO un monitoreo programado de multiples reacciones (MRM) en

modo negativo (ES-).
27



Se usaron sacarosa, glucosa, fructosa and kestosa como estandares. Los

resultados se expresaron como mg/g peso seco.

6.3.3.4. Determinacién de fibra dietaria

La fibra dietaria se determiné por el método de la AOAC (1999). Se usaron
dos porciones duplicadas de muestra seca. Se peso6 0.5 g de muestra y se realizé
la primera incubacion con a-amilasa termoestable (A-3306, Sigma Chemical Co.), a
100 °C y pH 6, durante 15 min; posteriormente se hidrolizé6 enzimaticamente con
proteasa (P-5380, Sigma Chemical Co.) a 60 °C y pH 7.5 durante 30 min. En
seguida, la muestra se incub6 con amiloglucosidasa (A-9268, Sigma Chemical Co.)
a 60 °C y pH 4.5 durante 30 min. Se filtr6 para separar la fibra soluble de la fibra
insoluble. A la porcion liquida donde se encuentra la fibra soluble se agregé cuatro
volumenes de etanol 99%, con el objetivo de precipitar la fibra soluble,
posteriormente se dejaron las muestras reposando toda la noche. Las muestras se
filtraron y se realizaron lavados en el residuo con etanol 78%, etanol 95% y acetona.
Se dejaron secar a 100 °C y se registro el peso. Y se determiné el porcentaje de

fibra soluble e insoluble y la suma de ambas como fibra dietaria total.

6.3.3.5. Determinacién de compuestos fendlicos

Se utilizé el método de Folin-Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999).
Dicha técnica cuantifica la concentracion total de grupos hidroxilos fendlicos
presentes en la muestra que se esta analizando. Este método se basa en una
reaccion de éxido-reduccion obteniendo una coloracién azul. Se tomé una alicuota

del extracto (50:50, v/v; pH 2) y acetona y agua (70:30, v/v) del subproducto de
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durazno, se adiciono el reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N, se agregd Na2COs al 20%,
se agito y se dejo reposar 30 min en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se midio
la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm y los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido gélico por g de materia

seca (Singleton et al., 1999).

6.3.3.6. Determinacion de taninos condensados

La cuantificacion de proantocianidinas no extraibles se realiz6 mediante la
hidrdlisis acida con n-butanol del residuo de la extraccion descrito en la técnica
anterior (5.3.8). Esta técnica se fundamenta en la liberacién a partir de calor y un
alcohol de las antocianidinas estables al calor a partir de los taninos condensados
del subproducto, estas antocianidinas son pigmentos que generan un compuesto
coloreado que se puede medir a una longitud de onda de 555 y 450 nm.

Las proantocianidinas presentes en el residuo se hidrolizaron a 100 °C por
una hora con n-butanol/HCL (95:5, v/v) que contiene 0.7 g de FeCls/L
Posteriormente, se dejé enfriar el tubo y la solucion se transfirié a un matraz aforado
ajustando el volumen a 50 mL, con el reactivo n-butanol/HCI antes preparado. La
absorbancia se ley6 a una longitud de onda de 555 y 450 nm. La concentracién de
proantocianidinas (mg/g) se calculé con la suma de absorbancias extrapoladas en
una curva de concentracién de proantocianidinas (0-100 mg proantocianidinas/l).
Los resultados se expresan en mg equivalente de proantocianidinas (Zurita et al.,

2012).
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6.3.3.7. Cuantificacion espectrofotométrica de carotenoides

Para el procedimiento de extraccion se us6 la metodologia propuesta por
Olives et al. (2006) con algunas modificaciones. La extraccion se llevé a cabo bajo
condiciones de oscuridad. Se pesaron 0.5 g de muestra seca y se adicionaron 20
mL de solucién de extraccion de hexano-acetona-etanol (2:1:1 v/v/v). Se agitaron
durante 30 min y se agregaron 3 mL de agua destilada, posteriormente se dejé en
reposo para permitir la separacion de fases. Se obtuvo la fase organica (superior) y
se guardd protegida de la luz. El procedimiento se repitié una vez mas. Las fases
organicas se mezclaron y se leyo la absorbancia a 446 nm. La concentracion de 3

carotenoides se calcul6 empleando la ley Lambert-Beer:

Abs*PM*factor de dilucion

Concentracion de 3 caroteno= ———
€ *distancia

Donde:
Abs= Absorbancia a 446 nm
PM= Peso molecular (536.8726 g/mol)
€= Coeficiente de extincion molar para B caroteno (24686 M-1*cm1t)
Distancia= 1 cm

6.3.3.8. Capacidad antioxidante por el método de DPPH (TEAC)

Se llevé a cabo una extraccién con metanol/agua (50:50, pH: 2) acidificada
con HCI concentrado seguida de una extraccion con acetona/agua (70:30). Se

mezclaron ambos extractos para realizar la capacidad antioxidante.
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Se cuantifico la capacidad de los extractos para estabilizar el radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). El DPPH se caracterizé como un radical libre en virtud de la
deslocalizacion de un par de electrones. Cuando una solucion de DPPH se mezcla
con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno, da lugar a la forma

reducida, perdiendo de esta manera su color violeta caracteristico.

Se adicionaron los extractos de los subproductos (0-0.05 mL) y se afadié 1
mL de una solucion 0.1 mM de DPPH en metanol, se mezclo y se incubo6 durante
30 min a temperatura ambiente y protegido de la luz, posteriormente se leyd la
absorbancia de la mezcla a 517 nm. Los resultados se reportaron como el

porcentaje de inhibicion (Molyneux, 2004).

6.3.4. Propiedades fisicoquimicas

Después del tratamiento con agua y etanol del sub-productos de durazno,
también se evaluaron propiedades fisicoquimicas como la capacidad de retencion
de agua y aceite (CRA, CRAC), densidad aparente (DA) e indice de retardamiento

de glucosa.

6.3.4.1. Capacidad de absorcion de agua y aceite

La capacidad de absorcion de agua y aceite se realizé por el método de
Robertson (2000). De forma breve, a 1 g de muestra se le adicion6 10 mL de
agua/aceite en un tubo falcén a peso constante, se dejé reposar 16 h, se centrifugd

a 3500 rpm 20 min, se decantd y se peso el tubo.
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Capacidad de absorcién de agua/aceite= (peso de tubo+sedimento)- (peso

constante del tubo + 1 g de muestra.

6.3.4.2. Densidad aparente

La determinacion de la densidad aparente se hizo por el método descrito
por Chau y Huang (2003). El subproducto seco se adicion6 a una probeta graduada
hasta la marca de 10 mL, después se peso la muestra, la densidad aparente fue

estimada como peso/volumen (g/mL).

6.3.4.3. Indice de retardamiento de glucosa

Este ensayo se hizo de acuerdo al método de Ou et al. (2001) con algunas
modificaciones. Un sistema de didlisis compuesto por 0.125 g de sub-producto de
durazno y 12.5 mL de solucién de glucosa (100 mmol) fue dializada en una bolsa
de dialisis (peso molecular 14,000 Da, Sigma-Aldrich, USA) contra 100 mL de agua
destilada a 37 °C en un bafio de agua con temperatura controlada. Se tomaron
alicuotas de dializado a los 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 y 240 min, y se midié
la concentracion de glucosa a cada determinados min usando kit de glucosa (Sigma-

Aldrich, USA). Se uso6 una solucion sin sub-producto de durazno como control.

La difusion méaxima de glucosa (Vmax) se calculé de la siguiente manera. Los datos
experimentales se evaluaron en una funcién parabdlica: Y = ax>+bx+c. Donde Y =
contenido de glucosa (umol); x = tiempo (min); a, b, y ¢ = coeficientes. La ecuacion
usada para calcular el indice de difusion (Y’) a cualquier tiempo es Y’ = 2ax+b.

Donde x =0, Y’ = Vmax=b.
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6.3.4.4. Determinacién de viscosidad

La viscosidad de los subproductos después del tratamiento y en polvo, la
muestra se mezclé con agua. Se midié en un redmetro rotacional AR-G2 TA
Instruments por el método de platos paralelos con los siguientes pardmetros:
diametro 40 mm, gap 500 um, 10 puntos por década, temperatura de 37 °C. Se
realizaron dos corridas de flujo, la primera con una velocidad de cizallamiento inicial
de 0.011/sy final de 100 1/s, y la segunda con una velocidad de cizallamiento inicial

de 100 1/s y final de 0.01 1/s.

6.3.5. Andlisis estructurales y morfolégicos

Para el analisis estructural y morfologico del subproducto de durazno seco
se utiliz6 un microscopio electrénico de transmision (TEM, JEOL JEM-2010, USA)
a 200 kV. Las muestras se prepararon por dispersion en un mesh Cu-grids-400 con

capa de carbon formvar.

La morfologia se observd en un microscopio electrénico se barrido (SEM,
JEOL JSM 6060 LV, USA). Las muestras del subproducto de durazno en polvo
fueron preparadas como lo reporta Rincén-Londofio et al.,, (2016). Las muestras
secas se pusieron en un porta muestras de cobre con cinta adhesiva de doble cara
y recubiertas con una capa delgada las cuales fueron recubiertas con oro. El voltaje

de aceleracion fue de 20 kV y magnificaciones a 500 x.
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6.3.6. Evaluacion del subproducto de durazno en obesidad y esteatosis
hepatica

Para evaluar el efecto del subproducto de durazno en obesidad y esteatosis
hepatica se trabajo con 32 ratas macho Wistar (260 = 20 g). El protocolo para el
experimento con animales fue aprobado por el comité de Bioética de la Universidad
Auténoma de Querétaro (Querétaro, MEX) (Anexol). Después de una semana de
aclimatacion, los animales se dividieron en 4 grupos, 8 animales por grupo. Los
animales se mantuvieron a 25 °C con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12-h con

acceso de alimento y comida ad libitum por 18 semanas.

El grupo control sano se alimentd con una dieta comercial estdndar Rodent
Lab chow de Purina 5001; proteina 24%, lipidos 5% [grasa saturada 1%] y
carbohidratos 54% [fructosa 0.3%]), mientras que el grupo del control obeso se
alimento con una dieta alta en grasa y fructosa (DGF) (que contenia dieta estandar,
adicionada con 20% de manteca y 18 % de fructosa; 15.5 % de proteinas, 23.9 %
de lipidos [grasa saturada 20%] y 47.4% de carbohidratos [18% fructosa]). Los
grupos tratados se alimentaron con la DGF y suplementada con 4.7% de FD de
subproducto de durazno sin tratamiento y 4%de FD de durazno tratado con 100%
H20 por 5 min basado en la ingesta diaria recomendada de FD (FAO, 2007) para
una dieta de 2000 kcal (Figuras 6y 7).
El peso corporal se monitored cada semana durante el experimento. Después de
18 semanas y antes del sacrificio, los animales se colocaron en jaulas metabdlicas

para la coleccion de heces.
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Posteriormente, las ratas se anestesiaron con éter etilico y se les cort6 la vena
yugular, se colecté la sangre por puncién cardiaca, se obtuvo el suero por
centrifugacion a 3000 rpm por 10 min y se almacenaron a -70 °C hasta el momento
de su analisis. El higado se congel6 con N2 liquido y se almacend a -70 °C. Para los
analisis histolégicos, una fraccion de higado se almacen6 en 10% de formalina (pH

7.4).

Ratas macho Wistar ¥ »
(260 £ 20 g) A
Dieta estandar Dieta alta en grasa y fructosa
Control
Control
sano (n=2) _ :
obeso (n=2) Dieta suplementada su Iem[z:::da con
con subproducto de P
durazno sin ljmenlle e
- _ tratados con H,0 5
tratamiento (n=2) f _
min (n=2)

Figura 6. Grupos de experimentacion para la evaluacion del subproducto de
durazno en obesidad y esteatosis hepética
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Semanas

% 3 ¢ X X

0o 1 9 18
Controlsano | |
Control obeso | |
Subproducto durazno sin tratamiento | |
Subproducto durazno tratado | |
con 100% H,0 5 min
N (—] (s B
S;matna_c’le Dieta estandar Dietaaltaengrasa Dietaobesogénica+
adaptacion y fructosa suplementacion con
(obesogénica) subproducto sin

tratamiento/tratado

Figura 7. Estudio In vivo para la evaluacién del subproducto de durazno en
obesidad y esteatosis hepatica.

6.3.6.1. Digestibilidad de la dieta

El consumo de energia de las dietas se determind usando un calorimetro
(IKA ¢c2000, IKA Wilmington, USA) (Cal/g en base seca). La pérdida de energia
(energia de las muestras de heces) (Cal/g en base seca) se midié para obtener la
energia digerida, el cual se definid como la relacion entre el consumo de energia de

la dieta y la energia perdida.

6.3.6.2. Contenido de triglicéridos en heces

Los TAG de heces se extrajeron de acuerdo al método reportado por Yetukuri
et al. (2007) con algunas modificaciones. Primeramente, 100 mg de heces secas se
mezclaron con 100 pL de 0.15 M de cloruro de sodio y 400 uL de cloroformo:metanol
(2:1 v/v). Después, las muestras se incubaron a -20 °C por 2 h y centrifugaron a
11,200 xg por 5 min a 4 °C. Los sobrenadantes se recolectaron y el solvente se

evapor6. Los TAG se cuantificaron usando el kit enzimatico TAG GPO-POD
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(Spinreact, S.A./S.A.U. Santa Coloma, Espafia). Los resultados se expresaron

como mg/g de heces en base seca.
6.3.6.3. Analisis bioquimicos

Los niveles de glucosa y TAG se determinaron usando kits colorimétricos
(Spinreact, S.A./S.A.U. Santa Coloma, SP). Los niveles de insulina se cuantificaron

usando un kit de ELISA (Millipore, MA, USA).

