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RESUMEN

Los subproductos agroindustriales citricos son una fuente alimenticia de fibra
dietética y antioxidantes, y pueden ser tratados con tecnologias emergentes para
mejorar sus propiedades funcionales. Con ultrasonido de alta intensidad, los
compuestos insolubles pueden ser parcialmente despolimerizados y solubilizados,
aumentando la biodisponibilidad de compuestos fendlicos libres, lo que podria
aumentar sus propiedades benéficas a la salud. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre el subproducto de naranja,
determinar su composicion fitoquimica y evaluar sus propiedades funcionales y
antidiabéticas. Se evalud el tratamiento del subproducto de naranja con ultrasonido,
variando el sistema de ultrasonido (bafio y sonda), asi como la frecuencia (28 y 40
KHz), potencia (158, 300 y 442 W), temperatura (20, 40y 60 °C) y tiempo (1, 3y 5
min) utilizando disefios factoriales 22 con puntos al centro. Se determinaron las
propiedades de hidratacion y el contenido de flavonoides totales. El ultrasonido tipo
bafio no mejoré ningln parametro evaluado y el tipo sonda a 300 W por 3 min
incrementd las propiedades de hidratacién del subproducto de naranja en un 46-
70%. ElI ultrasonido tipo sonda fue seleccionado para las siguientes
determinaciones. Comparado con el subproducto sin tratar, el subproducto de
naranja tratado con ultrasonido presentd mayor contenido de fibra dietaria total (+
13.5%), fibra soluble (x 42.5%) y capacidad de hinchamiento (x 27.4%). Sin
embargo, se disminuyo el contenido de fenoles extraibles y taninos condensados.
Finalmente, se realizd un estudio in vivo con ratas macho Wistar para evaluar las
propiedades antidiabéticas del subproducto. La suplementacion de la dieta alta en
grasa con el subproducto de naranja (8% de fibra) no mejoré los niveles de glucosa,
ni protegio las células B-pancreaticas; mientras que, el dafio renal de las ratas fue
incrementado. La suplementacion de la dieta alta en grasa con el subproducto de
naranja tratado con ultrasonido (8% de fibra) no presentd beneficios, a pesar del
aumento de sus propiedades funcionales. El subproducto de naranja sin tratar y
tratado con ultrasonido en las condiciones seleccionadas no es una alternativa
viable para combatir un estado de enfermedad como la diabetes.

Palabras clave: Subproducto de naranja, ultrasonido, diabetes mellitus, fibra.



ABSTRACT

Agroindustrial citrus by-products are an important source of dietary fiber and
antioxidants, which can be treated with emerging technologies to improve their
functional properties. One of these technologies is high intensity ultrasound, where
the insoluble compounds can be partially depolymerized and solubilized, increasing
the bioavailability of free phenolic compounds, and their beneficial properties to
health. The purpose of this study was to evaluate the effect of the ultrasound
application in orange by-product, to determine its phytochemical composition and
evaluate its functional and antidiabetic properties. The ultrasound treatment at the
orange byproduct was evaluated varying the ultrasound system (bath and probe),
frequency (28 and 40 KHz), power (158, 300 and 442 W), temperature (20, 40 and
60 ° C) and time (1, 3 and 5 min) using factorial designs 22 with points at center. The
hydration properties and the total flavonoid content were determined. Ultrasonic bath
did not improve any parameters evaluated. However, ultrasound probe at 300 W for
3 min increased hydratation properties up to 46-70%, so this treatment was choose
for the following determinations. Compared with the untreated by-product, the
ultrasound-modified orange by-product had a higher content of total dietary fiber (=
13.5%), soluble fiber (x 42.5%) and swelling capacity (x 27.4%). However, the
content of extractable phenols and condensed tannins was decreased. Finally, an in
vivo study was performed with male Wistar rats to evaluate the antidiabetic
properties of the by-product. High-fat diet with supplementation of orange by-product
(8% fiber) did not improve glucose levels, nor did it protect pancreatic B-cells;
whereas, the renal damage of the rats was increased. High-fat diet with the
ultrasound-modified orange by-product supplementation (8% fiber) showed no
benefits, despite the increase in its functional properties. The untreated orange
byproduct and ultrasound-modified orange by-product under the selected conditions
are not a viable alternative to treat a disease state like diabetes.

Keywords: Orange byproduct, ultrasound, diabetes mellitus, fiber.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad créonica que afecta al 12% de la
poblacion en México. La diabetes no controlada dafia gravemente a muchos
organos, nervios y vasos sanguineos (INEGI, 2013; IDF, 2014; OMS, 2016).

En este sindrome, ademas de la hiperglucemia, existe una disminucion de los
sistemas antioxidantes enddgenos, y un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno. Esto Ultimo esta relacionado con el
desarrollo, la progresion y las complicaciones de la diabetes (Johansen et al.,
2005; Ramos et al., 2006; Chang y Chuang, 2010).

Una dieta rica en antioxidantes y fibra puede ser un tratamiento complementario,
de facil acceso y de bajo costo, que ayude a la prevencion y control de esta
enfermedad y sus complicaciones (Maritim et al., 2003; Rahimi et al., 2005;
Serrano et al., 2009).

La fibra dietaria soluble reduce la glucosa postprandial, incrementa la saciedad,
disminuye la hidrdlisis del almidén y la absorcion del colesterol. La fibra dietética
insoluble incrementa la sensacion de saciedad y es un regulador intestinal
(Slavin et al., 2013). Ambos tipos de fibra se han asociado con un aumento de

la sensibilidad periférica a la insulina (Silva et al., 2013).

Los posibles mecanismos de los antioxidantes en la diabetes se relacionan con
una estimulacién de la secrecion de insulina en el pancreas y un aumento de la
captacion de glucosa en los tejidos blanco de la hormona (Reyes et al., 2011);
ademas disminuyen el estrés oxidativo en el organismo del paciente diabético
(Rodriguez-Per6n et al., 2001).

De manera natural estos dos componentes bioactivos se encuentran en
cantidades importantes en los subproductos de frutas, los cuales llegan a
representar del 35% al 65% de la produccion total, y estos compuestos
bioactivos pueden ser aprovechados para su uso como aditivos en alimentos

nutracéuticos (Larrauri et al., 1996; Saura-Calixto et al., 2011).



Los citricos se consumen principalmente como productos frescos y jugo, por lo
que siempre se desecha la cédscara, la cual presenta cantidades considerables
de fibra dietaria, vitaminas A, C y del complejo B, minerales como el calcio,
selenio, manganeso, zinc, entre otros, con mayor contenido comparado con la
pulpa. Los polifenoles totales y flavonoides en las cascaras de naranjas son
significativamente mas altos que en la pulpa (Gorinstein et al., 2001; Manthey y
Grohman, 2001; Ramful et al., 2010a, 2010b, 2011).

La aplicacion de ultrasonido de alta intensidad es una alternativa para potenciar
los compuestos benéficos que se encuentran en la naranja, ya que ofrece un
potencial importante para la conversién de materias primas de biomasa, como
los carbohidratos poliméricos, a moléculas asimilables de menor peso (Kardos y
Luche, 2001).

Es por todo lo anterior que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
aplicacion de ultrasonido sobre el subproducto agroindustrial de naranja y
determinar su composicion fitoquimica, asi como sus propiedades funcionales y

antidiabéticas.



2. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes

La diabetes constituye un grupo heterogéneo de trastornos metabdlicos de caracter
cronico, caracterizados por una condicion de hiperglucemia constante, es decir, una
concentracion elevada de glucosa en sangre (=126 mg/dL 6 7.0 mmol/L) (Al et al.,
2004). Esta enfermedad se presenta cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. La

insulina es una hormona que regula el azicar en la sangre (OMS, 2016).

Con el tiempo, la hiperglucemia dafia gravemente diversos 6érganos y sistemas,
especialmente los nervios y los vasos sanguineos; ademas coexisten alteraciones

en el metabolismo de las grasas y de las proteinas (Rojas et al., 2012; OMS, 2016).
2.1.1. Clasificacion etioldgica de la diabetes y principales causas

2.1.1.1. Diabetestipo 1l
El principal factor es el genético y es causado por la destruccién de células (-
pancreaticas por un proceso del tipo inmunitario. Se caracteriza por una produccion
deficiente de insulina y requiere la administracion diaria de esta hormona.
Representa entre el 5y 10% de los casos del sindrome diabético (LeRoit et al.,
2003; OMS, 2016).

2.1.1.2. Diabetes tipo 2
Producida por una deficiencia de insulina o la resistencia a la insulina. Es decir, las
células B-pancreaticas no producen suficiente insulina y la insulina no se reconoce
de manera eficaz en el higado, tejido adiposo y/o muscular. Esta clase de diabetes
es la mas frecuente en la poblacién adulta, corresponde entre el 90 y 95% de los
casos de sindrome diabético y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo
y a la inactividad fisica (LeRoit et al., 2003; OMS, 2016).

2.1.2. Principales alteraciones metabdlicas

La falta de insulina produce una disminucién del transporte de glucosa al masculo y

al tejido adiposo. Por otro lado, la disminucion de insulina en el higado, asi como el
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relativo exceso de glucagon, producen un aumento en la degradacién del glucogeno
y activacion de la gluconeogénesis. Debido a la falta de accién de la insulina, no se
regula la enzima fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK); esto en conjunto
contribuye al estado de hiperglucemia (Hanhineva et al., 2010). La escasez de
glucosa en las células como fuente de energia da como consecuencia la necesidad
de utilizar las grasas y degradar las proteinas, principalmente musculares, para la
obtencion de aminoécidos. La degradacion proteica aumenta la produccion de urea
y un balance negativo de nitrogeno y la lipolisis también se favorece por la falta de
glucosa en el adipocito, ademas, el aumento relativo de glucagon produce la salida
de &cidos grasos, parte de los cuales se utilizan como combustible y/o se
transforman a cuerpos cetdnicos en el higado (Fernandez, 1996).

Por otro lado, no todos los acidos grasos (AG) que llegan al higado pueden oxidarse.
Este exceso de AG se convierte en triacilglicerol (TAG), que se empaqueta en las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Los quilomicrones son sintetizados
después de una comida a partir de los lipidos alimentarios por las células de la
mucosa intestinal. Como la degradacion de las lipoproteinas catalizada por la
lipoprotein lipasa en los lechos capilares del tejido adiposo es baja en las personas
con diabetes, los niveles plasmaticos de quilomicrones y VLDL son elevados, lo que

provoca una hipertrigliceridemia (Ferrier, 2014).
2.1.3. Complicaciones de la diabetes

Las complicaciones pueden ser microvasculares (lesiones de los vasos sanguineos
pequefios) y macrovasculares (lesiones de vasos sanguineos mas grandes). Las
complicaciones microvasculares son lesiones oculares (retinopatia) y lesiones
renales (nefropatia). Las complicaciones macrovasculares son las enfermedades
cardiovasculares, como los ataques cardiacos, los accidentes cerebrovasculares y

la insuficiencia circulatoria en los miembros inferiores (OMS, 2016).
2.1.4. Tratamiento de la diabetes

Las estrategias de tratamiento se dividen en no farmacolégicas, como la dieta y el

ejercicio, y las farmacologicas, que se dividen en medicamentos orales e insulina



(Santa Cruz y Castillo, 2002). La obtencion de un buen control metabdlico puede
retrasar o evitar la aparicion de complicaciones micro y macrovasculares (Holman
et al., 2008).

Por otra parte, existen estrategias de bajo costo y facil acceso a la poblacion, como
una alternativa de este tipo de estrategias estan las terapias ricas en antioxidantes
y en fibra, que de manera sinérgica ayudan a prevenir y disminuir el deterioro
funcional organico originado por el estrés oxidativo comldn en las personas
diabéticas (Rahimi et al., 2005; Serrano et al., 2009; Hanhineva et al., 2010; Saura,
2012).

2.2. Fibradietética

La fibra dietética es definida por la Comision del Codex Alimentario como polimeros
de carbohidratos con diez o0 mas unidades monoméricas que no son digeribles en
el intestino delgado de los seres humanos. Se dividen en las siguientes categorias:
(1) polimeros de carbohidratos comestibles de origen natural en los alimentos tal
como se consumen; (2) polimeros de carbohidratos, que se obtiene de materia
prima alimentaria por medios fisicos, enzimaticos o quimicos; (3) polimeros de

carbohidratos sintéticos (Jones, 2014).

Saura-Calixto (2011) recomienda que la definicion de fibra se podria extender a
otros constituyentes no digeribles (carbohidratos y no carbohidratos) como almidén
resistente, oligosacaridos, compuestos polifendélicos, proteinas indigeribles de la

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

La fibra dietética también puede clasificarse de acuerdo a su solubilidad en agua
como solubles e insolubles. La fibra soluble incluye el almidon resistente, pectinas,
gomas, mucilagos, algunas hemicelulosas y polisacaridos no amilaceos de reserva
de la planta. Son compuestos muy hidratables que forman geles en el tracto
digestivo; por lo que sus efectos fisiologicos son el retraso en el vaciamiento gastrico
0 el enlentecimiento y disminucion de la absorcion de ciertos nutrientes en el
intestino delgado (colesterol, azucar, vitaminas y minerales). Al llegar al colon,

sufren un proceso de fermentacién por las bacterias alli presentes, produciéndose



acidos grasos de cadena corta (acido acético, acido propionico, acido butirico)
(Aranceta, 2007). Esta fibra se encuentra en altas concentraciones en frutas, algas
marinas, avena, ciruelas, zanahoria, citricos, judias secas y otras legumbres (Lajolo
et al., 2001; Escudero y Gonzalez, 2006).