6.3.6.4. Estimacion de laresistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina se estimo6 usando el indice HOMA:

indice HOMA i=[insulina en suero (mU/L)x glucosa en suero (mmol/L)]/22.5
Mientras que, el indice de TAG y glucosa (TyG) se estimé de acuerdo a Simental-

Mendia et al. (2008) usando la siguiente ecuacion:

indice TyG=Ln[triglicéridos en ayuno (mg/dL) x glucosa en ayuno (mg/dL)]/2

6.3.6.5. Analisis histoldgico del higado

Los tejidos de higado se mezclaron con 10% de formalina solucion
amortiguadora-neutra, posteriormente, se embebieron en parafina y se seccionaron
con micrétomos a 5 ym. Las muestras se tifieron con Harris hematoxilina y eosina
(H&E) y se tomaron fotos a 100X, se analizaron 5 imagenes por animal (Luna,

1968).
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6.3.6.6. Contenido de triglicéridos hepaticos

El contenido de TAG hepaticos se determiné de acuerdo al método de Norris
et al. (2003). 50 g de muestras de higado se incubaron con 350 pL de hidréxido de
sodio al 30% en etanol a 55 °C durante toda la noche. Después, se adicion6 1 mL
de agua:etanol 1:1 (v/v) y la mezcla se centrifugd a 10,000 x g por 5 min. Los
sobrenadantes se colectaron y se lavaron con 1 mL de agua:etanol 1:1 (v/v). Una
alicuota (200 pL) de este extracto se mezclé con 1 mL de agua:etanol 1:1 (v/v) y
215 pL de cloruro de magnesio 1 M. La mezcla se incub6 por 10 min en hielo y se
centrifug6 a 10,000 x g por 5 min. El sobrenadante se colect6 para la cuantificacién
de TAG en higado usando el kit enziméatico para TAG GPO-POD (Spinreact,

S.A./S.A.U. Santa Coloma, Espafa).

La proteina del higado se extrajo a partir de 500 mg de muestra mezclada
con 1 mL de solucion amortiguadora de lisis (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.1 mM
PMSF). La mezcla se centrifug6 a 10,000 x g a 4 °C y se recupero el sobrenadante.
La proteina se midié como lo reporta Bradford (1976). Los resultados se expresaron

como mg/mg proteina.

6.3.6.7. Contenido de glucégeno hepético

El contenido de glucogeno hepatico se determind como lo reporta Jung et al.
(2012). Los tejidos de higado se homogenizaron con 5 volimenes de una solucién
de KOH al 30% (p/v) y disueltos a 100 °C por 30 min. El contenido de glucégeno se

determiné por tratamiento con antrona (2 g de antrona/l L de H2SO4 al 95% (v/v) y
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se midié la absorbancia a 620 nm. Los resultados se expresaron como mg/g de

higado.

6.3.6.8. Actividad de PEPCK hepatica

Muestras de 50 mg de higado se homogenizaron en 450 pL de una solucién
que contenia sacarosa 0.25 M y tris-HCI (pH 7.4). Las muestras se centrifugaron a
14,500 x g por 10 min y los sobrenadantes se recuperaron. Después, los
sobrenadantes (10 pL) se mezclaron con 500 pL de una solucién que contenia Tris-
HCI 50 mM (pH 7.4), MgCl2 1 mM, NADH, 0.1 mM, malato deshidrogenasa 2 U,
fosfoenolpiruvato 0.5 mM y deoxiguanosina 5'- difosfato 0.2 mM. Las absorbancias
se monitorearon a 340 nm por 5 min a 37 °C. Después, se agregé NaHCOs 20 mM
a cada muestra y la reaccion se monitoreé cada minuto durante 30 min (Ramirez et

al., 2014). Los resultados se expresaron como nmol/min/mg de proteina.

6.3.6.9. Extraccién de RNAy cuantificacion relativa de transcriptos de genes

El RNA se extrajo de tejido de higado usando un kit comercial (PureLink®
RNA Mini kit, Thermo Fisher Scientific, Delaware, USA) de acuerdo a las
instrucciones del manual. El RNA se cuantificO a 260 nm y su pureza se midi6
mediante la relacion de longitudes de onda de 260/280 usando un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Delawere, USA). La

integridad del RNA se confirmé por una electroforesis en un gel de agarosa 1%.

El RNA total fue transcrito de forma reversa en la primera cadena de cDNA.
Las muestras se analizaron en un sistema de PCR en tiempo real StepOne (Applied
Biosystems, CA, USA) (Perez-Ramirez et al., en prensa). Se utilizaron los siguientes
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primers para la amplificacion de cDNA: Srebpl-Fw: GTTAACGTGGGTCTCCTCCS,
Srebpl-Rv: GCCTGTGTCTCCTGTCTCAC, Fasn-Fw:
CACCAGAGATGCTCCGATCC, Fasn-Rv: GGCCTCCACTGACTCTTGAC, Cptl-
Fw: CCATCCACGCCATACTGCT, Cptl-Rv: AGCCAGACCTTGAAGTACCG;
Acadm-Fw: TACTGCGTGACAGAACCC, Acadm-Rv: TTTTCCGATGTGTATTCCC.
La abundancia relativa de mRNA se calculé por normalizacion de los datos con Ppia
y Tbp (los mejores candidatos a genes internos sugeridos por el NormFinder) de

acuerdo al método 2-AACT (Livak & Schmittgen, 2001).

6.3.7. Experimentos in vivo para evaluar las propiedades fisicoquimicas de la
digesta y biodisponibilidad de fenoles

Se trabajo con 20 ratas macho Wistar (240 + 20 g) que se adquirieron de la UNAM
(Querétaro, Méx). Los animales se mantuvieron a 25 °C con un ciclo de luz-
oscuridad de 12:12-h con acceso de alimento y comida ad libitum con una dieta
estandar (Rodent Lab chow de Purina 5001; 24% proteinas, 5% lipidos [1% de grasa
saturada] y 54% de carbohidratos [0.3% fructosa]) y agua. Los experimentos en
animales se llevaron a cabo de acuerdo a los lineamientos de cuidado y uso de

animales de la Universidad.

Para evaluar la biodisponibilidad de compuestos fendlicos y propiedades
fisicoquimicas de la digesta se trabajé con 20 animales (240 + 20 g) los cuales se
dividieron en cuatro grupos (de 5 ratas cada uno). El protocolo para el experimento
con animales fue aprobado por el comité de Bioética de la Universidad Autonoma
de Querétaro (Querétaro, MEX) (Anexo 1). El grupo control se aliment6 con la dieta
estandar, mientras que los grupos tratados se alimentaron con dieta estandar pero
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suplementados con 8% de subproducto de durazno sin tratamiento, 8% de
subproducto tratado con 100% H20 por 5 min y otro con 8% de subproducto tratado

con 20% EtOH por 5 min (Figura 8).

Ratas macho Wistar s%' .

—_

Dieta Dieta suplementada Dieta suplementada
suplementada con subproducto con subproducto
con subproducto tratado con 100% tratado con 20% EtOH

H,0 5 min 5 min

Figura 8. Evaluacion in vivo del subproducto de durazno en las propiedades
fisicoquimicas de la digesta y biodisponibilidad de compuestos fendlicos.

Se monitoreo el consumo de alimento diariamente. Se colecto la orina de los
animales después de dos dias y se sacrificaron los animales, se anestesiaron con
éter etilico y se les corté la vena yugular. Se colect6 el tracto digestivo y se peso. El
peso total del digesta se calcul6 como el peso total del tejido con contenido menos

el peso del tejido vacio.

6.3.7.1. Propiedades fisicoquimicas de la digesta

Una muestra (2 g) de la digesta del estdmago y otra del intestino delgado se
centrifugaron a 10,000 x g por 20 min a 4 °C. Después se midio la viscosidad del
sobrenadante en un reémetro modular compacto cono/plato (Anton Parr, USA) a

38 °C con una velocidad de corte de 2.25 a 450 s-1. La capacidad de retencion de
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agua se midio en el residuo y los resultados se reportaron como g/g (Zurita et al.,

2012).

6.3.7.2. Biodisponibilidad de compuestos fendlicos

Los polifenoles de orina se extrajeron usando cartuchos Supel Select HLB
(20 mg mL-1) (Roura et al.,, 2006) y se analizaron por UPLC acoplado a un
espectrometro de masas con un cuédruplo de movilidad i6nica de tiempo de vuelo
(QTOF MS) con una interface de electrospray (Vion, Waters Co, Milford, USA).
Muestras (5 yL) se inyectaron en un UPLC-BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um) a
35 °C. Las condiciones del gradiente inicial fueron de 95% B (agua con 0.1% de
acido formico) y 5% B (acetronitrilo conteniendo 0.1% de &cido férmico), y se
mantuvo por 2 min, y aumenté a 95% B de 2 a 22 min y se mantuvo hasta por 3 min

(0.4 mL/min).

La adquisicion de los datos se llevé a cabo usando un High Definition MSE en
un modo de ionizacion negativo con una masa de rango de 50-1800 Da. Las
condiciones del espectro de masas fueron las siguientes: fuente de temperatura,
120 °C; el gas de solvatacion (N2), 800 L/h a 450 °C; el gas del cono (N2), 50 L/h; el
voltaje del cono de 40 V; el voltaje del capilar, 3.5 kV; baja energia de colisién, 5 eV;
alta energia de colision, 15-45 eV. Se usO Leucina-encefalina (50 pg/mL) como
masa de bloqueo a 10 uL/min. Picos idénticos se establecieron para analizar sus
masas exactas (confirmacion de la composicion elemental con <5 ppm de error de

masa), fragmento padre y distribucion isotopica de los iones moleculares.
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6.3.8. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + error estandar (ES). Se analizaron
por un andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95%. Las
diferencias entre dos muestras se determinaron por comparacion de medias usando
el test Student’s t y las diferencias entre mas de dos muestras se determind usando
la prueba de Tukey (a=0.05). Los datos se analizaron con el paquete estadistico

JMP version 8 (SAS, Espafia).

7. Resultados y discusion

7.1. Rendimiento del subproducto de durazno sin tratamiento y tratado
con aguay etanol

Para concentrar el contenido de FD y reducir el contenido de carbohidratos
solubles se emplearon diferentes tratamientos con agua y etanol, ya que se ha
reportado que la sacarosa, la cual es el carbohidrato mas abundante en el durazno,

tiene una alta solubilidad en soluciones de agua-etanol (Silin, 1967).

Al utilizar diferentes proporciones de agua y etanol, asi como diferentes tiempos,
la cantidad de producto que se recupera (en gramos) después del tratamiento, es
decir, el rendimiento del subproducto es dependiente del solvente (Figura 9, 10 y
11. EI menor rendimiento se obtuvo en el subproducto de durazno tratado con 100%
H20 y éste aumentd en funcion del porcentaje de etanol (EtOH), tanto en los
tratados en relaciéon 1:5 como 1:10 (w/v: peso humedo subproducto:volumen),
siendo el rendimiento mas alto en el subproducto tratado con 100% EtOH. Lo
anterior sugiere que con el tratamiento con 100% H20 se puede estar eliminando

mas cantidad de compuestos que con 100% EtOH, entre estos compuestos podrian
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estar los carbohidratos solubles, azucares reductores, FDS, y algunos compuestos
fitoquimicos, esto se debe a su solubilidad en agua (Escalada et al., 2012; Simas-

Tosin et al., 2012).

En cuanto al rendimiento respecto al tiempo de tratamiento, se observo una
mayor concentracion a los 5 min, y un rendimiento menor en el subproducto con los
tratamientos a los 20, 30 y 40 min en ambas relaciones y este efecto fue mayor para
los tratamientos con 100% etanol (1:5 y 1:10. p/v) (Figuras 9, 10 y 11). Estos
resultados indican que a partir de los 20 min existe una mayor eliminacion de
compuestos de dicho subproducto. En base con los resultados se eligieron los
tratamientos de 20 min para cada relacion de subproducto (peso humedo): solvente
(1:5 y 1:10, w/v) y se compard el rendimiento. Se observé que existe mayor
eliminacién de compuestos con la relacién 1:10, principalmente cuando se utilizd
100% H20; sin embargo, esto no es recomendable, ya que sdlo se conserva un 30%
del subproducto. De acuerdo a estos resultados se decidio continuar trabajando con
la relacién mas conveniente para la eliminacién de compuestos (1:5, p/v), debido al

uso de menor cantidad la mezcla etanol-agua.

Ademas, se decidié continuar trabajando con los tratamientos a 5y 20 min, ya
que a los 5 min se observo una eliminacion importante de compuestos y a partir de

los 20 min se presentaron los cambios mayores en el rendimiento.
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® 100% H20 66 57 42 48 46
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Figura 9. Rendimiento del subproducto de durazno tratado con agua y etanol en
una relacién 1:5 (p/v). Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-

Kramer.
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Figura 10. Rendimiento del subproducto de durazno tratado con agua y etanol en
una relacion 1:10 (p/v). Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de

Tuckey-Kramer.
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Figura 11. Peso del subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con H20 y
EtOH en relacién 1:5y 1:10 (p/v).

7.2. Carbohidratos solubles totales de sub-producto de durazno tratado
con aguay etanol en unarelacion 1:5 (w/v) durante 5y 20 minutos

Se cuantifico el contenido de carbohidratos solubles totales en las muestras. Se
encontr6 que el subproducto de durazno sin tratamiento presentdé 557 mg
equivalentes de glucosa/g (Figura 12), y este contenido disminuyd con el tratamiento
con 100% H20, sub-producto tratado con 100% EtOH presentdé la mayor
concentracion de estos compuestos (529 mg equivalentes de glucosa/g). Para las
muestras tratadas durante 20 min hubo una pérdida significativa de carbohidratos

solubles hasta en un 100%.

La mayor eliminacion con el tratamiento con 100% H20 se debe a la solubilidad

de los carbohidratos, la cual disminuye con el etanol; debido a su polaridad, se ha
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reportado que la sacarosa es insoluble en etanol absoluto (Silin, 1967; Escalada et
al., 2012; Simas-Tosin et al., 2012; Hara et al.,, 2013). Se present6 una menor
concentracion de carbohidratos en los subproductos tratados durante 20 min en
comparacién a los subproductos tratados durante 5 min, esto debido a que
transcurri6 mas tiempo para que los carbohidratos pudieran disolverse y entonces
eliminarse en el disolvente (Figura 12). Sin embargo, el contenido de carbohidratos
solubles obtenido de los subproductos tratados a los 5 min es ligeramente mayor al
reportado por Escalada et al., (2012), quienes encontraron 350 mg/g en la pulpa y
310 mg/g en la piel de residuo insoluble en etanol (fibra dietaria) y es menor en el
sub-producto tratado a los 20 min. Por lo tanto, el tratamiento con 100% H20 es el

mas eficiente para disminuir el contenido de carbohidratos solubles.

600
]
& 500
o
(%]
=
@ 400
@
=]
3 300
c
@
™
2 200
=
L=
(4]
=
g 100
0
5min 20 min
® Subproducto sin lavados 558 558
mH20 302 20
W20% EtOH 350 126
w50% EtOH 362 176
w80% EtOH 468 200
W 100% EtOH 529 181

Figura 12. Concentracion de carbohidratos solubles totales de subproducto de
durazno sin tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacién 1:5 (p/v) durante
5y 20 min. Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

47



7.3. Azlcares reductores del subproducto de durazno sin tratamiento y
tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (w/v) durante 5y 20
minutos

Los azlcares reductores forman parte de los carbohidratos solubles
totales y, en el caso de durazno, éste contiene principalmente glucosa y fructosa, y

pequefias cantidades de sorbitol (Alcobendas et al., 2013).

Estos azucares se cuantificaron en el subproducto sin tratamiento, la
concentracion fue de 22.4 mg equivalentes de glucosa/g y corresponde al 2.24%
(Figura 13). Este resultado es similar a lo reportado por Noratto et al. (2014) para el
jugo de durazno (2.3% de azucares reductores); por lo tanto, la cantidad encontrada
en el subproducto es alta y se requiere disminuir. La concentraciéon en el
subproducto sin tratamiento fue mayor a la encontrada en el subproducto tratado
con agua y etanol. Por otra parte, se observd una mayor disminucién de estos
compuestos en el subproducto tratado con 100% H20, que con etanol, y se
encontraron altas cantidades en el subproducto tratado con altos porcentajes de

etanol (Figura 13).

Ademas, también se presenté menor concentracién de estos compuestos
en los subproductos tratados con agua/etanol durante 20 min en comparacion a los
tratados durante 5 min. Estos resultados sugieren que el tratamiento con 100% H20
durante 20 min reduce de manera importante la cantidad de azlcares reductores
(méas del 70% de estos compuestos), obteniendo una concentracion de 2.8 mg
equivalentes de glucosa/g (0.28%), seguido de los que fueron tratados con 20%

EtOH durante 20 min con una concentracion de 8.8 mg equivalentes de glucosa/g
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(0.88%), para 70, 80 y 100% EtOH no se presentaron diferencia estadisticas

significativas respecto al tiempo de tratamiento (Figura 13).
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mH20 125 28
120% EtOH 143 8.8
®50% EtOH 15.8 12.7
©80% EtOH 17.5 16.6
« 100% EtOH 18.2 16.6

Figura 13. Concentracién de azucares reductores del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (w/v) durante 5y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

7.4. Perfil de carbohidratos del subproducto de durazno

Se identificé fructosa, glucosa, sacarosa y kestosa en el subproducto de
durazno (Figura 14). Todos los tratamientos eliminaron las sacarosa en el
subproducto de durazno tratado, esto debido a su alta solubilidad en agua y etanol
(Saura-Calixto, 2013). La concentracion de glucosa y fructosa se redujo
significativamente con todos los tratamientos, principalmente con 100% H20 y 20%

EtOH por 5 min (4.5 y 10.6 veces, respectivamente). La kestosa, considerada FDS,
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se concentré con todos los tratamientos, principalmente con 100% EtOH (1.9

veces).
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Figura 14. Perfil de carbohidratos del subproducto de durazno.

7.5. Contenido de fibra dietaria total del subproducto de durazno sin
tratamiento y tratado con agua y etanol durante 5y 20 minutos

Una de las principales caracteristicas del subproducto es su contenido de FD,
en este trabajo se pretendié concentrar el contenido de FD del subproducto de
durazno (Figura 14). El contenido de FD total del subproducto sin tratamiento fue de
69%, este fue mayor en los subproductos tratados con 100% H20 y disminuyé
ligeramente en los tratados con 100% EtOH durante 20 min. Esto se puede deber a
su solubilidad, ya que se reporta que las pectinas, gomas y polisacaridos
considerados FDS son insolubles en 80-100% EtOH (Ju-Shin et al., 2013). De esta
manera se demuestra que la cantidad de FD se concentra con el tratamiento hasta
en un 30%. Por otro lado, no se observaron cambios significativos por efecto del

tiempo (Figura 15).
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Figura 15. Contenido de fibra dietaria total del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacién 1:5 (p/v) durante 5 y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

La concentracion de FDI, al igual que la FDT, se concentr6 significativamente
con el tratamiento con agua hasta en un 23% durante los dos tiempos evaluados 5
y 20 min; para el resto de las diluciones de agua y etanol el incremento fue desde
un 4% hasta un 13% (20, 50, 80 y 100%). Los resultados fueron similares para

ambos tiempos (Figura 16).
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Figura 16. Contenido de fibra dietaria insoluble del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacién 1:5 (p/v) durante 5 y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

Aungque la cantidad de FDS no se concentré significativamente con el
tratamiento con agua y etanol, si se observa una concentracién de hasta del 10%
de su contenido con los tratamientos con 20 y 50% EtOH a los 5y 20 min y 80%
EtOH a los 20 min. Esto puede deberse a que esta fibra se solubiliza en agua y de
esta forma se puede eliminar en la solucion de los tratamientos; por lo tanto, la
cantidad de ésta en los subproductos tratados no se concentrd significativamente
(Figura 17).

El contenido de FDT de estos subproductos fue mayor a lo reportado por
Amaya-Cruz et al. 2015 (37.6% de DFT, 24.3% de DFl y 13.4 de DFS). Estas
diferencias pueden beberse al estado de madurez del durazno, pues la empresa
menciono que este lote tenia menor grado de madurez. Se ha reportado que una

fruta mas madura tiene menor contenido de FDT debido a la hidrdlisis de la pared
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celular por varias enzimas como pectinasas, hemicelulasas y celulasas (El-Zoghbi,

1994).
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Figura 17. Contenido de fibra dietaria soluble del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (p/v) durante 5y 20 min.
Letras iguales indican que no existe diferencia significativa (p<0.05) Tuckey-Kramer.

De acuerdo a los resultados anteriores, el tratamiento con 100% H20 redujo los
carbohidratos solubles totales y azUcares reductores y, ademas, concentro el

contenido de FDT y FDI.

7.6. Efecto del tratamiento del subproducto de durazno sin tratamiento y
tratado con agua y etanol sobre la concentracion de fitoquimicos y
su capacidad antioxidante

7.6.1. Concentracion de compuestos fendélicos
Una de las principales desventajas del tratamiento con agua y etanol para

concentrar FD y reducir azlcares no deseables es que también se eliminan
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compuestos con beneficios a la salud, como los compuestos fendlicos. Como puede
observarse en la Figura 18, en los subproductos tratados durante 5 min se presenté
una disminucion hasta en un 15% de la concentracion de compuestos fendlicos, en
todas las mezclas que contenian etanol-agua respecto al control (sin tratamiento);
pero estos valores no fueron estadisticamente significativos. Sin embargo, a los 20
min se presento una reduccion significativa de dichos compuestos hasta de un 65%.
Ademas, esta reduccion fue mayor en las mezclas que contenian mayor cantidad
de etanol. Esto se debe a que los compuestos fendlicos son solubles en solventes
organicos (Chew et al., 2011); de tal forma que, entre mayor concentracion de este

solvente, mayor solubilizacion de los compuestos.

Se ha reportado que extractos de durazno con 70% EtOH ricos en
compuestos fenodlicos podria utilizarse como un alimento funcional para la
prevencion de la obesidad, la acumulacion de grasa e higado graso (Ju-Shin et al.,
2013); por lo tanto, no es conveniente los tratamientos con alto porcentaje de etanol
debido a que se extraen estos compuestos y se puede reducir el efecto de estos en
la obesidad. Consecuentemente, los mejores tratamientos para disminuir la

eliminacién de compuestos fendlicos son los tratados con 100% H20 durante 5 min.
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Figura 18. Contenido de compuestos fendlicos del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacién 1:5 (p/v) durante 5 y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

7.6.2. Perfil de compuestos fendlicos del subproducto de durazno
usado parala evaluacién de las propiedades fisicoquimicas de la
digesta y biodisponibilidad de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos mayoritarios encontrados en todas las muestras
fueron los acidos 4-cafeoilquinico, clorogénico y 1,5-di-O-cafeoilquinico (Cuadro 5).
La mayoria de los acidos fendlicos se concentraron con todos los tratamientos,
principalmente con 20% EtOH seguido de los tratamientos con 50% EtOH y 100%
H20 por 5 min. Sin embargo, todos los tratamientos disminuyeron el contenido de
algunos acidos fendlicos como &cido trans-cinamico, sinaptico y 4,5-di-O-
cafeoilquinico. Ademas, los acidos gélico y elagico no se identificaron con el

tratamiento con 50, 80 y 100% EtOH, sugiriendo una alta solubilidad en etanol.
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Rutina fue el flavonoide mayoritario en todas las muestras, seguida de
neohesperidina y catequina. Sin embargo, no se observd una clara tendencia
respecto a la porcion de solventes. Por ejemplo, el mayor contenido de rutina y
neohesperedina se encontrd en el subproducto tratado con 20% EtOH, mientras

catequina se concentré con el tratamiento con 80% EtOH.
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Cuadro 5. Perfil de compuestos fenodlicos del subproducto de durazno usado para la evaluacion de las propiedades
fisicoquimicas y biodisponibilidad de compuestos fendlicos

Compuestos TR MRM Subproducto 100% H,O 20% EtOH 50% EtOH 80% EtOH 100% EtOH
(min) transiciones  sin tratamiento

Acidos
cinamicos
1,5-Di-O- 1.07 515173 3276.8 + 44230 4026.5+272.2ab 4460.8+20.42  3842.7+69.98b  3154.7+77.60  3587.1+152.82
cafeoilquinico b
4-O- 3.91 353191, 1592.4+187.1ab  1221.5+109.90  2015.4+235.82  1622.6+53.980  1192.7+27.2b  1645.4+0.4ab
cafeoilquinico 179
5>-0- 3.75 353219185  7000.5+953.5C  9657.4+236.20  13111.9+203.92 9440.4+404.10  9277.3+67.30  9509.3+542.0P
cafeoilquinico a
Cafeico 4.85 179135 39.4+1.5d 232.6+4.00 352.6+19.44 228.9+27.60 187.0+0.60¢ 154.6+5.6C
p-Cumarico 6.30 1632119, 93 53.9+0.6C 90.1+12.9b 145.9+0.2a 100.4+5.60 101.5+1.3b 98.8+10.2b
3,4-Di-O- 7.32 515>353,179  29.2+0.9d 56.5+3.8C 86.3+4.0ab 69.6+9.9bC 89.4+2.82 66.2+2.2C
cafeoilquinico
4,5-Di-O- 7.70 515->353,179 7.5+0.0a Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas
dicafeoilquinico ,173
Trans-cindmico 9.15 1475103, 77 21.4+1.62 Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas
Acidos
benzoicos
Gélico 1.21 169->125,79 134.9+2.5b 193.4+17.1@ 65.8+13.4C Trazas Trazas Trazas
Iso-vanilico 2.94 167123 1.5+0.8de 10.7+1.22 7.3+1.1b Trazas 6.6+0.4bc 3.4+0.3cd
Elagic 6.19 301->284, 8.3+0.0C 21.8+1.8ab 30.5+6.02 19.0+0.5b Trazas Trazas