La fibra insoluble incluye la celulosa, algunas hemicelulosas y lignina. Es poco
fermentable por las bacterias col6nicas. Presenta un importante papel en la
formacion y el transito intestinal del bolo fecal, aumentando el volumen del mismo y
disminuyendo su tiempo de transito (Aranceta, 2007). Alimentos ricos en fibra
insoluble son: la harina de trigo, el salvado, guisantes, repollo, vegetales de raiz,
cereales y frutas maduras (Escudero y Gonzalez, 2006). Sin embargo, se sabe que
algunas fibras insolubles son rapidamente fermentadas y ciertas fibras solubles no
afectan a la absorcion de glucosa. Por lo tanto, la fibra se clasifica en funcion de su
comportamiento en contacto con el agua (fibra soluble e insoluble) y de su
fermentabilidad (fibras no fermentables, fibras parcialmente fermentables, fibras
fermentables). También, podemos dividir la fibra segun su estructura en
carbohidratos de cadena larga o de cadena corta (Eswaran et al., 2013). Dentro de
las fibras solubles, podemos clasificarlas en viscosas (psyllium, betaglucanos, goma
guar, salvado de avena) y no viscosas (inulina, maltodextrina, goma guar
parcialmente hidrolizada) (Chutkan et al., 2012) (Cuadro 1).

Las diferentes fuentes de fibras van a tener un perfil de fermentacion variable y los
acidos grasos de cadena corta (AGCC) generados tienen diversos efectos positivos
en el organismo: aumentan la absorcién de calcio y otros minerales; disminuyen el
pH del colon, con lo cual inhiben el crecimiento de patdgenos y a su vez promueven
el crecimiento de bacterias benéficas, tales como bifidobacterias y lactobacilos;
disminuyen los niveles de glucosa, acidos grasos libres y colesterol

(Papathanasopoulos y Camilleri, 2010; Conterno et al., 2011).

Hay una tendencia a buscar nuevas fuentes de fibra dietética que se pueden utilizar

como ingredientes en la industria de la alimentacion (Rodriguez et al., 2006;

Redondo-Cuenca et al., 2008). Los productos de fibra dietética mas consumidos

son los derivados de los cereales. Sin embargo, durante la ultima década se han
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introducido materiales con alto contenido de fibra dietética de frutas (citricos,
manzana, entre otros) de forma continua en los mercados del mundo occidental. En
general, los concentrados de fibra dietética de frutas tienen una mejor calidad
nutricional que los encontrados en los cereales, debido a su composicibn mas
equilibrada y a sus contenidos significativos de compuestos bioactivos asociados
(vitaminas, tocoferoles, polifenoles, fitoesteroles, flavonoides, carotenoides, entre

otros) (Vergara-Valencia et al., 2007; Fernandez-Lopez et al., 2009).

Cuadro 1. Clasificacion de la fibra

a) Carbohidratos de cadena corta: solubles y altamente fermentables.
-fructooligosacaridos; galactooligosacaridos: rafinosa, esteaquiosa.
Fuentes: legumbres, nueces, semillas, trigo, centeno, ajo, alcachofa.

b) Carbohidratos de cadena larga:
b1) fibra soluble y altamente fermentable:
-almiddn resistente; goma guar, goma de carauba o de algarrobo, goma
arabiga, goma tragacanto; glucomanano; pectina; inulina; dextrina de trigo
Fuentes: legumbres, centeno, cebada, bananas, trigo, sarraceno, mijo,
avena, patata, arroz, pasta cocida y enfriada.
b2) Fibra soluble y medianamente fermentable:
-psyllium/ispagula (Plantago ovata); avena (betaglucano)
Fuentes: semillas de la planta Plantago ovata y avena.
b3) fibrainsoluble y escasamente fermentable:
-salvado de trigo; lignina
Fuentes: muchos vegetales y frutas, salvado de trigo, centeno, arroz
integral, pasta integra, quinoa, semillas de lino.
b4) fibra insoluble y no fermentable:
-celulosa; metilcelulosa; goma esterculea
Fuentes: granos y cereales, nueces, semillas. Piel de frutas y vegetales.

Chutkan et al., 2012.



2.3. Citricos

El género Citrus, cuyo término comun es citrico, designa las especies de grandes
arbustos o arbolillos perennes (entre 5-15 m), cuyos frutos de la familia Rutaceae
poseen un alto contenido en vitamina C y &cido citrico, el cual les proporciona ese
sabor acido tan caracteristico. Este género incluye las frutas mas ampliamente
comercializadas, como el limon, la naranja, la lima, el pomelo y la mandarina, con
diversas variedades que dependen de la region en la que se cultive (Sandoval
Rincén, 2011).

Los 5 principales productores de citricos a nivel mundial en el 2014 fueron: China,
Brasil, India, Estados Unidos de América y México (FAOSTAT, 2017). La produccion
de citricos en México en 2016 fue de 7°500,752 ton, cultivAndose en mayor

porcentaje naranja, limon y toronja (SIAP, 2017).

Los citricos proporcionan vitaminas, minerales, fibras dietéticas y pectinas; también
contienen fitoquimicos activos incluyendo fitofendlicos (por ejemplo, flavanonas,
flavonas, flavonoles, acidos fendlicos) que son ampliamente sugeridos para
proteger la salud por sus propiedades biolégicas, que incluyen actividad
antiaterogénica, antiinflamatoria, antitumoral, antimicrobiana y antioxidante
(Middleton y Kandaswami, 1994; Montanari et al., 1998; Samman et al., 1998;
Gorinstein et al., 2001). Por lo cual, el consumo tradicional de los citricos tienen
efectos en la prevencion de enfermedades como la obesidad, diabetes,
enfermedades cardiovasculares, trastornos neurodegenerativos y ciertos tipos de
cancer y en la reduccion de los niveles de lipidos en sangre (Miyake et al., 2006;
Benavente-Garcia y Castillo, 2008; Yoshida et al., 2010; Aruoma et al., 2012; Hwang
et al., 2012; Mulero et al., 2012).

2.4. Subproductos agroindustriales

Durante algunos procesos agroindustriales se generan subproductos o residuos y
si ellos no son reciclados o procesados apropiadamente, se generan diversos
problemas ambientales. Algunos subproductos son quemados o vertidos en rellenos

sanitarios produciendo una gran liberacion de diéxido de carbono y contaminacion



de cursos de aguas. Su eliminacion supone un problema de gestion para las
empresas productoras. Sin embargo, estos materiales son fuentes que pueden
llegar a ser atractivas por su contenido en compuestos quimicos (como azucares,
pigmentos, fibra alimentaria, proteina, polifenoles, lignina, entre otros) y pueden ser
potencialmente utiles cuando se les transforma mediante tratamientos fisicos,
guimicos o microbiolégicos en productos de elevado valor agregado (Yepes et al.,
2008).

Dentro de las materias primas de la industria alimentaria, las frutas y vegetales se
caracterizan por ser las que mayores residuos generan. Durante las Ultimas
décadas ha aumentado la industrializacion de subproductos de citricos: pulpa para
mejorar el aroma y el sabor de zumos reconstituidos, cortezas de citricos como
ingredientes de piensos para alimentacién animal, aceites esenciales del flavedo,
empleados para aromatizar, terpenos que tienen numerosas aplicaciones en la
industria quimica, pectinas empleando como materia prima y carotenoides como
pigmentos naturales para la mejora de la coloracién de los jugos simples y
concentrados, bebidas refrescantes, caramelos duros, helados o yogur (Yepes et
al., 2008).

Particularmente, es de gran interés la industria de jugos, ya que en el procesamiento
de frutas para este fin se generan de manera importante residuos, que van del 35
al 60%, con un bajo contenido en azucares y alto contenido en fibra, vitaminas y
antioxidantes, los cuales no han sido explotados en nuestro pais para fines

nutracéuticos (Larrauri et al., 1996; Ajila et al., 2007).

Los citricos se consumen principalmente como productos frescos y jugo (Cuadro
2), por lo que a menudo se desecha la cascara. Esto representa una enorme pérdida
ya que se ha reportado que las cascaras de citricos poseen las mayores cantidades
de flavonoides en comparacion con otras partes de la fruta (Manthey y Grohman,
2001).



Cuadro 2. Uso de citricos en México

Fruto Para procesar | Consumo en fresco Exportacién
Limén/lima 15.95% 61.01% 23.04%
Naranja 30.06% 68.90% 1.04%
Toronja 19.67% 77.01% 3.32%

(USDA, 2016)

De acuerdo a la base de datos nacional de nutrientes del departamento de
agricultura de los Estados Unidos (USDA), la cascara de los citricos contiene
cantidades considerables de vitamina A, vitaminas del complejo B, vitamina C (acido
ascorbico), minerales como el calcio, selenio, manganeso, zinc, entre otros, con un
contenido mayor que su pulpa. Los polifenoles totales en las cascaras de los
limones, naranjas y pomelos son significativamente mas altos que en las frutas
peladas (Gorinstein et al., 2001; Ramful et al., 2010a, 2010b, 2011).

Hasta la fecha, las cascaras de citricos son empleadas principalmente para la
extraccion de pectinas, aceite esencial, compuestos bioactivos y fibra funcional;
para produccién de bioetanol y como alimento para animales (Bampidis y Robinson,
2006; Marin et al., 2007; Bousbia et al., 2009; Boluda-Aguilar et al., 2010; De Moraes
et al., 2012; Khan et al.,2015).

2.4.1. Naranja (Citrus sinensis)

La naranja es una de las fuentes mas abundantes de vitamina C entre las frutas y
verduras; también es una buena fuente de carotenoides, flavonoides, aceites
esenciales, azucar, fibra y algunos minerales (Niu et al., 2008). El 85% de las
naranjas se consumen generalmente en forma de jugo de naranja recién exprimido,
jugo concentrado o pasteurizado. Esto genera toneladas de subproducto después
de la produccién. Por lo general, este subproducto se destina para alimentos para

animales o se elimina, lo cual es un costo para el productor (Topuz et al., 2005).

Chau y Huang (2003) reportaron el contenido de fibra dietética de la cascara de
naranja (cultivar 'Liucheng’) y encontraron que la cascara contiene 57% de fibra
dietética total en peso seco; de éste 47.6% fue la fraccion insoluble y 9.4% fue la

fraccidon soluble. Se determiné también que los polisacaridos pécticos y celulosa

10



fueron los principales constituyentes de la fibra. Figuerola et al., (2005) reportaron
valores de 54% de fibra dietética en peso seco en la cascara de naranja (cultivar
‘Valencia'), y Grigelmo-Miguel y Martin-Belloso (1999) reportaron valores de 38%
en peso seco. Ambos autores determinaron que la fraccion principal de fibra

dietética en naranja es la fraccion insoluble.

Las naranjas contienen una gran variedad de fitoquimicos tales como flavanonas,
en particular hesperidina que representa el 50% del total de compuestos fendlicos,
flavonas tales como neodiosmina y acido hidroxicinamico tales como el acido
fertlico (Fernandez-Lopez et al.,, 2009). Roussos (2011) identificé hesperidina
(236.4 mg/L) como el principal flavonoide que se encuentra en naranja seguido de
narirutina (71.4 mg/L) y solo cantidades traza de B-caroteno (0.43 mg/L) en las
naranjas. Varios estudios realizados con extractos de la cascara de naranja han
demostrado que tiene actividad antidiabética, antihipercolesterolémica vy
antiperoxidativa (Cuadro 3) (Parmar y Kar, 2007; Ahmad et al., 2013; Parkar y
Addepalli, 2014; Muhtadi et al., 2015). Debido a sus caracteristicas, la cascara de
naranja puede ser considerada como un ingrediente viable para una amplia variedad
de productos (O'Shea et al., 2012).