229,145
Sinapico 6.63 223->209,164 (.2+0.02 Trazas Trazas Trazas Trazas Trazas

,149
Sallicilico 7.65 13793 9.2+1.3€ 46.8+4.2C 97.9+0.64 66.6+3.6D 23.6+0.4d 57.2+4.2bC
Flavanoles
Galocatequina 1.03 305->164,125 351+2.1€ 47.5+4.2d 63.5+0.2C 111.0+1.72 57.1+1.5C 87.7+0.2b
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Catequina
Epicatequina

Epicatechin
galato
Flavonoles

Mirecetina
Quercetina

Rutina

Flavanones
Hesperidina

Neohesperidina

1.72
221
2.55

3.32
4.06

3.15

7.78

8.23

289->203,109
289->162,125
457->289,169

317->179,151

301->179,
151
609->300

609->301,164
,151

609->301,164 454 .5+52.8d

,151

68.5+2.4€

19.4+0.2C
0.1+0.0e

Traces
10.2+0.3d

1009.4+100.0d

6.4+1.1€

258.1+1.3b

23.8+1.4bC
2.4+0.0c

0.8+0.5b
45.0+6.00

1639.0+47.5C

35.0+4.5P

582.4+19.3¢d

177.4+2.64

29.7+0.8b
7.9+0.1a

0.8+0.0ab
62.1+2.74

2468.2+19.5a

35.1+5.60

1001.9+14.5a

185.9+8.2d

39.3+3.0a
3.2+0.2b

0.0+0.0b
26.7+0.1C

2020.3+61.2b

13.6+0.3¢cd

741.9+56.2b

303.4+7.74

25.3+0.2bc
1.8+0.1d

1.3+0.02
25.1+1.4C

1710.8+30.1€

26.8+3.5bC

720.9+10.8bc

217.2+10.8C

25.3+1.1bC
0.2+0.0e

0.8+0.0ab
26.60.5C

1588.4+63.3C

56.6+1.9a

792.5+33.6b

Valores (n=3) estan expresados como la media + desviacion estandar. Letras diferentes en la misma linea indican diferencia
significativa estadisticamente (a« = 0.05) entre subproducto de durazno sin tratamiento y tratado por la prueba de Tukey.
TR: Tiempo de retencion MRM: multiple reaction monitoring.
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7.6.3. Contenido de taninos condensados

Entre los compuestos fendlicos se encuentran los taninos condensados (que
son parte de los PFNE), se reporta que los taninos representan del 2 al 7% en peso
fresco en las frutas (Haslam, 2007). La presencia de proantocianidinas (taninos
condensados) varia dependiendo de la parte del fruto, siendo mas abundante en la
cascara (Vazquez-Flores et al., 2012). Estos compuestos son relevantes ya que
estan directamente relacionados con la capacidad antioxidante y, por lo tanto, con
la actividad biol6gica como antioxidante. Ademas, se ha reportado que los taninos
condensados forman complejos con la a-amilasa, de esta manera la inhiben y
complican la degradaciéon y absorcion de carbohidratos (Vazquez-Flores et al.,

2012).

Por esta razon, estos compuestos también se cuantificaron en este estudio y
se encontré que su contenido se concentré con los tratamientos con agua y etanol
(Figura 19). Se observd la mayor concentracion significativa en el subproducto
tratado con 20% EtOH durante 20 min, duplicandose su concentracion, seguido de
los tratados con 100% H20 a los 5 y 20 min, tratados con 20 y 50% EtOH a los 5
min, y con menor incremento con los tratamientos con 80 y 100% EtOH alos 5y 20
min hasta 16%. Este efecto puede deberse a que estos tratamientos incrementan la
concentracion de FD, ya que se ha reportado que los taninos condensados estan
ligados a la matriz de la FD (Saura-Calixto et al.,, 1991), de tal manera que al
incrementarse la FD aumenta la concentracion de estos compuestos. Estos son de

gran interés, ya que al fermentarse en el intestino la FD estos compuestos son
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liberados y pueden presentar propiedades funcionales en el organismo (Saura-

Calixto, 2011), es por ello que se busca incrementar su contenido (Figura 19).
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Figura 19. Contenido de taninos condensados del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (p/v) durante 5y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

7.6.4. Concentracion de carotenoides
El tratamiento con agua y etanol, independientemente del tiempo de
tratamiento, concentré el contenido de carotenoides en el subproducto de durazno
en comparacion con el subproducto sin tratamiento (Figura 20). Que va desde 9.3
% con el tratamiento con 100% EtOH por 20 min hasta 216% después del
tratamiento con 100% H20 por 5 min. La mayor pérdida de carotenoides se dio con

el tratamiento con 100% EtOH esto se debe a que los carotenoides son lipofilicos y,
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por lo tanto, son insolubles en agua, por lo que con el tratamiento con agua se
presenta mayor concentracion de estos, ademas en agua se extrae compuestos
como los azlcares solubles que van a ocasionar una mayor concentracion de otros
componentes del subproducto. Con respecto al tiempo, se observd un poco mayor
concentracion significativa de estos compuestos en los subproductos sometidos a
algunos tratamientos durante 5 min que en los de 20 min, debido a que es mayor el

tiempo de extraccion (Figura 20).
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Figura 20. Contenido de carotenoides del subproducto de durazno sin tratamiento

y tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (p/v) durante 5y 20 min. Letras diferentes
indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

7.6.5. Capacidad antioxidante (TEAC)

La capacidad antioxidante se determiné por el método de DPPH y los resultados se
expresan como TEAC. En la Figura 21 se muestra que, aunque no presenté

diferencia estadistica significativa, la capacidad antioxidante del subproducto tiende
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a disminuir principalmente con el tratamiento con agua-etanol; esto se debe a que
el valor de TEAC podria estar relacionado con el contenido de compuestos
polifendlicos, los cuales como se observa en la Figura 17, disminuyeron con dicho

tratamiento.
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Figura 21. Capacidad antioxidante (TEAC) del subproducto de durazno sin

tratamiento y tratado con agua y etanol en una relacion 1:5 (p/v) durante 5y 20 min.
Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tuckey-Kramer.

7.6.6. Integracion de los resultados de las diferentes determinaciones
del subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con aguay
etanol durante 5y 20 minutos

En la Figura 22 se muestra la comparacion de los subproductos con los diferentes
tratamientos y las determinaciones analizadas: contenido de azucares reductores,
carbohidratos solubles totales, fibra dietaria (soluble e insoluble), compuestos
fendlicos, taninos condensados, carotenoides y capacidad antioxidante. Como se
observa en el diagrama del subproducto sin tratamiento, éste tiene alto contenido
de carbohidratos y azucares reductores. Esta concentracion disminuye en los
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subproductos tratados con ambos solventes; sin embargo, se observdé mayor
eliminacién en los subproductos tratados con 100% H20 que con etanol, y en los
tratados durante 20 min. El subproducto tratado con agua y etanol durante 5 min
tiene ligeramente mayor contenido de FD y compuestos fendlicos, pero esta
diferencia no fue significativa. Por lo tanto, si se desea un subproducto reducido en
carbohidratos solubles y azucares reductores ademas con alto contenido de FD y
fitoquimicos (compuestos fendlicos, carotenoides, taninos condensados) y alta
capacidad antioxidante, es conveniente realizar los tratamientos con 100% H20 por
5 min. Pero si lo que se desea es un subproducto con menor contenido de
carbohidratos solubles totales y azlucares reductores, pero con menor contenido de
fitoquimicos y de capacidad antioxidante el ideal seria el tratamiento con 100% H20

durante 20 min. Siendo el primer subproducto el de mayor importancia biolégica.

Subproducto sin Fibra d;e;tgga total (ug/100g)

tratamiento Carotenoides (pg/100g) gg Fibra dietaria insoluble (pg/100g)
40
Actividad antioxidadn (TEAC) mg/10 g 28 s Fibra dietaria soluble (pg/100g)
lAzt‘.lcares reductores (mg/g) T Compuestos fendlicos (mg/g)
lCarbohidratos solubles (pg/100g) Taninos condensados (mg/g)
100% H,0 20% EtOH 50% EtOH 80% EtOH 100% EtOH
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Figura 22. Integracion de resultados de los subproductos de durazno sin
tratamiento y tratados durante 5y 20 min.
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7.7. Propiedades fisicoquimicas y viscosidad del subproducto de
durazno sin tratamiento y tratado con agua durante 5y 20 min

En los subproductos obtenidos con todos los tratamientos se disminuyé la
densidad aparente comparada con el subproducto sin tratamiento, y se observo que
esta tiende a disminuir al incrementar la porcion de agua en el tratamiento (Cuadro
6). Este efecto podria estar relacionado con la reduccion de CS, promoviendo el
incremento de espacios intermoleculares (poros), ya que estos compuestos se

encuentran usualmente atrapados en la matriz de la FD (Lopez et al., 1996).

CRA aumento al incrementar la porcion de etanol en el tratamiento, la cual
no se asocié con un el alto contenido de compuestos hidrofilicos como CS, AR y
FDS, ya que se sugiere una alta disponibilidad de grupos hidroxilos de la FD en el
subproducto tratado con mayor cantidad de etanol (Chi-Fai y Ya-Ling, 2003).
Mientras que, la CRAc se mejor6 al incrementar la porcion de agua en el tratamiento
(Cuadro 6) debido a su bajo contenido de compuestos polares como CSy AR y su
alto contenido de FDI y, por lo tanto, incrementé su hidrofobicidad (Elleuch et al.,
2011). Respecto a la méaxima difusion de glucosa, ésta disminuyé solamente con el
tratamiento con 100% H20 por 5 min (1.48 veces) (Cuadro 6), lo cual podria estar
relacionado con su alto contenido de FDI, ya que esta tiene mayor afinidad por la

glucosa que la FDS (LOpez et al., 1996).
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Cuadro 6. Densidad aparente, capacidad de retencion de agua y aceite, y maxima
difusion de glucosa del subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con agua
y etanol por 5 min

Densidad Maxima
Muestras aparente CRA (g/9) CRAc (g/g) difusion de
(g/mL) glucosa
(mg/min)

Subproducto 0.76 £+ 0.0028 462+021d 1.15+0.03d 0.99 +0.00a
sin tratamiento

100% H20 0.62 +0.00C 7.23+0.14C 1.63+0.01@8 0.67 +0.18b

20% EtOH 0.62+0.01C 7.8+0.32C 1.54+0.01b 0.72+0.04ab
50% EtOH 0.63+0.00¢ 8.14+1.10bc 152 +0.01b 0.87 + 0.20ab
80% EtOH 0.70+0.01b 9.88+0.242 1.32+0.03C 0.94 +0.33ab
100% EtOH 0.68+0.00b 9.13+1.30ab 1.37 +0.02C 1.04 + 0.09ab

CRA= Capacidad de retencién de agua; CRAc= Capacidad de retencién de aceite. Los
valores fueron expresados como la media = desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en
las columnas indican diferencia significativa estadisticamente entre el subproducto sin
tratamiento y el subproducto tratado, analizados por la prueba de Tukey (a = 0.05).

El subproducto tratado con 100% agua a los 5 min fue el que presenté mayor
viscosidad. En general, los tratados con etanol, 50%, o0 mas presentaron mayor
viscosidad comparado con el de 20% etanol (Figura 23). A pesar de que esta
reportado que la viscosidad esté relacionada con la capacidad de retencion de agua,
los resultados de viscosidad en este estudio no se relacionan con la CRA, ya que a
pesar de que el subproducto sin tratamiento presentdé menos CRA, asi como menor
viscosidad que los subproductos tratados, el subproducto tratado con 100% H20 5
min que tuvo mayor viscosidad no presenté mayor CRA. Esto de manera industrial
tiene una gran importancia, ya que por su alta viscosidad podria usarse como aditivo

en alimentos. De igual manera, tiene una gran importancia en la salud, ya que la
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viscosidad de un alimento puede jugar un papel importante en la inhibicion de la

absorcién de glucosa y lipidos en el organismo (Hu et al., 2015).
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Figura 23. Viscosidad de subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con
agua y etanol por 5 min.

7.8. Cambios morfologicos y estructurales del subproducto de durazno
sin tratamiento y tratado con agua durante 5y 20 min

Las caracteristicas morfoldgicas de la pulpa y cascara del subproducto sin
tratamiento y del subproducto tratado se analizaron mediante SEM. La pulpa del
subproducto tratado con 100% H20 por 5 min mostré un aumento de la porosidad
de la matriz (Figure 24 A-b), asi como la cascara (Figure 24 B-b), lo cual es acorde
con la disminuciéon de CS y AR (Cuadro 6) y el aumento de las propiedades
fisicoquimicas de la FD (Cuadro 9). Esta reportado que las particulas porosas
retienen mayor cantidad de agua que de aceite y presentan bajos valores de
densidad aparente (Guillon y Champ, 2000); lo que esta acorde a los resultados
obtenidos, ya que el subproducto tratado con mayor porosidad, presenté mayor

capacidad de retencion de agua y aceite que el subproducto sin tratamiento.
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La pulpa del subproducto tratado con 20% EtOH por 5 min (Figura 24 A-c) muestra
menor cantidad de particulas comparado con el subproducto sin tratamiento, lo cual
concuerda con su bajo contenido de CS (Cuadro 9), mientras que la cascara con
este tratamiento muestra filamentos de FDI expuestos (Figura 24 B-c). En la pulpa
y la cascara del subproducto tratado con 50, 80 y 100% EtOH por 5 min se
observaron compuestos adheridos a la matriz y menor porosidad (Figuras 24 Ay B-

d, e y f). Estos tratamientos mostraron mayor contenido de CS y AR (Cuadro 9).

De acuerdo a la caracterizacion fitoquimica, fisicoquimica y morfoldgica, los
subproductos tratados con 100% H20 y 20% EtOH por 5 min se seleccionaron para
su evaluacién in vivo sobre propiedades fisicoquimicas de la digesta y la

biodisponibilidad de los metabolitos de polifenoles.

Figura 24. A) Microscopia electrénica de barrido del subproducto de durazno son
tratamiento y tratado de pulpa y B) cascara. Subproducto sin tratamiento a),
subproducto tratado con 100% H20 5 min b), 20% EtOH 5 min c), 50% EtOH 5 min
d), 80% EtOH 5 min e€) y 100% EtOH 5 min f). Magnificacion at 500x. Las flechas
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indican porosidad de la matriz en la pulpa (A), mientras que las flechas en la cascara
(B) indican parte de la FDI.

Los tratamientos con 100% H20 por 5 y 20 min del subproducto de durazno
fueron seleccionados para analizar la estructura de la FD por TEM debido a la menor
concentracion de CS y AR. Las figuras 25 a, ¢ y e muestran las imagenes de TEM
de subproducto sin tratamiento y tratado a los 5 y 20 min respectivamente. El
subproducto sin tratamiento y tratado con 100% H20 por 5 min mostraron anillos
intensos de difraccion, mientras que el de 20 min presenta anillos menos intensos

(Figura 25 e).

Imagenes de HR-TEM de subproducto sin tratamiento y tratado se muestran
en las Figuras 25 b, d y f. El subproducto sin tratamiento presenté mayor intensidad
de nanoparticulas (Figura 25 b), mientras que el subproducto tratado con 100% H20
por 5 min mostr6 una menor densidad de nanoparticulas (Figura 25 d).
Interesantemente, no se observaron nanoparticulas en el subproducto tratado
durante 20 min (Figura 25 f). Estos resultados al igual que los del analisis de
carbohidratos, sugieren gque estas nanoparticulas inmersas en el subproducto sin
tratar son carbohidratos solubles, los cuales disminuyen con el tratamiento con

agua.
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Sin trataiento 100% H20 5 min 100% H20 20 min

Figura 25. Imagenes de TEM de subproducto de durazno sin tratamiento (ay b) y

tratado con 100% H20 en una relacion 1:5 (w/v) durante 5 (c y d) y 20 min (e y f).
La flecha indica mayor concentracion de nanoparticulas.
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7.9. Perfil de compuestos fendlicos del subproducto de durazno usado
para la evaluacion del efecto en obesidad y esteatosis hepatica

Los polifenoles extraibles (PE) se dividen en estructuras simples como los
acidos fendlicos (libres y esterificados), en flavonoides, proantocianidinas
(oligdbmeros de catequina y epicatequina) y taninos hidrolizables. Asi como los
polifenoles no extraibles (PNE) que incluyen también taninos hidrolizables, que a su
vez pueden dividirse en galotatinos si la unidad monomérica es el acido galico y en
elagitaninos si la unidad es el acido elagico, polifenoles hidrolizables (acidos
benzoicos y acidos cinamicos que se unen a estructuras mas complejas mediante
enlaces glucosidicos) y proantocianidinas de alto peso molecular o también

llamadas taninos condensados (Arranz, 2010).

Por lo tanto, el perfil de HPLC-DAD-MS se realiz6 para ambos, polifenoles extraibles
y nos extraibles del subproducto de durazno usado para evaluar el efecto en
obesidad y esteatosis hepatica (Cuadro 8). Como se esperaba, el subproducto sin
tratamiento mostr6 en promedio un mayor contenido de compuestos fendlicos

comparado con el subproducto tratado alto en FD.

Se identificaron veintisiete PE en ambos subproductos, y los acidos 4- y 3-
cafeoilquinico, p-cumaroilquinico y 4-ferruoilquinico fueron los mayoritarios (Cuadro
7). El tratamiento con 100% H20 5 min, utilizado para concentrar FD provoca la
reduccion de varios PE en el subproducto tratado, como quercetina 3-O-rutinosido,
acido 4-cafeoilquinico, kaemferol 3-O-rutinosido, acido 3-cafeoilquinico y quercetina

3-O-ramnosil-galactosido. Estos compuestos se redujeron en mas de 70% en el
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subproducto tratado comparado con el subproducto sin tratar, esto podria deberse

a gue estos compuestos se solubilizan en el agua.

En cuanto a los PNE, se identificaron 18 compuestos en ambos subproductos
y los mayoritarios fueron el kamferol, el galoil glucosa y dihidroquercetina (Cuadro
9). Estos resultados coinciden con lo reportado por Amaya-Cruz. et al. (2015) que
indican que el kamferol es uno de los PNE mayoritarios. Interesantemente, se
identificaron mayor contenido de varios PNE en el subproducto tratado comparado
con el subproducto sin tratar, como el acido elagico, glucésido, acido galico 4-o-
glucoside, &cido gélico etil éster y el acido 5-O-galoilquinico. Los resultados
sugieren que estos compuestos estan ligados a la DFI, la cual fue concentrada en

el subproducto tratado y posteriormente fueron liberados por la microbiota.

El subproducto sin tratamiento mostré un mayor contenido los siguientes PNE; acido
p-cumaroil glucdlico, 7,3, 4’-trihidroxiflavona, 5,6-dihidroxi-7,8,3’,4’-
tetrametoxiflavona, galoil glucosa, kaemferol y dihidroquercetina, sugiriendo que
estos compuestos estan ligados a la FDS vy, por lo tanto, se lixiviaron con el

tratamiento para concentrar FD.
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Cuadro 7. Perfil de polifenoles extraibles por HPLC-DAD-MSD de subproducto durazno usado para la evaluacion del efecto en
obesidad y esteatosis hepatica

Tienpo de Concentracion (ug g?)
Familia Reter_mon Compuesto m/z A (nm) Subprodgcto sin 100% H,O 5 min
(min) tratamiento
Acidos 15.0 Acido valonéico dilactona 469.1 280 47.9+0.3b 68.5 + 8.1a
Hidroxibenzoicos
19.3 Acido 4-hidroxibenzoico 4-O-glucosido 299.2 280 9.5+ 1.5b 12.7 +0.2a
26.5 Acido gélico 3,4-dimetil 197.1 280 3.31£0.8a 29+ 1la
29.6 Acido galico etil éster 197.1 280 48.3+12.8a 50.1 £ 10.6a
Acidos 1.7 Acido 4,5-dicafeoilquinico 515.1 320 452.9 + 0.0a 65.1 + 28.1b
Hidroxicinamicos
4.7 Acido 4-cafeoilquinico 353.1 320 23733.1 £ 0.0a 4812.0 + 8.1b
6.3 Acido p-cumaroilquinico 337.1 320 1048.3 £+ 4.7a 461.5 +184.7b
6.7 Acido 3-cafeoilquinico 353.1 320 53349.1 £ 0.0a 16266.6 + 50.2b
7.5 Acido 5-feruloilquinico 367.1 320 116.7 £ 0.0a 52.1 + 6.6b
7.6 Acido 4-feruloilquinico 367.1 320 950.7 £ 0.0a 631.1 £ 21.5b
8.4 Acido 3-feruloilquinico 367.1 320 145.7 £ 0.0a 120.7 + 50.6a
Lignanos 15.3 Secoisolariciresinol-sesquilignano 557.2 280 57+1.8a 56+3.7a
17.0 Secoisolariciresinol 363.3 280 90.3+4.61a 42.8 £ 3.1b
Flavanoles 2.0 Epicatequin 3-O-galato 441.1 214 3145+ 151.7a 141.7 £ 9.2b
5.3 Procianidina dimero B2 577.2 214 35.8+4.8b 201.2 + 94.8a
14.6 Epicatequin 3-O-glucosido 4511 214 321.7+14.1a 35.0+5.0b
14.8 Galocatequin 3-O-galato 457.2 214 151.0 £+ 63.2a 15.1+2.3b
Flavonoles 2.6 Kaemferol 3-O-(6"-malonil-glucosido) 533.2 365 LDL 5.9+0.0a
5.3 Miricetina 3-hexosido 479.2 365 22.7£0.4b 55.8 £ 0.0a
11.7 Quercetina 3-O-glucurénido 477.2 365 87.3+0.0a 79.7 £ 15.8a
12.1 Quercetina 3-O-rutindsido 609.2 365 325.2+£0.0a 29.8 £ 0.0b
12.3 Quercetina 3-O-ramnosil-galactésido 609.2 365 365.6 £ 0.0a 28.0+ 1.0b
13.1 Kaemferol 3-O-glucurénido 461.2 365 LDL 29+42a
13.8 Kaemferol 3-O-rutindsido 593.2 365 112.9 + 8.6a 122+ 1.2b
14.3 Isoramnetina 3-O-glucésido 7-O-ramnésido  623.2 365 229.8+4.4a 24.6 £3.9b
18.4 Kaemferol 3,7-O-diglucésido 609.1 365 27.2+0.0a 9.0+ 0.2b
19.6 Quercetina 301.1 365 50.0 + 0.8a 29.7 £ 0.5b
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Valores estan expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa

estadisticamente (P<0.05) por la prueba de T-student.

Cuadro 8. Perfil de polifenoles no extraibles por HPLC-DAD-MSD de subproducto durazno usado para la evaluacion del efecto en
obesidad y esteatosis hepatica

Concentracién

Tiempo de (ug g
Familia reten'cmn Compuesto m/z A(nm) Subproducto 100% H,0 5 min
(min) . _
sin tratamiento
Acidos 8.2 Acido galico 4-O-glucosido 331.1 280 2.8+ 1.4b 7.0+ 0.0a
Hidroxibenzoicos
12.1 Acido galico etil éster 197.1 280 1.4+0.0a 29+22a
27.3 Acido 5-O-Galoilquinico 343.4 280 23+1.7a 3.8+0.0a
29.4 Galoil glucosa 331.1 280 140.6 £ 0.0a 62.5+3.3b
27.0 Acido p-Cumaroil glicolico 221.1 320 52.4+0.0a LDL
Acidos 1.2 Acido caféico etil éster 233.1 320 97.8 + 34.6a 94.0 + 19.3a
Hidroxicinamicos
9.6 Acido elagico glucosido 463.1 320 19.8+2.8b 124.7 £ 29.2a
10.7 Acido caféico 3-O-glucurénido 355.3 320 79.3+31.2a 37.31£0.0b
15.2 Acido caféico 4-O-glucésido 341.3 320 76.4 £ 16.7a 71.0 £ 25.0a
27.0 Acido p-Cumaroil glicélico 221.1 320 52.4+£0.0a LDL
Flavonoles 14.5 Isoramnetina 3-O-rutindsido 461.3 365 28.0 £ 27.6a 29.9+8.5a
29.7 Kaemferol 285 365 311.8+£0.0a 10.2+3.2b
Dihidroflavonoles 1.3 Dihdroquercetina 303 365 102.8 + 13.0a 499 + 4.4b
Flavones 10.9 5,6-Dihidroxi-7,8,3',4'-tetrametoxiflavona 373.1 365 26.1 + 0.5a 16.7 + 0.0b
10.9 7,4'-Dihydroxiflavona 253.2 365 38.6 +9.7a 40.9 + 0.0a
33.1 7,3',4'-Trihidroxiflavona 269.1 365 10.5 £ 0.0a 4.6 +0.0b
Estilbenos 21.6 Dihidroresveratrol 228.9 365 37.6 +19.7a 37.9+47.1a

Valores estan expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencia significativa

estadisticamente (P<0.05) por la prueba de T-student.

73



7.10. Efecto antiobesogénido del subproducto de durazno sin tratamiento
y tratado con agua 5 min en un modelo in vivo

Se evaluo el efecto antiobesogénico del subproducto de durazno sin tratamiento
y tratado con agua durante 5 min en un modelo de obesidad, donde se determino el
peso corporal de los animales y algunas alteraciones asociadas a la obesidad
glucosa vy triglicéridos en suero, indice HOMA, triglicéridos en higado, también se
evaluo la esteatosis en higado y la hipertrofia en tejido adiposo.

7.10.1. Peso corporal

La administracion de la dieta alta en grasa y fructosa (DGF) aumentd el peso
corporal del grupo control obeso hasta un 20% comparado con el grupo control sano
alimentado con la dieta estandar (Figura 26). Se ha reportado que una dieta alta en
grasa y fructosa presenta un efecto obesogénico (Amaya-Cruz et al., 2015). Los
animales que se suplementaron con el subproducto de durazno sin tratamiento y
tratado mostraron un menor peso corporal de 11 y 6 %, respectivamente, menos
que los animales alimentados con la DGF (control obeso). Aunque no se presento
una diferencia estadisticamente significativa en el peso de los animales
suplementados con el subproducto de durazno, se observé una importante
reduccidon en el peso corporal con el subproducto sin tratamiento, se ha reportado
que una reduccién en el peso corporal de mas de 10% tiene un efecto importante

fisiologicamente.