Cuadro 3. Estudios in vitro e in vivo de la naranja y sus efectos en la salud

Material | Extracto Modelo Efecto
Semilla Acuoso In vitro 1 Actividad antiglicacién
Ratas macho Swiss Potencial antidiabético y
Acuoso . . o
diabéticos-Alloxan antiperoxidativo
Ratas diabéticas- | Glucosa en sangre
Cascara | Etanélico Estreptozotocina | Tiempo de cerrar heridas
Ratas Wistar Actividades antidiabética y
diabéticas-Alloxan antihipercolesterolémica
. Ratas diabéticas- Prevencion de la
Alcoholico : e
Estreptozotocina nefropatia diabética
Personas con riesgo 1 Funcion endotelial
Jugo . 2
cardiovascular | Inflamacion

(Parmar y Kar, 2007; Buscemi et al., 2012; Ahmad et al., 2013; Deve et al.,
2014; Parkar y Addepalli, 2014; Muhtadi et al., 2015).
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Con respecto a los flavonoides presentes en la naranja, se ha reportado un efecto
benéfico para apigenina, diosmina, hesperidina, naringenina, naringina, rutina y
tangeretina. La apigenina disminuye el nivel de glucosa en sangre, aumenta la
actividad de enzimas antioxidantes y la secrecion de insulina e inhibe citocinas
inflamatorias (Panda y Kar 2007; Cazarolli et al., 2009; Suh et al., 2012; Zhang et
al., 2014). La diosmina estimula la produccién de insulina por las células B existentes
del pancreas, disminuye el nivel de glucosa en sangre, la glicacion y la peroxidacion
lipidica, aumenta el peso corporal y enzimas antioxidantes (Vertommen et al., 1994;
Srinivasan y Pari 2012, 2013; Jain et al., 2014). Por su parte, la hesperidina
disminuye el nivel de glucosa en la sangre, peroxidacion lipidica y citocinas
inflamatorias, regula la glucdlisis, la gluconeogénesis, las reservas de glucégeno
hepatico y el metabolismo de los lipidos, aumenta enzimas antioxidantes y reduce
el estrés oxidativo y la apoptosis (Jung et al., 2004; Akiyama et al., 2009a, 2009b;
Mahmoud et al., 2012; Ashafaq et al., 2014; Agrawal et al., 2014). La naringenina
disminuye la hiperglucemia, estimula la secrecion de insulina, inhibe la actividad de
la a-glucosidasa intestinal; disminuye el colesterol y la sintesis de ésteres de
colesterol, mejora la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa, aumenta
enzimas antioxidantes y reduce el estrés oxidativo y citocinas inflamatorias (Mulvihill
et al., 2009; Rahigude et al., 2012; Yoshida et al., 2013; Bhattacharya et al., 2014;
Hasanein y Fazeli 2014; Priscilla et al., 2014). Por otro lado, La naringina disminuye
la glucemia, la trigliceridemia, la colesterolemia, la insulinemia y la resistencia a la
insulina, aumenta enzimas antioxidantes y reduce citoquinas inflamatorias (Jung et
al.,2006; Sharma et al., 2011; Pu et al., 2012). La rutina disminuye el nivel de
glucosa en sangre, aumenta la secrecion de insulina, inhibe citocinas inflamatorias,
mejora los perfiles de lipidos y antioxidantes, disminuye la peroxidacion lipidica y el
estrés oxidativo y protege las células 3 del pancreas (Kamalakkannan y Prince 2006;
Akondi et al., 2011, Niture et al., 2014; Ola et al., 2015). Por su parte, la tangeretina
tiene actividad antiinflamatoria, aumenta la excrecion de insulina y la produccién de

glucogeno (Kim et al., 2012; Sundaram et al., 2014).
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2.5. Tecnologias emergentes aplicadas a los alimentos

El desarrollo de las tecnologias emergentes en el procesamiento de alimentos
aborda las necesidades especificas de los consumidores hacia alimentos seguros,
saludables y minimamente procesados (Toepfl et al., 2006). Los objetivos
principales de estas tecnologias son reducir el tiempo de procesamiento, ahorrar
energia y mejorar la vida util y la calidad de los productos alimenticios (Chemat y
Khan, 2011). La alta presion hidrostatica (HHP), los campos eléctricos pulsados
(PEFs), el ultrasonido (US) y el plasma frio (CP) se utilizan para ejemplificar técnicas
de fabricacion de alimentos escalables y flexibles (Knorr et al., 2011).

La aplicacién de tecnologias emergentes puede reemplazar, mejorar o modificar
técnicas convencionales de produccién de alimentos, manteniendo o mejorando la

calidad y la inocuidad de los alimentos (Toepfl et al., 2006).
2.5.1. Ultrasonido

Durante los ultimos afos, el procesamiento asistido por ultrasonido ha atraido un
interés creciente en el campo de la ciencia y la tecnologia de los alimentos. Se han
notificado efectos positivos en diversas aplicaciones, como la asistencia a
tratamientos térmicos, la mejora de los procesos de transferencia de masa y la
conservacion de alimentos, asi como para la manipulacién y analisis de texturas
(Knorr et al., 2011).

El ultrasonido consta de ondas elasticas cuya frecuencia se transmite sobre el
umbral del oido humano (aproximadamente 20 kHz) (Mason et al., 2005). Se
pueden distinguir tres tipos de ondas: longitudinales, que se desplazan en el sentido
del ordenamiento de las particulas; ondas tipo esquileo, que se mueven de forma
perpendicular a tal ordenamiento; y las tipo Rayleigh, que viajan muy cercanas a la
superficie (Mulet et al., 2002). Cuando la energia sonora es transferida a un medio,
se forman ondas longitudinales que causan compresion y rarefaccién continuas de

materiales elasticos (Povey y Mason, 1998).

Desde el punto de vista industrial, el ultrasonido se puede dividir en dos grandes

grupos: Ultrasonido de alta intensidad (UAI) y el ultrasonido de baja intensidad
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(UBI). ElI UAI es usado para modificar procesos o productos, mientras que el UBI se

aplica para el diagnéstico (Condon et al., 2005).

Las frecuencias altas son mas facilmente atenuadas que las bajas, de ahi que el
UAI es aplicado a bajas frecuencias (20-100 kHz) para obtener “niveles de poder
altos” (10-1000 W/cm?), por lo que también se le conoce como ultrasonido de poder.
Por otro lado, el UBI, utiliza frecuencias mayores (250 kHz a 1 MHz o superiores)
para garantizar una adecuada resolucién, pero a “niveles de poder bajos”,

tipicamente menores a 1 W/cm? (Torley y Bhandari, 2007).

El ultrasonido es generado por una corriente eléctrica que se transforma mediante
transductores. Los equipos modernos ultrasénicos consisten en un generador
eléctrico y un transductor. El generador produce pulsos de energia de alto voltaje a
la frecuencia establecida en el transductor, siendo éste el componente mas
importante del sistema (Mason, 1998). El transductor es movido por la potencia
suministrada de un primer sistema a un segundo. El transductor genera el principio
piezoeléctrico para convertir la energia eléctrica en ultrasénica con una eficiencia
del 98% (Mason et al., 2005). Los dos equipos mas comunes a hivel laboratorio son
el bafo ultrasonico y las puntas ultrasonicas. Los sistemas mas poderosos de
ultrasonido son los que utilizan puntas soénicas, ya que introducen la vibracion

directamente en la muestra (Mason, 1998; Zenker et al., 2003).

Cuando el ultrasonido pasa a través de un medio liquido, la interaccion entre las
ondas ultrasénicas, el liquido y el gas disuelto conduce a un fenémeno conocido
como cavitacion acustica (AC), que consiste en que los nucleos de gas disuelto
oscilan bajo la influencia del campo acustico debido a la presion fluctuante alrededor
de ellos. Durante las oscilaciones, el gas disuelto y el vapor disolvente difunden
dentro y fuera de las burbujas oscilantes. Debido al proceso de difusién rectificada,
la cantidad de gas/vapor que se difunde en las burbujas durante la fase de
expansion es mayor que la cantidad que se difunde fuera de la burbuja durante la
fase de compresion de la oscilacion de la burbuja. Esto conduce al crecimiento de
las burbujas hacia un intervalo de tamafo de resonancia. Cuando las burbujas

alcanzan el rango de tamafio de resonancia, crecen hasta un tamafio maximo dentro
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de un ciclo acustico y violentamente se colapsan generando condiciones de
temperatura muy alta (2000-10000 K) dentro de las burbujas de colapso
(Ashokkumar y Mason, 2007; Chandrapala et al., 2012).

Ademas de generar reacciones quimicas, la cavitacion acustica también genera
violentas fuerzas fisicas que incluyen microjets, fuerzas de corte, ondas de choque
y turbulencia (Ashokkumar y Mason, 2007). En algunas aplicaciones, tanto las

fuerzas fisicas como las reacciones quimicas son utiles (Chandrapala et al., 2012).

Hay un gran namero de aplicaciones potenciales del ultrasonido de alta intensidad
en el procesamiento de alimentos como en la filtracion, la desgasificacion, la
desaireacion, la despolimerizacién, la coccion, la extrusion, el cortado, la
congelacion, la cristalizacién, la descongelacion, el secado, la esterilizacién, la
pasteurizacion, la emulsificacion, la homogeneizacion y como antiespumante
(Chemat y Khan, 2011).

2.5.1.1. Despolimerizacién
Una de las aplicaciones méas antiguas del ultrasonido es la degradacion de los
polimeros (Schmid y Rommel, 1939). El proceso de despolimerizacion se produce
a través de los efectos de la cavitacién y puede implicar dos posibles mecanismos:
degradacion mecanica del polimero por la burbuja de cavitacion colapsada y
degradacion quimica como resultado de la reaccién quimica entre el polimero y
moléculas de alta energia como radicales hidroxilo producidos por el fenébmeno de

cavitacion (Gronroos et al., 2004).

En la industria alimentaria, un é&rea activa es el uso de ultrasonido para
despolimerizar almidén (Zuo et al., 2009) La sonicacion proporciona generalmente
una ruta de despolimerizaciébn eficaz en términos de mejores velocidades,
rendimientos y quimio, regio y estereo selectividades y éstos se realizan
generalmente usando sondas de inmersion simples que funcionan a 20 kHz
(Jambrak et al., 2009). La aplicacion de ultrasonidos de baja potencia provocara
generalmente una reduccion temporal de la viscosidad de los liquidos poliméricos.
Sin embargo, altas potencias causaran despolimerizacion y resultaran en un cambio

permanente en su reologia. Tales cambios permanentes son de uso en la
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elaboracion de alimentos (Seshadri et al., 2003; lida et al., 2008). De hecho, la
frecuencia del ultrasonido, la potencia del ultrasonido, la temperatura, el tiempo de
procesamiento y otros parametros en el procesamiento de alimentos deben ser
evaluados no soOlo para ver sus efectos positivos, sino también sus impactos

negativos en la calidad de los alimentos y la estructura (Jambrak et al., 2010).

La irradiacion por ultrasonidos ofrece un potencial importante para la conversion de
materias primas de biomasa, como los carbohidratos poliméricos a moléculas utiles
de menor peso (Kardos y Luche, 2001). Recientemente, un estudio comparativo
entre el ultrasonido y algunas otras tecnologias innovadoras como la radiacion-y y
el calentamiento con microondas demostro la ultrasonicacion como el procedimiento
mas conveniente para despolimerizar xiloglucano (Vodeniarova et al., 2006) y

hialuronano (Dfimalova et al., 2005).

En el trabajo realizado por Sujka y Jamroz (2013), se concluyd que el tratamiento
ultrasénico de almidones de papa, trigo, maiz y arroz en agua o etanol dio como
resultado una despolimerizacion y cambios en sus propiedades funcionales, los
almidones sonicados se caracterizaron por tener las mayores capacidades de
absorcion de aceite y agua, solubilidad y capacidad de hinchamiento en

comparacion con sus homélogos nativos.

La fibra soluble obtenida mediante ultrasonido del orujo de manzana, en
comparacion con el método convencional con &cido, tiene valores mas altos de
capacidad de retencion de agua, capacidad de hinchamiento y capacidad de
retencién de aceite (Li et al., 2014). Estas propiedades dependen de la naturaleza
de la superficie de la fibra, porosidad y tamafio de particula (Elleuch et al., 2011),
por lo que aquellos con gran area superficial pueden presentar una alta capacidad
para adsorber y unir agua y aceite. La fibra dietética con propiedades de alta
hidratacion puede utilizarse como ingrediente funcional para evitar la sinéresis y
modificar la textura de algunos alimentos formulados (Grigelmo-Miguel y Martin-
Belloso 1999). El ultrasonido podria ayudar a la disrupcién de la pared celular de los

tejidos a traves de los efectos de la cavitacion (Bagherian et al., 2011).
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3. JUSTIFICACION

La diabetes es una enfermedad metabdlica cuyas repercusiones clinicas, sociales
y econdémicas son cada vez mayores, ya que afio con afio tiene un incremento
gradual en su incidencia y prevalencia. En este sentido, México ocupa el sexto lugar
de prevalencia a nivel mundial. Las complicaciones de este sindrome son la
segunda causa de muerte en nuestro pais, lo que esta estrechamente relacionado
con la condicion de estrés oxidativo en el que se encuentra el organismo de la
persona diabética, lo cual es ocasionado a su vez, principalmente, por la condicion

de hiperglucemia cronica.

En la actualidad, para disminuir esta problemética se ha incrementado el uso de
alternativas naturales para complementar los tratamientos farmacologicos
convencionales, entre las cuales se incluye una dieta rica en fibra y antioxidantes,
ya que estos dos componentes bioactivos ayudan a disminuir los efectos

perjudiciales de la enfermedad y a prevenir sus complicaciones.

Una fuente de fibra dietética son los subproductos de frutas. Se ha demostrado que
el subproducto de la extraccién de jugo de naranja es rico en fibra, compuestos

fendlicos, vitaminas y carotenoides.

Recientemente, se han implementado diversas tecnologias emergentes para
mejorar la calidad de los alimentos, entre las que destaca el ultrasonido de alta
intensidad ya que genera despolimerizacion y cambios permanentes en la reologia
de un producto, lo que permite generar productos con caracteristicas
funcionales(capacidad de retencion de agua y capacidad de hinchamiento),

fisicoquimicas (porosidad y viscosidad) y organolépticas diferentes.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se evalu6 el efecto de la aplicacién de
ultrasonido sobre el subproducto de naranja y evaluar su potencial efecto
antidiabético, con el objetivo de aprovechar subproductos de origen natural que
pudieran ser alternativas para el control de enfermedades crdnico-degenerativas

relacionadas con el estrés oxidativo como la diabetes.
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4. HIPOTESIS

El tratamiento con ultrasonido de los subproductos generados en la extraccion de
jugo de naranja provocara la ruptura de las paredes celulares, el aumento de la fibra
soluble y de su porosidad, asi como una mayor disponibilidad de sus compuestos

bioactivos mejorando su actividad para el control de la glucosa y proteccion renal.
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5. OBJETIVOS

5.1. GENERAL

Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido sobre la composicién fitoquimica

del subproducto de naranja asi como sus propiedades funcionales y antidiabéticas.