Este resultado fue mayor a lo reportado por Amaya-Cruz et al., (2015) quienes
observaron una reduccion del peso corporal sélo del 5% en animales alimentados

con una dieta suplementada con el subproducto de durazno sin tratamiento. La
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diferencia puede deberse a una mayor concentracion de carbohidratos solubles
presentes en dicho subproducto el cual aporté mayor contenido calérico a las dietas.
Este mayor efecto antiobesogénico del subproducto de durazno sin tratamiento
podria deberse a su mayor contenido de varios PE y PNE, tales como el acido 4-,
3-cafeoilquinico y 4-feruloilquinico, y kaemferol. Se ha reportado que extractos
metandlicos ricos en acidos cafeoilquinicos entre los que se encuentran los 4-
cafeoilquinico y 3-cafeolquinico, kampferol, disminuyen el peso corporal y la grasa

abdominal (Nugroho et al., 2010; Takahashi et al., 2014; Alkahady et al., 2015).
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Figura 26. Peso corporal de animales alimentados con una dieta alta en grasa y
fructosa y suplementada con subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con

100% H20 5 min. DE: Dieta estandar, DGF: Dieta alta en grasa y fructosa. Letra diferentes
indican diferencia significativa entre los grupos (Tukey-Kramer a=0.05).
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El efecto benéfico sobre el peso corporal del subproducto de durazno tratado
puede estar relacionado con su contenido de FDI, ya que se ha reportado que
pueden ejercer un mayor efecto antiobesogénico comparado con la FDS, lo cual
ésta asociado con una aumento en la oxidacién de acidos grasos en el higado (Isken

et al., 2010).

Se ha reportado que en el estomago, la viscosidad de la FDS favorece el
atrapamiento de nutrientes como lipidos y glucosa principalmente (Hendrick et al.,
1991; Lattimer y Haub, 2010). Durante el proceso de tratamiento con 100% H20 por
5 min, la concentracion de FD total y la FDI incrementaron en un 30% y 66%,
mientras que la FDS no presenté cambios significativos respecto al subproducto sin
tratamiento. Sin embargo, los resultados de viscosidad y CRA del subproducto de
durazno tratado con 100% H20 5 min presentaron mayor viscosidad y CRA (Figura
29), asi como mayor viscosidad y la CRA de la digesta en el estbmago de las ratas
suplementadas con este subproducto tratado (Figura 27), que el subproducto sin
tratamiento. Estos resultados se relacionan con su mayor cantidad de FD que el
subproducto sin tratamiento. Estas propiedades estan relacionadas con un mayor
efecto de atrapamiento de nutrientes. Sin embargo, esto no se reflejé en el estudio
in vivo, ya que se observo una menor capacidad de regulacion de peso corporal del
subproducto de durazno tratado con 100% H20 5 min comparado con el

subproducto sin tratamiento.
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Figura 27. Viscosidad (A) y capacidad de retencion de agua (B) del subproducto sin

tratamiento y tratado con 100% H20 5 min. Letra diferentes indican diferencia significativa
entre los grupos (Tukey-Kramer a=0.05).

7.10.2. Efecto del subproducto de durazno y tratado con 100% H20 5
min en la resistencia a la insulina

Los animales alimentados con la DGF mostraron mayores niveles de glucosa
e insulina en suero que los animales alimentados con dieta estandar (112 y 49%,
respectivamente) (Cuadro 9). El grupo de animales suplementados con el
subproducto sin tratamiento tuvo menores niveles de glucosa en suero comparado
con los animales alimentados con la DGF (31%), una reduccion similar en estos
niveles de glucosa se reporté para el subproducto de durazno sin tratamiento (26%)
(Amaya-Cruz et al., 2015). Mientras que, los animales suplementados con el
subproducto tratado con 100% H20 5 min mostraron solamente un ligero efecto
benéfico (14%). Sin embargo, los animales alimentados con dieta suplementada

con subproducto sin tratamiento y tratado con 100% H20 5 min mostraron niveles
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de insulina estadisticamente similares comparados con los animales alimentados
con la DGF y dieta estandar.

Estos resultados no se esperaban, al igual que el peso corporal ya que el
subproducto tratado con 100% H20 5 min presenta una alta cantidad de FD, la cual
se ha reportado que tiene la capacidad de atrapar glucosa y lipidos y de esta manera
disminuir su absorcion en el intestino delgado, ademas de inhibir algunas enzimas
digestivas (Lattimer y Haub, 2010).

Cuadro 9. Pardmetros bioquimicos de animales alimentados con una dieta alta en

grasa y fructosa suplementada con subproducto de durazno sin tratamiento y
tratado con 100% H20 5 min

- g + o
kii:qaur?rﬁsrc% DE DGF tlr)a?aFmiesrll?o Per 51r?|?nA) "o
Glucosa' 106.1 £ 9.8c 2255+ 8.7a 156.6 + 13.1bc 194.8 + 14.5ab
Insulina? 34.9+1.9b 51.9+1.9a 35.6 £ 4.2ab 45.9 + 4.6ab
indice HOMA  10.9 + 0.4b 28.0+x1.1a 12.0+ 2.5b 22.4+28a
Glucogeno? 29.2+1.2a 12.8 £ 0.4b 294 +43a 249 £3.1ab
PEPCK* 9.5+4.9c 38.4 £ 1.9a 22.8 £ 3.6bc 31.9 £ 2.3ab
Trigliceridos! 83.8 +4.2b 161.3 £ 1.1a 93.3+2.1b 133.1 £ 14.5a
indice TyG 8.7 £ 0.08b 9.5+0.14a 8.8 £ 0.08b 9.4 +£0.12a

Los valores son reportados como la media + error estandar (n=8). Los datos son expresados
como *mg/dL, 2MIU, 3mg/g higado, “nmol/min/mg proteina. Las medias con la misma letra
en cada linea no son diferentes significativamente (a=0.05) por la prueba de Tukey. DE:
Dieta estandar, DGF: Dieta alta en grasa y fructosa, HOMA: evaluacién del modelo
homeostatico, PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasas.

Los resultados de velocidad maxima de difusion de glucosa determinado en
un sistema de dialisis no coinciden con esto, ya que dicha velocidad fue menor en
el subproducto tratado con 100% H20 5 min, y dicho efecto esta relacionado a la
FD, que esta en mayor concentracion en este subproducto. Esta fibra puede atrapar
a la glucosa y no permite que esta difunda a través de la membrana de dialisis.

Debido a que este efecto no se observo en los estudios in vivo, se sugiere que en

78



el tracto gastrointestinal, la fibra del subproducto tratado podria ser modificada
cuando se expone a los diferentes pH o enzimas digestivas, disminuyendo su
capacidad de atrapamiento de glucosa y este efecto es mayor en este material por

los cambios estructurales que presenté durante el tratamiento con agua.

La razén por la cual el subproducto sin tratamiento tiene mayor efecto
hipoglucémico puede deberse a que ademas de FD, este subproducto tiene mayor
concentracion de ciertos compuestos que también tienen efecto hipoglucémico,
como los acidos cafeoilquinicos que de manera sinérgica presentan mayor efecto.
Se ha reportado que estos acidos tienen un efecto en la disminucién de los niveles

de glucosa, ya que mejoran la sensibilidad a la insulina (Pang et al., 2008).

Por otra parte, los compuestos fendlicos y flavonoides inhiben
competitivamente la a-amilasa y a-glucosidasa, ademas también se ha reportado
que inhiben al transportador del glucosa dependiente de sodio SGLT1, y al
transportador de fructosa GLUT 5 en las células intestinales, y por lo tanto inhiben

su absorcion (Manzano y Wililliamson, 2010; WIlilliamson, 2013).

El indice HOMA se determiné para estimar la resistencia a la insulina (Cuadro
9). Los animales alimentados con la DGF mostraron mayor indice HOMA que los
animales alimentados con dieta estandar, sugiriendo el desarrollo de resistencia a
la insulina (indice HOMA > 13) en este estudio. Los animales suplementados con
subproducto sin tratamiento mostraron valores de indice HOMA menores
comparados con los animales alimentados con DGF (57%), y valores similares a los

animales alimentados con la dieta estandar, mientras que no se encontraron
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diferencias significativas en el grupo suplementado con el subproducto tratado y el
grupo alimentado con la DGF.

El indice de triglicéridos y glucosa (TyG) es otro parametro usado también
para estimar la resistencia a la insulina, el cual incluye los niveles de TG y glucosa
en suero (Unger et al., 2014). Los animales alimentados con la DGF mostraron
mayores valores del indice TyG comparados con los alimentados con dieta estandar
(9%) y solamente se redujo significativamente en los animales suplementado con el
subproducto sin tratamiento (Cuadro 10), esto podria deberse al su mayor contenido
de compuestos fendlicos. Se ha reportado que un extracto etandlico rico en
compuestos fendlicos del durazno tienen cierto efecto en la homeostasis de glucosa
ya que este estimula su consumo por la célula mediante la via PPAR-y (Ju-Shin et
al., 2013). Un efecto similar fue reportado para jugo de durazno, en el cual los
compuestos fendlicos se podrian regular positivamente a PPARy para mejorar la
sensibilidad de glucosa (Noratto et al., 2015).

La hiperglicemia relacionada a obesidad es consecuencia principalmente del
desarrollo de resistencia a la insulina en higado, la cual se caracteriza por una alta
gluconeogénesis y una baja glucogénesis (Luna, 1968; Varman et al., 2004). Por lo
tanto, se determiné la actividad de PEPCK y contenido de glucégeno (Cuadro 9).
Los animales alimentados con la DGF mostraron menor contenido de glucégeno
hepatico y mayor actividad de PEPCK que los animales alimentados con la dieta
estandar (56 y 41%, respectivamente). La suplementacién con subproducto sin
tratamiento produjo alto contenido de glucdgeno hepatico baja actividad de PEPCK

comparado con los animales alimentados con la DGF (129 y 68%, respectivamente),
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mostrando valores similares estadisticamente que el grupo alimentado con dieta
estandar.

El subproducto de durazno sin tratamiento produjo mayor efecto benéfico que
el subproducto de durazno tratado, a pesar de que este Ultimo tienen mayor
contenido de FDI, la cual esta reportado que mejora la sensibilidad a la insulina en
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa (Isken et al., 2010). Noratto et al.,
(2015) reportaron que ratas Zucker alimentadas con jugo de durazno rico en
polifenoles disminuye los niveles de glucosa en suero mejorando la resistencia a la
insulina. El efecto benéfico del subproducto de durazno sin tratamiento en
resistencia a la insulina puede estar relacionado a su alto contenido de varios PE y
PNE.

Los acidos cafeoilquinicos, los compuestos fendlicos mayoritarios del
subproducto de durazno sin tratamiento, disminuyeron los niveles de glucosa en
sangre en ratones con diabetes inducida mediante la disminucion de los niveles de
expresion de PEPCK (Wu et al., 2014). Ademas, se reporta que el efecto anti-
hiperglucémico del café esta asociado a su alto contenido de los acidos 3, y 4
cafeoilquinico y 4-feruloilquinico, los cuales fueron los PE mayoritarios encontrados

en el subproducto de durazno sin tratamiento (Takahashi et al., 2014).

7.10.3. Efecto del subproducto de durazno y tratado con 100% H20 5
min en triglicéridos en suero y heces y digestibilidad de la dieta

Los niveles de TAG en los animales alimentados con la DGF fueron mayores
qgue en aquellos alimentados con la dieta estandar (92%). Interesantemente, la

suplementacién con subproducto sin tratamiento disminuyo los niveles de TAG en
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suero comparado con el grupo alimentado con la DGF (73%), mostrando valores
similares a los del grupo alimentado con la dieta estandar, mientras que no se
observd efecto benéfico en el grupo suplementado con el subproducto tratado

(Cuadro 9).

El efecto hipotrigliceridémico del subproducto sin tratamiento puede estar
asociado a la disminucién de absorcion de grasa. Por lo tanto, se evalu6 el
contenido de TAG en heces y la digestibilidad de la dieta. El grupo alimentado con
la DGF mostr6 mayor contenido de TAG en heces comparado con el grupo
alimentado con la dieta estandar (27%) (Figura 28), el cual esta relacionado con el
alto contenido de grasa en la dieta, y el contenido de TAG en heces incrementé
solamente con la suplementacion con subproducto sin tratamiento comparado con

el grupo alimentado con la DGF (44%).
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Figura 28. Contenido de triglicéridos en heces de animales alimentados con
una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con subproducto de durazno
sin tratamiento y tratado con 100% H20 5 min. DE: Dieta estandar, DGF:
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Dieta alta en grasa y fructosa. Letras diferentes indican diferencia significativa entre
los grupos (Tukey-Kramer a=0.05).

Estos resultados sugieren que el subproducto de durazno sin tratamiento
tiene mejor efecto en la inhibiciobn de absorcion de grasa en el intestino que el
subproducto tratado; por lo tanto, el primer subproducto mostré una mayor excreciéon
de TAG en heces, a pesar de que esta reportado que la FDI, la cual se encuentra
en mayor cantidad en el subproducto tratado, tiene ligero efecto en la absorcion
intestinal de macronutrientes (Lattimer & Haud, 2010). Por lo tanto, el efecto
benéfico del subproducto sin tratamiento en la excresion de TAG puede estar
relacionado a su alto contenido de compuestos fendlicos como &cidos
cafeoilquinicos, los cuales estan reportados que inhiben competitivamente la lipasa
pancreatica, una enzima que hidroliza los TAG de la dieta para que puedan ser
absorbidos en el intestino delgado (Hu et al., 2015).