5.2. ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonido variando el sistema de
aplicacion, el tiempo, la potencia, la temperatura y la frecuencia, sobre las
propiedades de hidratacion y el contenido de flavonoides del subproducto de
naranja.

2. Caracterizar a nivel fisicoquimico, funcional y fitoquimico el subproducto de
naranja sin tratar, el subproducto de naranja con el mejor tratamiento con
ultrasonido y el subproducto de naranja control sometido a hidratacion.

3. Evaluar el efecto del subproducto citrico sin tratar y tratado con ultrasonido

sobre el control de glucosa y dafio renal en animales diabéticos tipo 2.
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6. METODOLOGIA

6.1. Material bioldgico

6.1.1. Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar machos de 180 = 20 g de peso corporal. Los animales
se adquirieron en el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, Campus
Juriquilla, y se alimentaron con croqueta comercial para rata 5001 marca Rodent
Laboratory Chow de Purina.

6.1.2. Subproducto de naranja

Se adquiri6 naranja variedad March de la central de abastos de Querétaro. Las
naranjas se lavaron con agua y jabén. Posteriormente, se cortaron a la mitad y se
hizo la extraccion del jugo con un extractor de jugo de la marca Jugomex. El residuo
colectado después de la extraccion del jugo fue considerado como el subproducto

de naranja.

Se hizo una seleccion de las cascaras retirando aquellas que tuvieran dafio fisico.
Consecutivamente se realizdé una desinfeccidn con hipoclorito de sodio a 200 ppm
por 2 minutos (WHO, 1998). El subproducto se molié en una licuadora y se guardé

en congelacion a -20 °C hasta su tratamiento.

6.2. Métodos

6.2.1. Tratamiento con ultrasonido de alta intensidad

Se evaluaron dos equipos, el tipo bafio y el tipo sonda. El sistema tipo bafio es un
equipo de bafo ultrasénico Cole-Parmer Ultrasonic Cleaner, Heater/Digital Timer;
2.5 gal, 115V, con una potencia de salida de 160 W (Figura 1), evaluando las
condiciones del Cuadro 4, el cual es un factorial 22 con puntos al centro, para ambos

valores de frecuencia que se pueden emplear con el equipo (28 y 40 KHz).
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Cuadro 4. Disefio factorial 22 con puntos al centro a considerar en el equipo de

bafno ultrasénico

Tiempo (min) | Temperatura (°C) | X1 | X2
1 20 -1 -1
1 60 -1 1
5 20 1 -1
5 60 1 1
3 40 0 0

Figura 1. Equipo de bafio ultrasonico (Cole-Parmer Ultrasonic Cleaner,
Heater/Digital Timer)

El sistema tipo sonda consistié en un equipo de sonda ultrasénica Cole Parmer 500
W Ultrasonic Homogenizer, con un diametro de 13 mm y una frecuencia fija de 20

kHz (Figura 2), se evaluaron las condiciones del Cuadro 5, el cual es un disefio 22

con puntos al centro.

Cuadro 5. Disefio 22 con puntos al centro a considerar en el equipo de sonda

ultrasonica
Tiempo (min) | Potencia (W) | X1 | X2
1 158 -1 -1
1 442 -1 1
5 158 1 -1
5 442 1 1
3 300 0 0
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Figura 2. Equipo de sonda ultrasénica (Cole Parmer 500 Watt Ultrasonic

Homogenizer)

Después del tratamiento, el subproducto se seco6 a 45 °C en una estufa de secado,
posteriormente se molid y se tamiz6 por una malla no. 40 (425 uym). Las muestras

fueron almacenadas en bolsas de plastico con cierre hermético.

6.2.2. Caracterizacion fisicoquimicay funcional del subproducto

6.2.2.1. Determinacién del color
Las muestras en polvo se colocaron en portaobjetos en una capa uniforme y se
registraron las lecturas correspondientes al espacio CIELAB a través de los

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

Los valores de color se expresaron usando coordenadas de CIELAB, donde el valor
L* es una medida de luminosidad, que varia de 0 (negro) a 100 (blanco); el valor a*
oscila entre -100 (verdor) y +100 (enrojecimiento) y el valor b * oscila entre -100
(azul) y +100 (amarillez). A partir de estas coordenadas, se calcularon el matiz (h*)

y el croma (C*) como sigue:
h'=tan” b*/ C*=(a*2+b*2)1/2
o

6.2.2.2. Capacidad de absorcién de agua (CAA) y aceite (CAa)
Se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Robertson et al. (2000) con algunas
modificaciones. 0.5 g de muestra se colocaron en un tubo previamente pesado, se

le afiadio 10 mL de agua destilada y se dejo hidratar durante 18 h. Posteriormente,
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se centrifugd a 3000 x g por 20 min y el sobrenadante se decanto, se registro el

peso del tubo con la muestra humeda.
La CRA se expresé como la cantidad de agua retenida por gramo de muestra seca.

(peso de la muestra humeda)-(peso de muestra seca)
peso de muestra seca

CRA (d9/9) =

La capacidad de absorcion de aceite se midié de forma similar que para la CRA,

sustituyendo el agua por el aceite de maiz (Sathe y Salunkhe, 1981).

6.2.2.3. Densidad aparente
Se determiné empleando una probeta graduada (10 mL) previamente pesada. Se
llené con la muestra hasta 10 mL. El contenido se pesoé y por diferencia se obtuvo
el peso de la muestra. La densidad aparente se calcul6 como g/mL (Chau y Huang,
2003).

6.2.2.4. Densidad real
Se determiné por el método de desplazamiento del tolueno. 2 mL de tolueno se
agregaron a una probeta graduada y 1 g de subproducto fue inmerso en este
solvente. La relacién del peso del subproducto y el volumen de tolueno desplazado
dio la densidad real (Konak et al., 2002).

6.2.2.5. Porosidad
Se determind utilizando la densidad aparente (6.2.2.3.) y la densidad real (6.2.2.4.)
anteriormente mencionadas (Konak et al., 2002).

Densidad real-Densidad aparente
Densidad real

Porosidad=

6.2.2.6. Capacidad de hinchamiento
En una probeta graduada de 5 mL, se pesaron 0.25 g de muestra y se adicionaron
5 mL de agua destilada. Se agito ligeramente para eliminar las burbujas de aire
atrapadas. Se dej6 18 h a temperatura ambiente con la finalidad que la muestra se
asiente. Finalmente, se midié el volumen ocupado por la muestra (mL). La
capacidad de hinchamiento se expresé como mL/g de muestra seca (Mateos-
Aparicio et al., 2010).
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6.2.2.7. Indice de Solubilidad en Agua (ISA) e indice de Absorcién de
Agua (IAA)

Se pesaron 2.5 g de muestra y se adicionaron 30 mL de agua destilada a 30 °C, en
un tubo falcon de 50 mL, se agit6 intermitentemente durante 30 min. Posteriormente
la suspensién se centrifugé a 3 000 x g por 10 min. El sobrenadante se decanto
cuidadosamente y se sec6 a 100 °C durante 24 h, y el gel retenido en los tubos se
peso. El ISA es la cantidad de sélidos secos recuperados por la evaporacion del
sobrenadante de la prueba de IAA (Anderson et al., 1970). El ISA y el IAA se

calcularon de la siguiente manera:

Peso del gel

IAA =
Peso de la muestra seca

ISA (%)= Peso del residuo de evaporacion 100
0" Peso de la muestra X

6.2.2.8. Viscosidad
De cada una de las muestras se pesaron 1.8 g, se les adicionaron 36 mL de agua
destilada. Se colectaron 16 mL de la mezcla y se midio la viscosidad en un reémetro
de pantalla tactil DV3T de la marca Brookfield con el eje ULA. Se trabaj6é a 25 °C
con una velocidad de 10-25 rpm. Los resultados obtenidos se expresaron en

centipoise (cP).

6.2.2.9. Determinaciéon de azucares reductores
Se mezclaron 9 uL de la muestra y 171 pL del reactivo 3,5 dinitrosalicilico (DNS)
(1:20, muestra: reactivo DNS), se calentaron los tubos a 100 °C durante 5 min, se
colocaron en un bafio con hielo por 2 min y posteriormente se pasaron 150 pL a una
microplaca de 96 pozos para leer en espectrofotometro a 540 nm. Los resultados

se expresaron como mg equivalente de glucosa/g (Wood et al., 2012).
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6.2.3. Determinacion de compuestos benéficos a la salud de los

subproductos y las formulaciones

6.2.3.1. Determinacién de la fibra dietaria total, soluble e insoluble

El contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble, se determiné por el método
enzimatico-gravimétrico (AOAC 985.29, 2002) utilizando un kit enzimatico. Las
muestras secas Yy libres de grasa se gelatinizaron con a-amilasa estable y luego se
digirieron con proteasa y amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidén
presente en la muestra. Se filtr6 la muestra con una bomba de vacio; la muestra
retenida en el papel filtro es la fibra insoluble, a la cual se le realizaron lavados
consecutivos con etanol 78 %, etanol 95 % y acetona, se dejaron secar a 100 °C
toda la noche; al filtrado se le agregaron cuatro volumenes de etanol 95 %, con el
objetivo de precipitar la fibra soluble, posteriormente se dejaron todas las muestras
reposando toda la noche. Al dia siguiente se filtraron las muestras y se realizaron
lavados consecutivos en el residuo con etanol 78 %, etanol 95 % y acetona. Se
dejaron secar a 100 °C toda la noche y al siguiente dia se registré el peso. Se
determiné ceniza (AOAC 923.03, 2005) en los residuos.

6.2.3.2. Extraccion de compuestos fendlicos extraibles
Para la obtencion del extracto se empled la metodologia descrita por Pérez-Jiménez
et al., (2008). Se pes6 0.5 g de muestra y se agregaron 20 mL de una solucién de
metanol/agua (50:50) acidificada con HCI para obtener un pH final de 2, se agit6 a
temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente, se centrifugd por 10 min a 4 000
X g a 4 °C y se recuper6 el sobrenadante (extracto A). Al residuo se le agrego
nuevamente una mezcla de 20 mL de acetona/agua (70:30), y se agitdé a
temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, se centrifugd a 4 000 x g a 4 °C por

10 min, y se recupero el sobrenadante (extracto B).

Se mezclaron ambos extractos A y B para realizar la determinacién de fenoles
totales y flavonoides, y se guardo el residuo para las determinaciones de polifenoles

no extraibles.
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6.2.3.3. Cuantificacion de fenoles totales
Para la determinacion de polifenoles totales se utilizo el método de Folin y Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). Se tomd una alicuota del extracto obtenido en el punto
6.2.3.2. de cada uno de los subproductos, la cual se colocé en microplaca y se
completo el volumen a 25 uL con agua destilada, se adicionaron 12.5 pL del reactivo
de Folin Ciocalteu 1 N, se agité durante 5 min, y luego se agregaron 62.5 puL de
Na2COs al 20%, se dejo reposar durante 30 min en la oscuridad, finalmente se ley6
la absorbancia a 760 nm. La cuantificacion se realizd por interpolacion de los
resultados en una curva estandar de acido galico y los resultados se expresaron

como mg equivalentes de acido galico por g de materia seca (Singleton et al., 1999).

6.2.3.4. Extraccién etandlica de compuestos fendélicos extraibles
Se pesaron 200 mg de las muestras y se les agreg6 10 mL de etanol acuoso al 80%
v/v, los tubos se agitaron 2 h en oscuridad a temperatura ambiente. Pasado el
tiempo, las muestras se centrifugaron a 13 000 x g durante 10 min. Los
sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron en la oscuridad a -20 °C hasta el
andlisis (Oomah et al.,, 2005). Este tipo de extraccion sélo se utilizé para la
determinacion de flavonoides totales de las muestras obtenidas en la evaluacion del

tratamiento con ultrasonido.

6.2.3.5. Determinacién de flavonoides totales
El contenido total de flavonoides totales se estim6 usando el método colorimétrico
descrito por Oomah et al. (2005). El método consistié en mezclar 50 uL del extracto
con 180 pL de agua destilada y 20 pyL de una solucion de 10 g/L de 1-
aminoeildifenilborato en una microplaca de fondo plano de 96 pocillos. La
absorbancia de la solucion se midié a 404 nm con un espectrofotometro (Multiskan
GO 1.01.12). La cuantificacién se realiz6 por interpolacion de los resultados en una
curva estandar de rutina y los resultados se expresaron como mg equivalentes de

rutina/g de muestra.

6.2.3.6. Cuantificacion de taninos condensados
La cuantificacidon de taninos condensados se realiz6 mediante la hidrélisis acida con

n-butanol del residuo (pellet) de la extraccion de fenoles extraibles del subproducto
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(6.2.3.2.), siguiendo el método establecido por Zurita et al. (2012). Los residuos se
secaron y se mezclaron con 10 mL de butanol/HCI/FeCls (97.5:2.5:0.07, v/iv/im) y se
incubaron a 100 °C con agitacion por 1 h. Los tubos se dejaron enfriar y luego se
centrifugaron a 3 000 rpm por 10 min, los sobrenadantes se recuperaron.
Posteriormente, los residuos se lavaron con 10 mL de butanol/HCI/FeCls y se repitio
la centrifugacion. Se colecté el sobrenadante y se combind con el anterior, el
volumen final se aforé a 25 mL con la solucion butanol/HCI/FeCls. Las absorbancias
se leyeron a una longitud de onda de 450 y 555 nm y se sumaron los valores. Los

resultados se expresaron como mg de proantocinidinas por 100 g de muestra seca.

6.2.3.7. Obtencién de polifenoles hidrolizables
Se partié del residuo de la obtencién de polifenoles extraibles (6.2.3.2.), y se
afiadieron 20 mL de metanol y 2 mL de &cido sulftrico (gota a gota). Se cerraron los
tubos con mucha fuerza (si no, el metanol, se evaporaria y las muestras se
quemarian) y se incubaron por 20 h a 85 °C con agitacion. Después de este tiempo,
se dejaron enfriar los tubos y se centrifugaron a 3 000 rpm por 10 minutos. Se
colecté el sobrenadante en un matraz aforado de 50 mL y se lavo el residuo 2 veces
con 10 mL de agua destilada, centrifugando y combinando el nuevo sobrenadante
con los anteriores. Se enrasé a 50 mL con agua destilada. La cantidad de polifenoles

hidrolizables se midi6 con el método Folin (6.2.3.3).

6.2.3.8. Cuantificacion de carotenoides
Para el procedimiento de extraccion se emple6 la metodologia propuesta por Olives
et al. (2006) con algunas modificaciones. La extraccion se llevé a cabo bajo
condiciones de obscuridad. Se pesaron 0.5 g de muestra y se adicionaron 20 mL de
solucion 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 dej6é en reposo
para permitir la separacion de fases. Se separ6 la fase organica (superior) y se
guardo protegida de la luz. Se agregaron nuevamente 20 mL de la solucion de
extraccion y se repitio el proceso hasta la separacion de fases. Se juntaron las fases

organicas y se leyo la absorbancia en un espectrofotometro a 446 nm. La
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concentracion de 3-caroteno se calculé empleando la siguiente férmula, de acuerdo

a la ley Beer-Lambert:

Abs*PM*factor de dilucion
e*distancia

Concentracion de p-caroteno=

Doénde:
Abs= Absorbancia a 446 nm
PM= Peso molecular (536.8726 g/mol)

€= = Coeficiente de extincion molar para p-caroteno en hexano (139 200 L/ mol*cm)
(Craft y Soares, 1992)

Distancia= 1 cm
6.2.4. Analisis proximal del suplemento

Se emplearon los métodos propuestos por la AOAC para ceniza (923.03) humedad
(925.09) y grasa (983.23).

6.2.5. Evaluacién de propiedades fisicoquimicas

6.2.5.1. Determinacién de la capacidad de adsorcién de glucosa
La capacidad de adsorcion de glucosa de las muestras se determind segun el
método de Ou et al. (2001). Se afadié 0.25 g de la muestra (1 %) a 25 mL de
solucién de glucosa de concentracién creciente (5, 10, 20, 50 y 100 mM), se agit6
bien la mezcla, se incubé en un bafio de agua agitador a 37 °C durante 6 h. Se
centrifugd a 4 000 x g durante 20 minutos y se determiné el contenido de glucosa
en el sobrenadante con un kit enzimatico de la marca Randox. El limite de glucosa

se calculé usando la siguiente formula:

G1-G6 .
Glucosa enlazada = *VVolumen de la solucion
Peso de la muestra

Donde:

G1=Concentracion de glucosa en la solucion original
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G6=Concentracion de glucosa después de 6 h.

6.2.5.2. Efecto en la difusiéon de glucosa in vitro
A 25 mL de solucién de glucosa (20 mM) se le agreg6 0.25 g de la muestra (1 %),
se dializaron en bolsas de dialisis contra 200 mL de agua destilada a 37 °C en un
bafo de agua con agitacion. El contenido de glucosa en el dializado se determiné a
60, 120, 180 y 240 min utilizando el kit enzimatico de la marca Randox (Ou et al.,
2001). Se realiz6 un ensayo de control sin muestra. EI GDRI se calculé con la

siguiente formula:

Contenido de glucosa con la adicion de la muestra

GDRI = 100- Contenido de glucosa en el control

*100

6.2.5.3. Efecto de las muestras en la cinética de amilolisis in vitro

Se afiadieron 40 g de almidén de papa a =900 mL de tampdn de fosfato 0,05 M (pH
6,5). Se agité a 65 °C durante 30 min y se llevo hasta un volumen final de 1 L para
dar una solucion de almidén al 4% (p/v). A 25 mL de la solucién de almiddn anterior,
se le agreg6 0.1 g de a-amilasa (0,4%) y 0.25 g de la muestra (1 %), esta mezcla
se coloco en bolsas de didlisis contra 200 mL de agua destilada a 37 °C (pH 7,0) en
un bafio de agua con agitacién. El contenido de glucosa en el dializado se determiné
a 60, 120, 180 y 240 min utilizando el kit enzimatico de la marca Randox. Se llevé a
cabo un ensayo de control sin muestra. La actividad inhibidora de a-amilasa (%) se
definié como el porcentaje de disminucion en la velocidad de produccion de glucosa
sobre el control (Ou et al., 2001).

6.2.6. Evaluacién sensorial de las muestras de naranja sin tratar y tratadas

Se realizé un andlisis sensorial de las muestras obtenidas en este estudio, con la
participacion de un panel no entrenado, integrado por personas de 18-35 afios de
edad, alumnos de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Querétaro. El analisis consistio en la evaluacion de los parametros de color olor,
sabor, apariencia y agrado global de las muestras. Se manej6é una escala hedoénica
de nueve puntos donde el punto nueve fue me gusta extremadamente y el punto

uno me disgusta extremadamente (Figura 3). Se utilizO un panel de n=45. La
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evaluacion se realizé a temperatura ambiente en una habitacion iluminada con luz

artificial.
Me Me disgusta Me gusta Me gusta
disgusta poco poco mucho
0 T mucho 3 4 5 6 7 8 g
Me Me disgusta No me gusta Me gusta Me gusta
ﬂzngstrmo moderadamente ni me moderadamente muchisimo
disgusta

Figura 3. Escala heddnica de nueve puntos utilizada en la evaluacion sensorial

También se evaluaron los pardmetros de color amarillo, amargor, resabio y olor
aromatico de los polvos de naranja obtenidos en este estudio en un escala de 0 a

10, definido como ninguno a notorio.
6.2.7. Estudio in vivo

Se trabaj6é con 30 ratas macho Wistar en total, con un peso promedio de 180 + 20
g.

6.2.7.1. Aclimataciéon de los animales de experimentacion
Las ratas se sometieron a un periodo de adaptacion de una semana en el bioterio,
bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 h cada uno, a temperatura de 18-24 °C, a una

humedad relativa de 50 + 10% y con acceso libre a comida y agua.

6.2.7.2. Induccién de diabetes con estreptozotocina
Las ratas se dividieron en 4 grupos y se alimentaron con una dieta estandar (4.5 %
grasa, 23 % proteina, 6 % fibra y 46.5 % carbohidratos) para el grupo control sano
0 una dieta alta en grasa (27.42 % grasa, 17.48 % proteina, 4.56 % fibra y 35.34 %
carbohidratos) para grupos diabéticos. Las dietas se administraron ad libitum por 5
semanas. Posteriormente, las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa se
dejaron en un estado de ayuno de 12 h y se inyectaron via intraperitoneal con una
dosis Unica de estreptozotocina (STZ) de 30 mg/kg de peso corporal. A las ratas
control se les administro una dosis de 0.5 mL de solucion salina. Siete dias
posteriores a la induccion de diabetes con STZ se determinaron los niveles de

glucosa en ayuno en los animales en estudio; aguellos que presentaron niveles de
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glucosa alrededor de 160-200 mg/dL se consideraron como diabéticos y se
asignaron dentro de los grupos experimentales. Las ratas diabéticas se dividieron
aleatoriamente en 3 grupos, distribuidos de acuerdo al Cuadro 6. Se tomé como
unidad experimental una jaula y el numero de ratas se contemplaron como el

namero de repeticiones.

El grupo control sano se alimentd con dieta estandar; el grupo control diabético fue
alimentado con una dieta alta en grasa; el grupo diabético suplementado con
subproducto de naranja se le dio la dieta alta en grasa suplementada a un 8 % de
fibra tomando en cuenta el porcentaje de fibra total del subproducto de naranja sin
tratar en polvo y el grupo diabético suplementado con subproducto tratado con
ultrasonido se aliment6 con dieta alta en grasa ajustada a un 8 % de fibra (Amaya-
Cruz et al., 2015) tomando en cuenta el porcentaje de fibra total del subproducto de
naranja tratado con el mejor tratamiento con ultrasonido en polvo. Las dietas se

administraron ad libitum hasta el sacrificio.

Cuadro 6. Grupos experimentales para la evaluacion del efecto antidiabético del

suplemento alimenticio

Grupo Dieta

6 ratas con dieta estandar (2 jaulas con 3
ratas cada una)
8 ratas con dieta alta en grasa + STZ (2
jaulas con 4 ratas cada una)

8 ratas con dieta alta en grasa + STZ+
8% de fibra del subproducto (2 jaulas
con 3 ratas cada una)

8 ratas con dieta alta en grasa + STZ+
8% de fibra del subproducto tratado (2
jaulas con 3 ratas cada una)

Control sano

Control diabético

Diabético suplementado con
subproducto sin tratar

Diabético suplementado con
subproducto tratado con ultrasonido

6.2.4.3. Evaluacion del efecto antidiabético del subproducto de naranja

6.2.4.3.1. Medicion semanal
Se cuantifico semanalmente el aumento de peso corporal, la glucosa en ayuno, el
consumo de alimento, y se registré un valor promedio por cada grupo de ratas. El

nivel de glucosa (mg/dL) se cuantific6 en la sangre obtenida de la vena caudal de
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las ratas (localizada en el extremo de la cola del animal), con un minimo de 8 h de
ayuno. Para ello se empled un glucémetro ROCHE v tiras reactivas Accu-Check,
con una sensibilidad de 10-600 mg/dL de glucosa.

Esta determinacion se basa en el siguiente fundamento: la glucosa presente en la
muestra de sangre reacciona con la enzima glucosa deshidrogenasa presente en la
tira reactiva, para dar lugar a gluconolactona y poder reductor en forma de NADH +
H+, el cual genera una corriente eléctrica que es registrada por el glucometro,

indicando la concentracion de glucosa en mg/dL.

6.2.4.3.2. Sacrificio y obtencion de muestras

Un dia antes del sacrificio, se recolectaron las heces y la orina de cada animal, y se
almacenaron a -20 °C. Las ratas se sacrificaron por decapitacion, se colecto la
sangre en tubos vacutaine. Se extrajeron riflones, higado y pancreas, los cuales se
lavaron con solucion salina 0.9%. Los rifiones y el higado se cortaron y se tomo un
fragmento para colocarlo en solucion de formol amortiguado al 10%
histolégicamente y el resto se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almaceno a -70 °C para su posterior analisis; mientras que, el pancreas se almacend
en solucion de formol amortiguado al 10% histolégicamente para el andlisis

histopatologico.

6.2.4.3.3. Cuantificaciéon de glucosa en suero

Para estas mediciones se utilizé la sangre colectada de las ratas, inmediatamente
el suero se obtuvo por medio de una centrifugacién a 3 000 x g durante 10 min a 4
°C. Las muestras se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su andlisis. Para

la medicion de glucosa en suero se utilizé el kit enzimatico de Randox.

6.2.4.3.4. Andlisis histopatolégico

Para evaluar el efecto protector del subproducto mediante el analisis
histopatologico, el pancreas, el rifion y el higado extraidos se lavaron con solucion
salina al 0.9 %; posteriormente, se fijaron en una solucion de formol amortiguado al
10% histolégicamente. Después se realizd la fijacién e inclusion en parafina y

finalmente se llevé a cabo la microdiseccién, obteniendo cortes de 5 um, en los
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cuales se llevo a cabo la tincidbn con hematoxilina-eosina (HE), para posteriormente

tomar las imagenes representativas.

En el caso del pancreas, se realizé el analisis y las mediciones del eje mayor de los
islotes de Langerhans.

6.2.4.3.5. Evaluacion de pardmetros bioquimicos en suero relacionados con el
dafio renal

Para la medicion de creatinina, urea y acido Urico en suero se utilizaron Kkits

enzimaticos de Spinreact.
6.3. Disefo y analisis estadistico

Para la evaluacion del efecto de la aplicaciéon de ultrasonido, se realizé un factorial
22 con puntos al centro para ambos sistemas de aplicacion, en el tipo bafio se
tomaron como parametros el tiempo, la frecuencia y la temperatura, mientras que
para el tipo sonda fueron la potencia y el tiempo. Los resultados de la
caracterizacion se reportaron como la media + desviacion estandar. Los resultados
del andlisis in vivo se reportaron como la media * error estandar. Se realizara el
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% y para la
comparaciéon entre mas de dos medias se utilizé la prueba de Tukey-Kramer. Los
datos se analizaron con el paquete estadistico JMP 10.0.1.
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7. Resultados y discusién

7.1. Tratamiento con ultrasonido

Para realizar la evaluacion del sistema tipo bafio se variaron los pardmetros de
tiempo, temperatura y frecuencia, que tienen un efecto en la cavitacion producida
por las ondas ultrasénicas (Young, 1989). Se realizé un disefio 22 con replicaciones
al centro presentado en el Cuadro 4. Para mejorar la propagacion de las ondas
ultrasonicas en la muestra fresca se le adicioné agua destilada, ya que la cavitacién
se produce en aquellas regiones de un liqguido que se encuentran sometidas a
presiones de alta amplitud que alternan rapidamente (Herrero y Romero, 2006). Se
adicion6 5 mL de agua destilada a una proporcion de 1 g de subproducto de naranja
fresco. Los flavonoides tienen baja solubilidad en agua, por lo que se utilizé agua
como solvente (Miyake et al., 1991; Abou El Hassan et al., 2000; Boumendjel et al.,
2003; Saija et al., 2003; Tommasini et al., 2004).