Por otra parte, la digestibilidad de la dieta puede ser usada para estimar la
absorcion de carbohidratos y lipidos. Los animales alimentados con la dieta
estandar mostraron una digestibilidad de dieta de 84.5%, mientras que, los animales
alimentados con la DGF mostraron una mayor digestibilidad significativamente
(96.6%), la cual disminuy6 significativamente con la suplementacion con el
subproducto de durazno sin tratamiento y tratado (86.7 y 88.2%, respectivamente),
mostrando valores similares a los animales alimentados con la dieta estandar
(Figura 29). Estos resultados sugieren que ambos subproductos, sin tratamiento y
tratado, pueden reducir la absorcién de carbohidratos y grasa, lo cual puede estar
relacionado con su alto contenido de compuestos fendlicos y DFI, respectivamente.

Ademas, ambos subproductos mostraron contenido similar de DFS, la cual esta
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reportado que incrementa la viscosidad en el intestino y promueve el atrapamiento

de glucosa y grasa, disminuyendo asi su absorcion en el intestino (Hu et al., 2015).
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Figura 29. Digestibilidad de las dietas de animales alimentados con una dieta
alta en grasa y fructosa y suplementada con subproducto de durazno sin
tratamiento y tratado con 100% H20 5 min. DE: Dieta estandar, DGF: Dieta

alta en grasa y fructosa. Letras diferentes indican diferencia significativa entre los
grupos (Tukey-Kramer a=0.05).
Los animales alimentados con dietas suplementadas con subproducto sin

tratamiento mostraron mayor contenido de TAG en heces comparado con los
animales suplementados con el subproducto tratado. Por lo tanto, la baja
digestibilidad de la dieta en el grupo suplementado con el subproducto tratado
podria no estar relacionado con la reduccién de la absorcién intestinal de TAG,
mientras que el efecto benéfico del subproducto sin tratamiento en la digestibilidad
de la dieta puede estar relacionada a una reduccion de la absorcion de glucosa y
TAG en el intestino. Se ha reportado que el &cido 3-cafeoilquinico inhibe la actividad
de la a-amilasa y a-glucosidasa, y consecuentemente disminuye la absorcién de

glucosa del almidon (Funke & Melzig, 2005; Oboh et al., 2015). El consumo del té
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de Kuding disminuye la absorcion de glucosa in vitro y este efecto se asocié con su
contenido de acido cafeoilquinico, p-cumaroilquinico y feruloilquinico (Wang et al.,

2008).

7.10.4. Efecto del subproducto de durazno y tratado con 100% H20 5
min en esteatosis hepética

La esteatosis hepética se midié a través de analisis de histologia (Figura 30
A) ademas se cuantifico el contenido de TAG en higado (Figura 30 B). El higado de
los animales alimentados con una dieta estdndar mostraron hepatocitos normales
morfologicamente (Figura 30 A-a), mientras que en los animales alimentados con la
DGF se observd una excesiva acumulacion de vacuolas de lipidos dentro de los
hepatocitos (Figura 30 A-b), mostrando un grado 3 de esteatosis hepatica. Los
higados del grupo alimentado con la DGF mostraron un mayor contenido de TAG

comparado con el que fue alimentado con la dieta estandar (170%) (Figure 30 B).

La suplementacion de ambos subproductos, sin tratamiento y tratado con
100% H20 5 min atenuaron la esteatosis hepética ya que se observdé una menor
acumulacion de vacuolas de lipidos dentro de los hepatocitos (Figura 30 A-c y d,
respectivamente), mostrando un menor grado de esteatosis hepética de 1y 2,
respectivamente. Ademas, ambos subproductos disminuyeron significativamente el
contenido de TAG en higado comparado con grupo alimentado con la DGF (26-
50%), teniendo el mejor efecto benéfico el grupo suplementado con subproducto sin
tratamiento (Figura 30 B).

El efecto benéfico observado anteriormente podria ser debido a la
disminucion de la lipogénesis hepatica y una B-oxidacion de acidos grasos
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aumentada (Ou et al., 2011; Lin et al., 2012), por esta razon se evalud la expresion
de genes relacionados con lipogénesis (Fasn y Srebpl) (Figure 31 A) y B-oxidacion
(Cptla y Acadm) (Figure 31 B). Los animales alimentados con la DGF mostraron
una mayor expresion hepatica de Fasn and Srebpl comparados con aquellos
animales alimentados con la dieta estandar (2.4 y 1.8 veces, respectivamente) y
una disminuida expresion de Cptl y Acadm (0.6 y 0.1 veces, respectivamente).

Interesantemente, la suplementacion con ambos subproductos disminuyeron
la lipogénesis hepatica ya que se observd una reduccion en la expresion de los
genes Fasn y Srebp 1 (30-54 y 60-86%, respectivamente), y el subproducto sin
tratamiento mostré el mayor efecto benéfico. Por otra parte, la expresion de Cptla
en higado de animales suplementados con subproducto sin tratamiento incremento
un 83% y un 65% en los animales suplementados con el subproducto tratado,
mientras que la expresién de Acadm no se modul6 con ningun tratamiento.

Estos resultados sugieren que la mejora de le esteatosis en higado con la
suplementacién con ambos subproductos esta relacionada con la disminucién de la
lipogénesis y el incremento de la B-oxidacidon de &cidos grasos en higado. El efecto
benéfico del subproducto sin tratamiento en la esteatosis hepética puede estar
relacionada con su alto contenido de &cidos cafeoilquinicos, ya que se ha reportado
que un extracto de la fruta Pandanus tectorius rico en acido cafeoilquinico disminuy6
la expresion hepatica de Srebpl y Fasn, e incrementé Cptl via activaciéon de AMPK
y PPARa en hamsters alimentados con una dieta alta en grasa (Zhang et al., 2013).
Ademas, el subproducto sin tratamiento presenté un alto contenido de kaemferol en
el extracto de PNE, el cual se ha reportado que incrementa la -oxidacién de acidos

grasos via AMPK y PPARa (Alkahady et al., 2015).
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Por otro lado, la FD puede modular en contenido de lipidos en higado en
obesidad. Isken et al. (2010) reportaron que la fibra insoluble (cereal) tienen mejor
efecto en la disminucién del contenido de TAG hepéticos que la fibra soluble (goma
guar) debido a que la fibra insoluble aumenta la expresion de genes de B-oxidacion

de acidos grasos tales como PPAR-ay CPT-1.

Y
~

Triglicéridos hépaticos (mg/g de proteina)

Figura 30. A) Histologia y contenido de triglicéridos en higado de animales
alimentados con DE (a), DGF (b), DGF+sin tratamiento (c), DGF+100% H20
5 min (d). B) Triglicéridos hépaticos. Las flecas negras indican vacuolas de

grasa. DE: Dieta estandar, DGF: Dieta alta en grasa y fructosa. Letras diferentes
indican diferencia significativa entre los grupos (Tukey-Kramer a=0.05).
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Figura 31. Expresion relativa de genes de lipogénesis y B-oxidacion en higado de
animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa suplementada con
subproducto de durazno sin tratamiento y tratado con 100% H20 5 min. DE: Dieta
estandar, DGF: Dieta alta en grasa y fructosa. Letras diferentes indican diferencia
significativa entre los grupos (Tukey-Kramer a=0.05).

7.11. Propiedades fisicoquimicas de la digesta y biodisponibilidad de
compuestos fendlicos de animales alimentados con subproductos
de durazno

7.11.1. Consumo de alimento y propiedades fisicoquimicas de la
digesta

Los animales se alimentaron con una dieta estandar, dieta suplementada con
subproducto sin tratar y subproducto tratado con 100% H20 y 20% EtOH durante 5
min. No se observd efecto significativo en el consumo de alimento con la
suplementacion de subproducto sin tratamiento y subproducto tratado (Figura 32-

A). Sin embargo, si se observo una ligera disminucion en el consumo de alimento
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en los animales alimentados con el subproducto tratado con 100% H20 por 5 min

comparado con los animales alimentados con la dieta estandar (14%).

Ademas, las ratas alimentadas con 100% H20 por 5 min mostraron una reduccién
significativa en el peso de la digesta comparadas con las ratas alimentadas con la
dieta estandar (26%) (Figura 32-B). Esta reduccidén del peso de la digesta esta
asociada con la absorcién de agua de la FDS, provocando sensacion de saciedad,
aumento del tiempo de transito y disminuyendo la tasa de absorcion de nutrientes
(Kristensen y Jesen, 2011). Sin embargo, no se observé una asociacion entre el
peso de la digesta, el contenido de FD y los valores de CRA y CRAc in vitro. No
obstante, el subproducto de durazno tratado con 100% H20 por 5 min mostré una
alta porosidad, la cual esta relacionada con un alto atrapamiento de agua y

nutrientes, incrementando el peso de la digesta (Lopez et al., 1996).

Respecto a la viscosidad, las ratas alimentadas con subproducto sin tratamiento y
tratado con 100% H20 por 5 min mostraron significativamente mayor viscosidad del
contenido estomacal e intestinal que las ratas alimentadas con la dieta estandar
(1.4-1.5 veces), mientras que las ratas alimentadas con subproducto tratado con
20% EtOH por 5 min tuvieron valores menores de viscosidad (1.5 veces) (Figura 33-

A).

En cuanto a la CRA de la digesta estomacal, las ratas suplementadas con
subproducto tratado con 100% H20 por 5 min presentaron valores mayores
comparado con los animales alimentados con la dieta estandar (2.3 veces), mientras

que no se observo diferencia significativa en la CRA del intestino delgado (Figura
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33-B). Estos resultados sugieren que el aumento del peso de la digesta
gastrointestinal con el subproducto tratado con 100% H20 por 5 min esta

parcialmente asociado con una alta viscosidad intestinal y CRA.
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Figure 32. A) Consumo de alimento y B) Peso de la digesta gastrointestinal de ratas
alimentadas con dieta estandar (DE), DE+sin tratamiento, DE+100% H20 5 min y
DE+20% EtOH 5 min. DE: Dieta estandar. Los valores se expresaron como la media
t desviacion estandar, letras diferentes indican diferencia significativa
estadisticamente (P < 0.05) por la prueba de Tukey. DE: Dieta estandar.
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Figure 33. A) Viscosidad y B) capacidad de retencién de agua de la digesta del
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estdmago y del intestino delgado de ratas alimentadas con DE, DE+sin tratamiento,
DE+100% H20 5 min y DE+20% EtOH durante 5 min. DE: Dieta estar dar. Los
valores se expresaron como la media + SD, valores con diferente letras en las barras
indican diferencia significativa estadisticamente (P < 0.05) por la prueba de Tukey.

7.11.2. Biodisponibilidad de polifenoles

Se identificaron 44 polifenoles en la orina, especificamente 18 acidos cinamicos y
sus derivados, 6 acidos benzoicos y sus derivados, 12 flavonoides y derivados, 1

acido fenilacético, 1 acido fenilpropidnico, 1 lignina y 5 valerolactonas (Cuadro 10).

En la orina de ratas alimentadas con la dieta estandar solo se encontraron 9
metabolitos, los cuales incrementaron con todos los tratamientos. El subproducto
sin tratamiento incrementd principalmente la excrecidon de acido sulfa-3,4-
dihidroxifenilacético y acido p-cumarico comparado con las ratas alimentadas con
la dieta estandar. Ademas, se identificaron 5 metabolitos (acido caféico, isovanilico,
feruloil hexixosida, rutina y 3,4-dihidrovalerolactona) en la orina en estas ratas que
no fueron identificados en las ratas alimentadas con la dieta estandar. Estos
resultados sugieren que estos ultimos metabolitos son derivados de polifenoles del
subproducto de durazno. El acido caféico y la rutina fueron los mayoritarios

identificados en el subproducto de durazno.

El subproducto tratado con 100% H20 for 5 min incrementé la excrecion de mas
metabolitos identificados en las ratas alimentas con el subproducto de durazno

(0.11-10.74 veces); mientras que las ratas que se alimentaron con 20% EtOH sdlo
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aumento la excrecidén de los acidos p-cumarico, isovanilico, 3.4-dihidroxibenzoico

sulfatado y 3-hidroxiphenilpropionico (0.11-1.25 veces).

Se identificaron una gran cantidad de metabolitos en ratas alimentadas con los
subproductos tratados. El acido 3,4-dicafeoilquinico fue excretado sélo en ratas
suplementadas con los dos subproductos tratados, sugiriendo una buena
biodisponibilidad de estos compuestos después de los tratamientos con

agua/etanol.

En las ratas suplementadas con subproducto tratado con 100% H20, se identificaron
veintinueve metabolitos. Este tratamiento aumenté la porosidad de la FD, lo cual
pudo haber mejorado la biodisponibilidad de los polifenoles no extraibles que estan
ligados a la matriz de la FD, los cuales pueden absorberse intactos en el colon, o
pueden ser metabolizados por la microbiota coldnica y estos metabolitos pueden

ser absorbidos completamente (Saura-Calixto, 2011).