El control empleado en el tratamiento con ultrasonido fue la muestra de naranja

fresca a la cual solo se le agregd agua y se dejo reposar por el tiempo indicado.

Una vez obtenidas las muestras tratadas se les determiné la capacidad de retencion
de agua, capacidad de hinchamiento, flavonoides totales en el subproducto y en el

filtrado, obteniéndose los resultados mostrados en el Cuadro 7.

Uno de los compuestos a evaluar incluye a los flavonoides, ya que se espera que
durante el tratamiento se retenga una cantidad suficiente para que dichos
compuestos puedan tener beneficios a la salud. Los tratamientos en los cuales sélo
se humect6 la muestra disminuyeron de un 11 a un 34 % el contenido de flavonoides
en el subproducto; mientras que, los tratamientos con ultrasonido disminuyeron
desde un 30 a un 69 %. Sin embargo, solo se observo diferencia estadistica
significativa de la extraccion entre el subproducto tratado con agua y el tratado con

ultrasonido, en los tratamientos 5 min 60 °C a 28 y 40 KHz.

La disminucion de los flavonoides durante el tratamiento podria mejorar las
propiedades sensoriales, ya que se le ha atribuido el amargor de la naranja al

flavonoide naringina (Shaw et al., 1984; Barthelemy-Gonzalez et al., 2013); Esta
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reduccion puede ser causada a que dichos compuestos se estan lixiviando en el

agua, ya que al determinar los flavonoides en el filtrado se cuantificé desde 46 a 58

Mg equivalentes de rutina/mL; sin embargo, la cantidad liberada de los flavonoides

al medio, no corresponde a la cantidad total disminuida. Por lo tanto, una parte de

los flavonoides puede degradarse, posiblemente durante el tratamiento con

ultrasonido.

Cuadro 7. Propiedades del subproducto de naranja variedad March tratado con

ultrasonido tipo bafio
Flavonoides en | Flavonoides en _ _
i Capacidad de | Capacidad de
el subproducto el filtrado
MUESTRA hinchamiento retencion de
mg Eq de ug Eq de
, , (mL/g) agua (9/9)
rutina/g muestra rutina/mL
Sin tratamiento 2.70+0.10a 7.94+0.10e 5.02+0.02d
1 min 240+0.16 ab |[52.68+3.11a 9.99+0 cd |7.01+0.49c
Con agua 3 min 1.99 +0.22 abc |52.67 +7.77a [10.66 £ 0.58 bcd |[7.96 + 0.32 abc
5 min 1.78 £ 0.20 bcde [48.10 + 3.23 a 9.88+0.10cd |7.60 £ 0.37 abc
1min20°C (1.90+0.19 bcd [46.62+2.24a [10.43+0.35bcd |7.39+0.31 bc
5 min 20 °C |1.23 £ 0.33 cdefg|58.15 + 11.70 a |11.15+0.58 abc [8.62 + 0.97 a
28
KH 3 min 40 °C |1.57 £ 0.36 cdefg|46.90 £ 2.12a (10.27 £0.63 bcd |7.91 £ 0.20 abc
z
1 min 60 °C (1.39 + 0.30 cdefg(48.94 + 3.00a |10.77 + 0.25 abcd |7.36 + 0.15 bc
Con aguay 5min 60 °C |0.91 £ 0.42 fg 55.29+154a |11.38+0.51ab |7.78£0.57 abc
ultrasonido 1 min 20 °C |1.66 + 0.21 bcdef{46.32 £+ 4.14a (10.27 £+ 0.63 bcd [6.88+0.29 c
5min20°C |1.11+0.16 efg |52.82+1.25a [10.88 £ 0.20 abcd |7.76 £ 0.41 abc
40
KH 3 min40°C |1.38 £ 0.11 cdefg|48.68 + 1.95 a 9.77+0.25d 7.28 + 0.31 bc
z
1 min60°C 1.12 + 0.45 defg [48.47+4.20a |10.05+0.10cd |7.82+0.16 abc
5min 60°C |0.84 £0.15¢g 57.93+056a [11.99+0.72a 8.23+0.15 ab

30 g de subproducto de naranja fresco en 150 mL de agua destilada (1:5). Los resultados son
expresados como la media + desviacién estdndar (DE) (n=3). Letras diferentes por columna indican
diferencia estadistica significativa de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer. Eq de rutina= equivalentes

de rutina.

Con respecto a las propiedades de hidratacion, la capacidad de retencion de agua

y capacidad de hinchamiento, valores mas altos en los materiales podrian aumentar

el peso de las heces, formar soluciones mas viscosas y potencialmente disminuir la
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tasa de absorcion de nutrientes del intestino (Gallaher y Schneeman, 2001). La
capacidad de hinchamiento del subproducto aument6 de un 24-34 % al ser solo
humectado y un 23-51 % tratado con ultrasonido. El tratamiento de 5 min a 60 °C a
40 kHz fue estadisticamente mayor a los tratamientos solo con agua, ya que
aumento un 51 % comparada con la muestra sin tratamiento. Los tratamientos en
los cuales solo se humecto la muestra aumentaron de un 40-59 % la capacidad de
retencion de agua y los tratamientos con ultrasonido de un 37-72 %; sin embargo,
no hay diferencia significativa, por lo que no se ve un efecto del ultrasonido en la
muestra de subproducto tratada. Esto puede ser debido a que se ha comprobado
que el agua es capaz de aumentar la capacidad de retencion de agua y disminuir el
contenido de azucares libres de la cascara de naranja (Larrauri, 1999).

Para maximizar el efecto del ultrasonido se propuso aumentar los tiempos de
tratamiento teniendo como niveles (-1, 0, 1) para el tiempo 5, 10 y 15 min y para la
temperatura 20, 40 y 60 °C, empleando las dos frecuencias manejadas por el equipo
(28 y 40 kHz). En las muestras tratadas se midieron las mismas propiedades que

en el experimento anterior, obteniéndose el contenido del Cuadro 8.

Los tratamientos en los cuales solo se agreg6 agua a la muestra, el contenido de
flavonoides disminuy6é de un 49 a un 52 % en el subproducto, mientras que los
tratamientos con ultrasonido tuvieron una reduccion del contenido desde un 33 a un
62 %. Este decremento puede atribuirse a que se estan lixiviando en el agua ya que
al determinar los flavonoides en el filtrado se cuantific6 desde 84 a 130 ug
equivalentes de rutina/mL, siendo 50 % mayor este contenido que en los
tratamientos de 1, 3 y 5 minutos. Sin embargo, no hubo diferencia significativa de la
extraccion entre los tratamientos solo con agua y los tratados con ultrasonido, por
lo que el incremento de la concentracion de flavonoides en el filtrado se debi6 a

tiempos mas largos de tratamiento.
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Cuadro 8. Propiedades del subproducto de naranja variedad March tratado con

ultrasonido tipo bafio a tiempos largos

Flavonoides en

Flavonoides en el

Capacidad de

Capacidad de

MUESTRA e subproducto fitrado hinchamiento retencion de agua
mg Eq de ]
rutinalg muestra ug Eq de rutina/mL (mL/g) (9/9)
Sin tratamiento 235+0.11a 7.94+0.25¢ 5.77+0.04 e
5 min 1.18 £ 0.16 bcd |103.94 £ 4.38 bcde [11.22 + 0.19 cdef 8.84+0.20d
Con agua 10 min 1.21 £0.15 bcd (119.14 £ 3.31 abc (12.06 £ 0.10 abcde | 9.60 £ 0.11 abcd
15min  [1.14 £ 0.10 bcd |120.22 + 3.64 abc |12.17 £ 0.60 abcde | 9.67 £ 0.17 abcd
5min20°C (1.57+0.21b 99.64 + 7.00 cde |10.78 £ 0.25 ef 9.17 £ 0.28 bcd
15min20°C 1.40 £ 0.12 bc  |126.66 + 20.17 ab |11.33 £ 0.33 bcdef | 9.76 £ 0.47 abcd
28 KHz|10 min 40 °C [1.21 + 0.13 bcd |113.82 + 9.07 abcd |11.78 + 0.35 abcde | 9.98 + 0.26 abc
5min 60°C [0.99+0.16 cd |110.20 £5.27 abcd |12.56 £ 0.59 abc  [10.06 + 0.24 ab
Con agua y 15 min 60 °C |0.99 £ 0.21 cd 84.13+341e 12.83+0.33a 9.70 £ 0.38 abcd
ultrasonido 5min20°C [1.40 £ 0.03 bc |101.46 + 6.96 cde [10.28 +0.25f 9.03+0.22 cd
15 min 20°C|0.89 +0.19d 130.32+6.28 a 10.83 £ 0.29 def 9.10 + 0.30 bcd
40 KHz|10 min 40 °C |0.97 £ 0.16 cd  |106.33 + 5.89 bcde |11.56 + 0.63 abcdef| 9.82 £ 0.49 abcd
5min 60°C [1.02+0.28 cd |115.77 + 7.48 abcd (12.22 + 0.67 abcd | 9.81 + 0.60 abcd
15 min 60 °C |0.96 £ 0.15 cd 94.35 + 4.93 de 12.72 £ 0.95 ab 10.26 £0.35a

30 g de subproducto de naranja fresco en 150 mL de agua destilada (1:5). Los resultados son expresados
como la media + DE (n=3). Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica significativa de
acuerdo a la prueba Tukey-Kramer. Eq de rutina= equivalentes de rutina.

La capacidad de hinchamiento del subproducto incrementé de un 41-53 % al ser

solo humectado y en un 30-62 % al ser tratado con ultrasonido. La capacidad de

retencion de agua aumentd un 53-68 % con solo agregar agua a la muestra y un

57-78 % con los tratamientos con ultrasonido. Sin embargo, a pesar de los tiempos

largos de contacto no hay un aumento significativo en los tratamientos que fueron

humectados y sometidos a un tratamiento con ultrasonido comparados con aquellos

que solo fueron humectados con agua, por lo que, en base a estos resultados, el

sistema tipo bafo se descarta para los siguientes objetivos de este trabajo.

Por otro lado, para realizar la evaluacion del sistema tipo sonda se variaron los

parametros de tiempo y potencia, los cuales tienen un efecto en la cavitacion
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producida por las ondas ultrasénicas (Young, 1989). Se realizé un disefio 22 con
replicaciones al centro teniendo como niveles (-1, 0, 1) para el tiempo 1, 3y 5 miny
para la potencia 158, 300 y 442 W. Para mejorar la propagacion de la cavitacion por
la muestra, también se le adicioné agua destilada en una proporcion de 1 g de
subproducto de naranja fresco: 5 mL de agua destilada. Para evaluar el efecto
provocado por el agua, se realizaron tratamientos solo humectando la muestra con

agua en los cuales se vari6 el tiempo de contacto.

Una vez obtenidas las muestras tratadas se les determiné la capacidad de retencion
de agua, capacidad de hinchamiento, flavonoides totales tanto en el subproducto
como en el filtrado, obteniéndose los resultados mostrados en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Propiedades del subproducto de naranja variedad March tratado con
ultrasonido tipo sonda

Flavonoides en | Flavonoides en el . )
i Capacidad de | Capacidad de
el subproducto filtrado
MUESTRA hinchamiento retencion de
mg Eq de Mg Eq de
) ) (mL/g) agua (9/9)
rutina/g muestra rutina/mL
Sin tratamiento 292+0.25a 9.06 £0.10f 6.09+0.13 e
1min [2.18+0.19b 39.75+3.43d [10.78+0.54 ¢ 8.29+0.26d
Con agua 3min |1.39+0.37cde | 45.27+2.98d |11.97 £0.55 bcd| 9.05 £ 0.95 cd
5min  |1.80 £ 0.09 bc 4451 +2.89d [10.83+0.17de | 8.38+0.07d
1 min 158 W|1.70 £ 0.21 bc 71.72+4.35cd (12.00+0.29 bc | 9.20 +0.42 bcd
5 min 158 W|1.01 + 0.14 de 89.53 + 25.59 bc (12.33 £ 0.60 abc| 9.80 + 0.44 abc
Con agua
g ] Y 3 min 300 W|1.36 + 0.23 cde (118.13+ 15,53 ab [13.22+0.42a |10.35+0.37 ab
ultrasonido
1 min 442 W|1.45 £0.13 cd 120.48 £4.87 ab |11.50 + 0.44 cde| 9.41 + 0.36 bcd
5 min 442 W|0.83+0.10 e 140.77+£8.93a |13.06+0.10ab |10.70+0.32 a

30 g de subproducto de naranja fresco en 150 mL de agua destilada (1:5). Los resultados son
expresados como la media + DE (n=3). Letras diferentes por columna indican diferencia estadistica
significativa de acuerdo a la prueba Tukey-Kramer.

Los tratamientos en los cuales solo se adicion6 agua a la muestra, el contenido de
flavonoides disminuyé de un 25 a un 52 % en el subproducto, mientras que el
contenido en los tratamientos con ultrasonido disminuyd de un 42 a un 72 %. Esta

reduccion puede atribuirse a que se estan lixiviando en el agua ya que al determinar
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los flavonoides en el filtrado se cuantifico desde 39-45 hasta 71-140 ug equivalentes
de rutina/mL. Con este sistema de ultrasonido si existe una diferencia significativa
positiva de la extraccion entre los tratamientos solo con agua y los tratados con
ultrasonido, ya que aumenta hasta el doble o el triple el contenido de flavonoides en
el filtrado en los tratados ultrasénicamente. Se observa que hay una relacion
directamente proporcional con la potencia empleada en el tratamiento, ya que

conforme ésta aumenta incrementa la extraccién de flavonoides en el filtrado.

Con respecto a las propiedades de hidratacion, la capacidad de hinchamiento del
subproducto aumenté en un 19-33 % cuando sélo se le adicioné agua y en un 27-
46 % al tratado con ultrasonido. El tratamiento por 3 min a 300 W fue
significativamente mayor a los tratamientos solo con agua ya que aumenté un 46 %
comparado con la muestra sin tratamiento. Los tratamientos en los cuales solo se
humecto la muestra, la capacidad de retencion de agua aumenté de un 36-49 %y
los tratamientos con ultrasonido de un 51-76 %, obteniéndose diferencia
significativa con los tratamientos por 3 min a 300 W y el de 5 min a 442 W. Al
comprobarse que hay una diferencia significativa entre los tratamientos en los
cuales la muestra sélo se humectd con los tratamientos a los que se les adicioné
agua a la muestra y fueron sometidos a ultrasonido, se confirma que la cavitacion
esta provocando una modificacion en la estructura de la fibra que es independiente

del efecto inducido por el agua agregada.

Por todo lo anterior, se seleccion6 como el mejor tratamiento el de 3 min a 300 W
ya que fue con el que se logr6 una mayor diferencia significativa en ambas
propiedades de hidratacion evaluadas, ademas de ser un tiempo de tratamiento

corto.
7.2. Caracterizacion parcial del subproducto

7.2.1. Determinacion de color por el sistema CIELAB

El color es uno de los parametros de calidad mas importantes en las frutas y

hortalizas deshidratadas. Los posibles cambios de color pueden influir en las
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propiedades organolépticas de las muestras de cascara de naranja seca y limitar

sus posibles aplicaciones (Garau et al., 2007).

El Cuadro 10 muestra los parametros CIELAB (L*, a*, b*, C* y h) de los polvos de
la naranja sin tratar, de la naranja sometida a un tratamiento con agua por 3 minutos

y de la naranja tratada con un ultrasonido tipo sonda a 300 W por 3 minutos.

Cuadro 10. Medicion de color CIELAB del subproducto de naranja tratado con

ultrasonido
Color Naranja sin tratar Con agua 3 min | Sonda 3 min 300 W
L* 71.0+04c 735+0.1b 754+05a
a* 40+00a 19+0.1c 23+£03Db
b* 249+0.1a 23.3£0.1b 224+03c
c* 25.2+0.1a 23.4+0.1b 225+03c
h 80.7+0.1c 85.2+03a 84.1+0.8b

Datos expresados como media £ DE (n=3). Valores con diferente letra en el mismo renglén indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

Comparandolos, ambos tratamientos modificaron significativamente todos los
pardmetros de color medidos; la muestra de naranja sin tratar se caracterizd por
tener los valores mas altos de a*, b* y C* y valores mas bajos de L* y h. Por otro
lado, las muestras que se sometieron a ultrasonido presentaron los valores mas
altos de L* y los valores mas bajos de b* y C*, lo que sugiere que la luminosidad
incrementa mientras que el color amarillo decrece. La disminucién de los valores b*
en las muestras de naranja tratadas podria relacionarse con la pérdida en el
contenido de pigmentos carotenoides. El color caracteristico de la cascara de la
mayoria de las variedades de naranjas maduras se debe a los pigmentos
carotenoides (Arena et al., 2000; Meléndez-Martinez et al., 2007).
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7.2.2. Caracterizacion fitoquimica del subproducto de naranja

Se determind el contenido de polifenoles extraibles (fenoles y flavonoides totales),

polifenoles no extraibles (taninos condensados y polifenoles hidrolizables) vy

carotenoides de los polvos de la naranja sin tratar, de la naranja sometida a un

tratamiento con agua por 3 minutos y de la naranja tratada con un ultrasonido tipo

sonda a 300 W por 3 minutos. Los resultados se muestran en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Caracterizacion fitoquimica del subproducto de naranja tratado con

ultrasonido
L Naranja sin Con agua 3 Sonda 3 min
Determinacion )
tratar min 300 W

Polifenoles Fenoles totales?! 27.7+3.7 a 199+1.7b 178+19b

extraibles Flavonoides? 39+0.1a 25+0.2b 12+0.1c¢
Polifenoles Taninos condensados? 0.34+0.02 a 0.36 +0.02 a 0.30+0.01Db

no extraibles | pgjifenoles hidrolizables* 7.7+0.3c 9.2+0.6b 9.7+0.4a

Carotenoides®

0.014 +0.002 a

0.006 +£0.001 c

0.010 £0.001 b

Los valores representan la media £ DE (n=3). Letras diferentes en la misma fila indican diferencia
significativa (a=0.05) con la prueba Tukey-Kramer.
1Compuestos fendlicos totales expresados en mg equivalentes de acido galico/g de materia seca.
2 Flavonoides expresados en mg equivalentes de rutina/g de materia seca.

8 Taninos condensados expresados mg de proantocianidinas/g de materia seca.
4 Polifenoles hidrolizables expresados en mg equivalentes de acido galico/g de materia seca.
5 Carotenoides expresados en mg equivalentes de (3-caroteno/g de materia seca.

La muestra de la naranja sin tratar tuvo las concentraciones mas altas de fenoles

totales, flavonoides, taninos condensados y carotenoides. En la muestra tratada con

agua durante 3 minutos, el contenido de fenoles disminuy6 un 28.14 %, el contenido

de flavonoides un 36.71 % y el contenido de carotenoides un 49.31 %; mientras que

el contenido de polifenoles hidrolizables aumentdé un 18.23%. ElI aumento en el

contenido de polifenoles hidrolizables puede atribuirse a que al eliminar compuestos

solubles en el agua, se concentran los polifenoles hidrolizables; ademas, el agua

modifica la estructura de la matriz, lo cual podria dejar mas disponibles compuestos

que estén unidos a la fibra (Larrauri, 1999). Los carotenoides son compuestos
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lipdfilos y, por lo tanto, insolubles en agua, excepto cuando grupos polares muy
fuertes, tales como polisacaridos, esterifican el esqueleto carotenoide y pueden
encontrarse formando complejos hidrosolubles estables, a estos complejos se les
podria atribuir la diminucion de carotenoides en la muestra hidratada (Pfander y
Witter, 1975; Pfister et al., 1996).

En la muestra de naranja tratada con un ultrasonido tipo sonda a 300 W por 3
minutos, el contenido de fenoles disminuy6 en un 36 %, el contenido de flavonoides
en un 67 % y para taninos condensados en un 13 %, siendo ligeramente mayor
estas disminuciones que para el subproducto humectado. Mientras que, se observo
un aumento de polifenoles hidrolizables del 25 %. La mayor pérdida de fenoles y
flavonoides en la muestra tratada con ultrasonido puede deberse a que esta
tecnologia rompe paredes celulares, despolimeriza e intensifica la transferencia de
masa y calor mejorando el efecto de penetracidén del disolvente en el tejido vegetal
(Rombaut et al., 2014; M’hiri et al., 2015), con lo cual aumenta la extraccién de
compuestos, en comparacion al tratamiento solo con agua, y provoca la
despolimerizacion de taninos condensados por las implosiones provocadas en la

cavitacion a lo cual se le puede atribuir la reduccion de su contenido en la muestra.

7.2.3. Contenido de fibra dietaria del subproducto de naranja

La fibra dietaria se ha clasificado en fibra soluble e insoluble y esta clasificacion se
basa en la solubilidad de las sustancias que componen la fibra dietaria total en agua
(Periagio et al., 1993). En el Cuadro 12 se presentan los valores para las fracciones
soluble e insoluble de las muestras. En cuanto a la fibra insoluble no se observé una
diferencia significativa entre las muestras, ya que todas presentaron valores de 53-
59% para esta fraccion, similar a lo reportado por Figuerola et al. (2005) y Nassar
et al. (2008), para un subproducto en la elaboracion de jugo de naranja variedad
Valencia con un porcentaje de fibra insoluble del 54% y para naranja dulce de 52-
55%.

Por otra parte, los datos obtenidos en este estudio en cuanto a la fraccion soluble

fueron de 20-29%, los cuales estan dentro del rango de lo reportado de 9-30 g/100
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g de materia seca (Chau y Huang, 2003; Figuerola et al., 2005; Nassar et al., 2008;
Talens et al., 2017). La variacion en las concentracion puede deberse a diferencias
entre los cultivares segun lo informado por Grigelmo-Miguel y Martin-Belloso (1998).
Los subproductos de naranja que fueron tratados solamente con agua mostraron un
contenido significativamente mayor de fibra soluble que el subproducto sin tratar
(13.4%) y en la naranja tratada con un ultrasonido tipo sonda a 300 W por 3 minutos
aumento en un 42.5%. Esto es importante ya que a esta fraccion se le han atribuido

de forma importante los beneficios a la salud.

Se ha demostrado que cada fraccion tiene propiedades fisicoquimicas y funcionales
diferentes. La parte insoluble estd mayormente relacionada con la regulacion
intestinal y caracteristicas relacionadas con la textura; mientras que, la parte soluble
esta asociada con la viscosidad, adsorcion de agua, la reduccion de los niveles de
colesterol y la mejora de los niveles post-prandiales de glucosa en sangre (Slavin et
al., 2005; Brummer el al., 2015). En términos de beneficios a la salud, ambas
fracciones se complementan, es decir, los beneficios del consumo de fibra
dependen del tipo y la cantidad de fibra consumida, asi como de las proporciones
entre cada una de las fracciones. Por lo anterior, varios autores recomiendan que
se deben consumir ambas fracciones dentro de una relacion de 70:30 a 50:50
(insoluble: soluble), la cual es la ideal para maximizar los beneficios ya
mencionados. Se puede observar en el Cuadro 12 que esta relacion es similar a la
que se tiene en el subproducto de naranja tratado y sin tratar, ya que la proporcion
entre las fracciones de las frutas estd mas balanceada en comparacion con la fibra

de los cereales (Schneeman, 1987; Ajila et al., 2013).

En el Cuadro 12 se presentan los resultados de la fibra dietaria total (FDT), en
donde se encontré que el subproducto de naranja presenté 73.9% (expresado en
materia seca), mientras que los subproductos de naranja tratados tiene un
porcentaje significativamente mayor de FDT con respecto al subproducto sin tratar,
con un valor del 83%. Los valores reportados de FDT van de 35.4% a 74.8 g/ 100 g
de materia seca en estudios previos (Grigelmo-Miguel y Martin-Belloso, 1998; Chau
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y Huang, 2003; Figuerola et al., 2005; Nassar et al., 2008; Talens et al., 2017), el

valor superior es similar a lo que se encontré en nuestro estudio.

Los productos de fibra dietética comercializados se caracterizan por un contenido
de fibra dietética total superior a 50 g/100 g (Larrauri, 1999). En este sentido, el
subproducto de naranja tiene el potencial para su uso como producto

comercializado por su contenido de fibra dietética.

Cuadro 12. Contenido de fibra dietaria del subproducto de naranja tratado con

ultrasonido
Muestra Naranja sin tratar | Con agua 3 min | Sonda 3 min 300 W
Fibra dietaria insoluble (FDI) * 53.2+x15a 59.7+28a 544+0.3a
Fibra dietaria soluble (FDS) ! 20.7+0.8c 23.5+0.1b 29.5+0.7 a
Fibra dietaria Total (FDT) ! 73.9+0.7b 83.2+x26a 83.9+0.3a
Relacion FDI:FDS 72 :28 72 :28 65:35
Azlcares reductores? 38l+27a 229+11Db 148+ 12 ¢c

Datos expresados como media £ DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma fila indican diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

1Los valores de fibra son expresados en %.

2 Azlcares reductores expresados en mg equivalente de glucosa/g de materia seca.

Al determinar el contenido de azucares reductores se observa un menor contenido
en los polvos de los subproductos de naranja que fueron tratados con agua (25 %)
y con ultrasonido (61 %) en comparacion con el subproducto sin tratar; esto puede
ser debido a que se ha comprobado que el agua es capaz de disolver los azucares
libres de la cascara de naranja (Larrauri, 1999). Con la aplicacion del ultrasonido se
extrajo un porcentaje mayor de azucares, ya que incrementa la transferencia de
masa y calor mejorando el efecto de penetracion del disolvente en el tejido vegetal
(Rombaut et al., 2014; M’hiri et al., 2015). Este efecto es benéfico ya que disminuye

el indice glucémico del subproducto de naranja tratado ultrasénicamente.
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7.2.4. Analisis proximal del subproducto de naranja

En el Cuadro 13 se presenta la composicion proximal y se observa que las muestras
fueron significativamente diferentes en contenido de humedad, grasa y cenizas, y la
muestra tratada con ultrasonido tiene el contenido mayor de cenizas y los

porcentajes menores de humedad y grasa.

Cuadro 13. Analisis proximal del subproducto de naranja

Composicion (%) Naranja sin tratar | Con agua 3 min | Sonda 3 min 300 W
Humedad 9.61+0.09 a 8.35+0.19b 791+0.02c
Cenizas 483+001lc 5.10+0.01b 5.26+0.01la
Grasa 1.05 +0.007 b 1.18+0.014 a 0.93+0.001 c

Datos expresados como media £ DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma fila indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

Las muestras de naranja tienen bajos contenidos de humedad (7.9-9.6 g/100 g),
similares a los valores encontrados para la cascara de Citrus sinensis (7.5-7.9 g/100
g) (Chau y Huang, 2003; de Moraes-Crizel et al., 2013), y a los valores de fibra
procedentes de los residuos de naranja de Valencia (10.5 g/100 g de peso seco)
(Figuerola et al., 2005).