Los acidos cafeoilquinicos fueron los polifenoles mayoritarios identificados en el
subproducto de durazno sin tratamiento, los cuales se han identificado intactos en
orina, asi como los hidroxicinamatos conjugados y no conjugados (Farah et al.,

2008).

Las ratas suplementadas con el subproducto tratado con los dos tratamientos
mostraron una alta excrecion de acido 4-cafeoilquinico; en las ratas suplementadas
con el subproducto tratado con 100% H20, se observé una ligera mayor excrecion.
Ademas, el acido 3,4-di-O-cafeoilquinico fue excretado solamente en las ratas

suplementadas con los subproductos tratados con ambos tratamientos, siendo
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mayor la excrecion en los animales alimentados con el subproducto tratado con
100% H20; mientras que, el acido cafeoilquinico fue excretado soélo en ratas
suplementadas con subproducto tratado con 100% H20. Interesantemente, los
acidos 1,5- y 4,5- di-O-cafeoilquinicos fueron identificados en el subproducto sin
tratamiento y el subproducto tratado pero no como metabolito en orina.
Contrariamente, el acido 1,5-di-O-cafeoilquinico se ha identificado en orina después

de 12 h de su administracién oral (Yang et al., 2005).

El acido 5-O-cafeoilquinico tiene una muy buena absorcién y un lento metabolismo
por el higado y tejido adiposo, que el 4-O-cafeoilquinico (Monteiro et al., 2007). El
subproducto sin tratamiento y el tratado con ambos solventes mostraron un alto
contenido de acido 4- y 5-O-cafeoilquinico; sin embargo, soélo las ratas
suplementadas con el subproducto tratado mostraron excrecion de ambos acidos
cafeoilquinicos en la orina, sugiriendo, que la modificacién de la matriz de la FD con

los tratamientos con agua/etanol afectaron su biodisponibilidad.

Los acidos cafeoilquinicos son hidrolizados en acidos quinico y caféico, y este ultimo
podria ser hidrogenado completamente en acido dihidrocaféico. El acido quinico es
metabolizado completamente en acido galico, el cual es convertido en acido p-
hidrocaféico o acido siringico, y este ultimo es metabolizado en acido vanilico. Los
acidos caféico y dihidrocaféico son metabolizados completamente en acido p-
cumarico, ferulico, y sinaptico (Kristesen y Jesen, 2011). En este estudio, sélo se
identificaron tres metabolitos de esta ruta metabdlica; acido caféico, p-cumarico y

galico, los cuales se encontraron en grandes cantidades en las ratas suplementadas
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con el subproducto tratado con 100% H20. Esos metabolitos son posiblemente

formados en el lumen intestinal, mucosa o higado (Kern et al., 2003).

Por otra parte, rutina (quercetina 3-O-rutinoside) fue el flavonoide mayoritario
identificado en el subproducto sin tratamiento y en el tratado. La quercetina y sus
derivados son absorbidos principalmente en el estbmago y en la parte superior del
duodeno, por eso se observa su rapida deteccion en el plasma. Sin embargo, la
rutina es absorbida desde la parte distal del intestino delgado y colon (Erlund, 2004).
Interesantemente, tanto la quercetina como la rutina se han identificado en plasma
después del consumo de la rutina (Erlund, 2004), asi como la quercetina aglicona y
sus conjugados de acido glucurénico y grupos sulfatos (Crespa et al., 1999). En este
estudio, soélo la quercetina glucuronidada se identificé en ratas alimentadas con una
dieta suplementadas con el subproducto tratado con 100% H20. La ausencia de
otros metabolitos derivados de rutina podrian estar relacionados con su alta

excrecion en la bilis (Rice-Evans et al., 2000).

Respecto a la hesperidina, se ha reportado que esta flavanona tiene
biodisponibilidad limitada y debe estar desglicosilada para su absorcion. La
herperidina es metabolizada a hespetina por la microbiota colonica y es absorbida
por difusion pasiva y activa. En este estudio la neohesperidina se identificé como el
segundo flavonoide mayoritario del subproducto sin tratamiento y tratado,
obteniendo la mejor cantidad en el subproducto tratado con 20% EtOH.
Interesantemente, hesperidina se identifico solamente en la orina de las ratas

suplementadas con el subproducto tratado con 100% H20, sugiriendo un
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mejoramiento de la biodisponibilidad de neohesperidina por la modificacién de la

porosidad de la matriz de la FD.

Por otra parte, se identificaron varios metabolitos derivados de flavonoles y
flavanoles. Flavonoles como rutina, asi como flavanoles pueden ser metabolizados
por la microbiota colénica, formando derivados del acido fenilacético, vy
fenilpropidnico en una dieta de flavonoides (Hollman y Katan, 1999). En este estudio
se identificaron los acidos 3-hidroxifenilpropionico y 3,4-dihidroxyfenilacético
sulfatado en todos los grupos de animales, encontrando mayor cantidad en ratas

suplementadas con subproducto tratado con 100% H20.

Se identificaron varios metabolitos derivados del metabolismo de catequinas por la
microbiota coldnica (Unno et al., 2003; Choy y Waterhouse, 2014), sélo en la orina
de ratas suplementadas con el subproducto tratado con 100% H20, tales como
valerolactonas, asi como el acido metil-hipurico, 3,4-dihidroxibenzoico sulfatado y
epigalocatequina galato metil-glucuronido-sulfatado y galocatequina galato.
Interesantemente, un bajo contenido de catequina, epicatequina, galocatequina y
epicatequina galato se encontraron en subproducto sin tratamiento y tratado. Estos
resultados sugieren un incremento de la biodisponibilidad de flavanoles con el

tratamiento con agua en el subproducto.
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Cuadro 10. Identificacion de metabolitos de polifenoles en la orina de ratas alimentadas con una dieta estandar y dieta

estandar suplementada con subproducto de durazno obtenido con 100% H20 o 20% EtOH por 5 min.

Metabolitos Formula TR (min) Observada Dieta Dieta Standard dieta Standard dieta
Molecular m/z estandar estandar + subproducto + subproducto
+ tratado con tratado con 20%
subproducto 100% H.O EtOH
sin
tratamiento
Acidos cinamicos
Acido dihidroferulico C10H1204 0.6733 194.9914 ND ND 422 + 21 ND
Acido caféico 3-O-glucuronido CisH16010 2.5189 55.0669 ND ND 220 £ 48 ND
Acido 4-cafeoilquinico Ci16H1809 2.5430 353.0883 ND 58 + 18a 180 £ 94a 131 £ 26a
Acido caféico 4-O-glucuronido CisH16010 3.1480 355.0675 ND ND 464 + 156 ND
Feruloil C1-glucuronido C16H18010 3.4172 355.0675 ND ND 252 + 38 ND
Acido céafeico CoHsO4 3.5024 179.0355 49 + 12c 72 + 14bc 196 + 27a 114 + 16b
Cafeoil C1l-glucuronido CisH16010 3.7863 355.0675 87 £ 13b 124 + 20b 337 £ 63a 143 £ 41b
Acido p-cumarico CoHsgOs3 3.9281 163.0403 1027 +297c 2431 +315¢c 11296 + 712a 5383 + 929b
Acido ferulico 4-O-glucuronido Ci6H158010 4.3680 269.0824 ND ND 129 + 38 ND
Acido cumaérico sulfatado CoH70s 4.5427 242.9944 ND ND 20255 £ 1129 ND
Acido trans-cinamico CoHsO2 4.6800 147.0457 ND ND 252 + 81 ND
Acido caféico 4-sulfato CoHsO7S 4.8902 355.0678 ND ND 1097 + 156 ND
Acido 5-caféoilquinico Ci16H1809 49177 353.0876 ND ND 1161 + 158 ND
Acido 3,4-dicafeoilquinico Ca25H24012 5.1511 515.1235 ND ND 359 + 87a 101 +28b
Acido caféico 3-sulfato CoHsO7S 5.2197 258.9919 ND ND 4429 + 2957 ND
Acido fertéarico C14H1409 5.3984 325.0941 ND ND 352 +20 ND
Acido trans-caftarico C13H1209 5.6607 310.9942 ND ND 229+ 19 ND
Feruloil hexosido Ci16H2009 6.3162 354.9894 ND 58 + 23b 27670 + 4026a 75+7b
Acidos benzoicos
Acido Vanilico CoH1004 2.4881 181.0512 ND 87 +10b ND 122 + 10a
Acido salicilico C7HeO3 2.6335 137.0248 224 £ 97b 809 * 24a 1011 + 127a 898 + 86a
Acido elagico pentosido C19H14012 4.9125 432.9915 ND ND 33329 ND
Acido gélico C7HeOs 5.8776 169.0157 280 + 126b 511 +42b 1404 + 380a 302 + 380b
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Acido dihidroxibenzoico 3,4- C7He04S 6.3070 232.9948 300 £ 23b 1064 + 131b 10652 + 1358a 1646 + 169b
sulfatado

Acido elagico acetil pentosido C21H16013 8.8736 474.9909 ND ND 385 £ 64 ND
Flavanoles

EC-sulfatado glucuronido C22H25014S 5.2594 543.9882 ND ND 649 £ 154 ND
(epi)cat-etil-(epi)cat 6.4615 605.0928 ND ND 219 £ 58 ND

EGC Metil-glucuronido-sulfatado  CzH15018S 7.8430 574.9952 ND ND 179+ 14 ND

GC Metil-glucuronido-sulfatado C27H11013S 13.4630 574.9921 ND ND 122 + 4 ND
Flavonoles

Kamferol 7-O-hexosido C21H10011 3.6243 446.9934 ND ND 364467 + 82574 ND
Miricetina glucuronido C21H18014 4.8709 494.1962 ND ND 186 £ 29 ND
Quercetina hexosido C21H19012 5.9812 462.9926 ND ND 456 + 45 ND
Quercetina glucuronido C21H15013 8.2114 477.0681 ND ND 384 £ 19 ND
Rutina C27H30016 3.8451 609.1472 ND 202 +13b 2372 + 186a 401 + 125b
Flavononoles

Astilbina C21H22011 1.2900 449.0889 ND ND 748 + 114 ND
Flavanones

Acido hipurico CoHoNO3 5.5715 192.993 ND ND 118+ 14 ND
Hesperetina C16H1406 6.7739 301.2711 ND ND 990 + 105 ND
Acidos fenilaceticos

Acido dihidroxifenilacético 3,4- CsHsO+S 2.3157 246.9918 2830 +340b 6500 + 115b 11457 + 2096a 5486 + 1690b
sulfatado

Acidos fenilpropiénicos

Acido 3-hidroxifenilpropiénico CoH1003 4.3047 165.0561 225+ 113c 658 + 183c 2441 £+ 158a 1164 + 153b
Lignanos

Enterolactona Ci18H1804 6.0316 297.1137 128 + 10c 656 + 24a 732 £ 130a 418 £ 67b
Valerolactonas

3-Hidroxifenilmetil valerolactona Ci4H15012 4.6223 220.9943 ND ND 128 £ 13 ND
3,4-Dihidroxifenil valerolactona C11H1204 4.6948 207.0668 ND 32+4b 170 + 45b ND
3-Hidroximetilfenil valerolactona  CzoH2606 7.1742 396.9907 ND ND 205+ 31 ND
glucuronido

3,4-Dihidroxifenil valerolactona C17H20010 7.2342 382.9893 ND ND 106 £ 41 ND
glucuronido
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4-Hidroximetilfenil valerolactona CyH2606 8.0608 396.9909 ND ND 229+ 34
glucuronido

ND

Los valores (n=5) se expresaron como la media + desviacion estandar. Letras dieferentes en las lineas indican diferencia significativa
estadisticamente entre los diferentes grupos, analizados por la prueba de Tukey (a¢ = 0.05). EtOH: Etanol; ND: no detectado. EGC:
Epigalocatequina; GC: Galocatequina; EC: Epicatechina.
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8. Conclusiones

El tratamiento con 100% H20 por 5 min representa un proceso alternativo
sustentable y simple para concentrar FD, reduce carbohidratos simples y mejorar
las propiedades fisicoquimicas de la FD. Estos resultados demostraron el potencial

de este subproducto como un ingrediente funcional en tecnologia alimentaria.

Las mejoras del subproducto fueron asociados con los cambios en la morfologia de
este, asi como el aumento de la porosidad de la FD, promoviendo la liberacién de
polifenoles no extraibles unidos a la DF para su absorcién completa en el intestino
y una alta viscosidad en el intestino y por lo tanto, mayor peso de la digesta. Esto

demuestra una mayor biodisponibilidad de los polifenoles del subproducto tratado.

El subproducto de durazno sin tratamiento mostré6 mayor efecto hipoglucémico,
hipotrigliceridémico y mejord la esteatosis hepatica asociada a obesidad que el
subproducto tratado. Esto puede estar relacionado a la disminucion de la absorcién
de glucosa y grasa del subproducto sin tratamiento, asi como una menor
gluconeogénesis y lipogénesis, y una mayor B-oxidacion de acidos grasos. Esto a
pesar de las mejoras en las propiedades fisicoquimicas en el subproducto con el
tratamiento. Estos beneficios del subproducto sin tratamiento pueden estar
asociados a polifenoles no extraibles o a otro tipo de compuestos no determinados

en este estudio.

Debido al gran efecto del subproducto sin tratamiento, este podria usarse como un

suplemento para la obesidad y sus complicaciones.
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