El contenido de lipidos fue de aproximadamente 0.93-1.18 g/ 100 g en peso seco,
menor a los valores publicados por Chau y Huang (2003) (22.22 g/100 g de peso
seco) y Fernandez-Lépez et al. (2009) (4.43 g/100 g de peso seco) para fibras de
naranja; sin embargo, estos valores son similares al contenido en lipidos de harina
de cascara de naranja (1.64 g/100 g de peso seco) y fibra de pulpa de naranja (1.52
g/100 g de peso seco) (Rincén et al., 2005).

Los contenidos de cenizas entre las muestras fueron significativamente diferentes y
mayores (4.83-5.26 g/100 g de peso seco), en comparacion con los resultados de
Chau y Huang (2003) para la cascara de naranja (3.30 g/100 g de peso seco) y
Fernandez-Lopez et al. (2009) para fibra de subproducto naranja (4.52 g/100 g de

peso seco).
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7.2.5. Propiedades funcionales del subproducto de naranja

El Cuadro 14 muestra algunas propiedades funcionales del subproducto como la
capacidad de retencién de agua y capacidad de hinchamiento. Para retencion de
agua el tratamiento con agua durante 3 minutos aumenté en un 36.01 % y el
tratamiento con ultrasonido tipo sonda a 300 W por 3 minutos incrementé en un
41.96 %. Para hinchamiento, se observé un efecto similar, ambos tratamientos
empleados incrementaron los valores de esta propiedad de hidratacion, el
tratamiento con agua por 3 minutos aumentdé un 18% y el tratamiento con
ultrasonido incrementdé un 27%. Para hinchamiento, algunos autores reportan
valores de 6.11 a 16.5 mL/g influyendo la variedad utilizada (Grigelmo-Miguel y
Martin-Belloso, 1998; Figuerola et al., 2005; Talens et al., 2017). Por lo anterior los
resultados obtenidos del subproducto de naranja variedad March se encuentran

dentro del rango reportado.

Para determinar la calidad tecnologica de los polvos se determiné el indice de
absorcién de agua y el indice de solubilidad en agua. Los datos se presentan en el
Cuadro 14. Los resultados obtenidos en este estudio de las muestras tratadas son
mayores en comparacion con la muestra de subproducto de naranja sin tratar, el
tratamiento con agua durante 3 minutos aumentdé un 27.96% mientras que el
tratamiento con ultrasonido incrementd un 25.43%. Estos resultados demuestran

gue el ultrasonido no afecto esta propiedad.

Para el indice de solubilidad en agua (ISA), el tratamiento con agua por 3 minutos
disminuyé este parametro en un 67.84% vy el tratamiento con ultrasonido lo
disminuy6 en un 83.57%. Diversos autores han reportado que el aumento del
contenido de humedad en la muestra provoca una disminucién en el ISA (Onyango
et al., 2004; Ding et al., 2005; Yagci y Gogus, 2008); similar a lo encontrado en este
estudio, ya que la muestras sometidas a los tratamientos con agua tienen un ISA

menor que la muestra sin tratar.
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Cuadro 14. Propiedades funcionales del subproducto de naranja tratado con

ultrasonido
Propiedad funcional Naranja sin tratar | Con agua 3 min | Sonda 3 min 300 W
Capacidad de retencién de
6.22 £0.08 c 8.46+0.11b 8.83+0.09 a
agua(9/g9)

Hinchamiento (mL/g) 8.25+0.08¢c 9.72+0.21b 10.51+0.19a

indice de Absorcion de Agua
6.33+£0.07 b 8.10+0.16 a 7.94+0.12 a

(IAA; g de gel/g de muestra)

indice de Solubilidad en
1558+ 1.05a 5.00£0.95b 2.56£0.84 c
Agua (ISA; %)

Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma fila indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

7.2.6. Caracterizacion fisicoquimica del subproducto de naranja

El Cuadro 15 muestra los resultados para densidad aparente y real, porosidad,
capacidad de retencion de aceite y viscosidad. La densidad aparente de los
subproductos de naranja tratados fueron significativamente menores comparados
con la naranja sin tratar; El tratamiento con ultrasonido redujo este valor un 9 %; por
lo que esta propiedad no fue mejorada por efecto del ultrasonido. Para densidad
real no hubo ningan cambio, ni por hidratacion, ni por aplicacion de ultrasonido. Para
el caso de la porosidad, la muestra tratada con agua durante 3 minutos tiene la
porosidad mayor, seguida de la muestra tratada con ultrasonido y por ultimo la
muestra sin tratar.

Para capacidad de retencion de aceite, ambos tratamientos evaluados aumentaron
esta propiedad en los subproductos de naranja variedad March en un 24-34 %. Sin
embargo, el ultrasonido no mejor6 estas caracteristicas. Para viscosidad, las
muestras humedecidas y las tratadas con ultrasonido incrementaron en un 21-25 %

respecto a las muestras sin tratar, sin presentar diferencia por efecto del ultrasonido.
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Cuadro 15. Caracterizacion fisicoquimica del subproducto de naranja sometido a

ultrasonido

Propiedad fisicoquimica

Naranja sin tratar

Con agua 3 min

Sonda 3 min 300 W

Densidad aparente (g/mL)

0.656 + 0.004 a

0.566 + 0.003 ¢

0.594 +0.002 b

Densidad real (g/mL)

1.4292 + 0.0002 a

1.4295 + 0.0004 a

1.4294 + 0.0004 a

Porosidad (%) 54.09+0.32 ¢ 60.42 £ 0.18 a 58.42+0.12b
Capacidad de retencién de
_ 2.03+0.10c 2.72+0.14 a 252+0.14b
aceite (mL/g)
Viscosidad (cP) 1259 +1.03 b 1526 +1.25a 15.80+1.76 a

Datos expresados como media £ DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma fila indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

Las propiedades como la viscosidad pueden ser caracteristicas importantes en
términos de beneficios fisioldgicos. Las fibras viscosas son aquellas que tienen
propiedades formadoras de gel en el tracto intestinal, En general, las fibras solubles
tienen una viscosidad mas alta que las fibras insolubles (Slavin, 2013). Las fibras
solubles se caracterizan por su capacidad para aumentar la viscosidad del bolo
alimenticio, para reducir la respuesta glucémica y el colesterol plasmatico (Foschia
et al., 2013).

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos en la prueba de capacidad
de adsorcién de glucosa de las muestras (Cuadro 16). No se observaron diferencias
significativas entre las capacidades de adsorcion con agua 3 min y sonda 3 min 300
W. Sin embargo, sus capacidades de adsorcién fueron significativamente mayores
en comparacion con la naranja sin tratar, obteniéndose mejores resultados con la
muestra tratada ultrasénicamente. Esto puede atribuirse a que es la muestra que
tiene menos glucosa, consecuencia del tratamiento, por lo que libera menos glucosa

al sobrenadante.
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Cuadro 16. Capacidad de adsorcion de glucosa y glucosa enlazada del

subproducto sometido a ultrasonido

Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma columna con la

Glucosa
Muestra Disolvente Glucosa en el enlazada
sobrenadante (mMol/L)
(mMol/g)
Naranja sin tratar 476 £0.38 a
Con Agua 3 min Agua 1.08+£0.02b
Sonda 3 min 300 W 0.61+0.05b
Naranja sin tratar 9.52+0.29 a -4.52+0.32Db
Con agua 3 min Glucosa 5 mM 5.64+0.18b -0.64 £0.16 a
Sonda 3 min 300 W 5.23+£0.07b -0.23+0.08 a
Naranja sin tratar 15.16 £ 0.38 a -5.16 £0.42b
Con agua 3 min Glucosa 10 mM 10.66 £ 0.05 b -0.66 £0.04 a
Sonda 3 min 300 W 10.64 +£0.07 b -0.64 £ 0.03 a
Naranja sin tratar 24.38 £+ 0.53 a -4.38+£0.59b
Con agua 3 min Glucosa 20 mM 20.28£0.24 b -0.28 £ 0.24 a
Sonda 3 min 300 W 19.32+0.40Db 0.68+£0.44 a

misma gama de color indican diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

Por el contrario los valores de glucosa en el sobrenadante de la naranja sin tratar

son elevados, ya que esta muestra tiene mayor cantidad de azlUcares que son

liberados al entrar en contacto con el disolvente (Cuadro 12).

Se observa que la capacidad de adsorcion de glucosa de las muestras esta

directamente relacionada con la concentracion de glucosa disponible; esto también
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fue reportado por Gohil y Lele (2014) Las cantidades mas altas de glucosa se
unieron con la concentracion mas elevada de glucosa; esto también fue observado
por Ahmed et al. (2011). La mayor capacidad de adsorcion de las muestras puede
atribuirse a su contenido de fibra dietética, ya que tanto las fibras insolubles como

las solubles adsorben la glucosa (Adiotomre et al., 1990).

De acuerdo a los datos reportados por Chau et al. (2003), fibras provenientes de
naranja presentaron capacidades de absorcion de glucosa semejantes a las
mostradas en este estudio por la muestra tratada con ultrasonido tipo sonda por 3
min a 300 W y por la muestra tratada con agua durante 3 min. Esto es relevante, ya
que el polvo empleado en el estudio no esta compuesto solo por fibra como los
probados por Chau et al. (2003).

El efecto de las muestras sobre la difusién de glucosa se presenta en el Cuadro 17.
En el presente estudio, el movimiento de glucosa a través de la membrana de
didlisis se monitore6 desde los 60 min hasta los 240 min y se encontré que todas
las muestras tuvieron valores mas altos en comparacién con el control. Esto puede
atribuirse a que las muestran contienen azucares reductores que se disuelven en la
solucion de glucosa y se difunden a la solucién externa a través de la membrana de
dialisis.

Cuadro 17. Efecto de los subproductos tratados con ultrasonido sobre la difusion

de glucosa
Contenido de glucosa en el dializado (mMol/L)
Muestra
60 min 120 min 180 min 240 min

Control 1.35+001c 1.79+0.04c | 1.88+0.05d | 2.04+0.02¢c
Naranja sin tratar 1.83+0.05a | 225+0.04a | 2.39+£0.03a | 2.62+0.04 a
Con agua 3 min 1.57+0.05b 2.09+0.02b | 2.10+0.06b | 2.21+0.06b
Sonda 3 min 300 W 152+003bc| 201+0.04b | 203+0.04c | 2.03+£0.02cC

Datos expresados como media £ DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).
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Cabe destacar que la muestra tratada con ultrasonido tipo sonda por 3 min 300 W
tiene las concentraciones mas bajas de glucosa en comparacion con la naranja sin
tratar; nuevamente dicho efecto podria estar relacionado a la menor concentracion
de glucosa presente en el subproducto. Sin embargo, la informacion sugiere que el
subproducto tratado con ultrasonido no mejora la capacidad de enlazamiento de
glucosa.

El indice de retraso de didlisis de glucosa (GDRI) es un indice in vitro atil para
predecir el efecto de una fibra en el retraso en la absorcion de glucosa en el tracto
gastrointestinal (LOpez et al., 1996). Los datos obtenidos para las muestras
evaluadas en este estudio se muestran en el Cuadro 18.

En el presente estudio, los valores de GDRI aumentaron a lo largo del tiempo,
excepto en la naranja sin tratar, donde se encontré el GDRI mas alto a los 120 min.
A los 60 min, el GDRI de las muestras tratadas fue significativamente mayor que el
de la naranja sin tratar (-36.15%). Se observé una tendencia similar a 120, 180 y
240 min de incubacion. Las muestras tratadas tienen un porcentaje mayor de fibra
soluble, al solubilizarse los hidratos de carbono presentes en el sistema, aumenta
la viscosidad dentro de la membrana y con ello se crea una barrera que impide la

difusién de la glucosa al medio (Gorgue et al., 1992).

Cuadro 18. Efectos de los subproductos tratados con ultrasonido sobre el indice

de retraso de la didlisis de glucosa (GDRI)

GDRI
Muestra
60 min 120 min 180 min 240 min
Naranja sin tratar -36.15+4.26b |-2589+2.74b| -27.01+1.27b | -28.18 £0.66 C
Con agua 3 min -16.64+4.05a | -17.04+053a| -11.73+£1.16a | -8.37+0.00b
Sonda3 min300W | -1259+237a |-1228+0.32a| -7.95+0.22a | 0.72+0.25a

Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

El retraso en la difusidon de la glucosa también podria atribuirse al obstaculo fisico

gue presentan las particulas de fibra hacia las moléculas de glucosa y al
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atrapamiento de la glucosa dentro de la red formada por las fibras (Jenkins et al.,
1978; Lopez et al., 1996). Diversos autores reportan que los valores del GDRI
disminuyen a lo largo del tiempo (Ahmed et al., 2011; Gohil y Lele, 2014). En este
estudio se obtuvo una tendencia opuesta y valores negativos, lo que puede ser
causado por los azucares contenidos en la muestra que son liberados y disueltos
en la solucién de glucosa y la muestra empieza a absorber la glucosa del medio

hasta que llega al equilibrio.

Los datos del efecto de la adicion de las muestras en el sistema de fibra-almidén-a-
amilasa en la tasa de difusion de glucosa y el porcentaje de inhibicion de la a-

amilasa se muestran en los Cuadros 19 y 20.

Cuadro 19. Efecto de los subproductos tratados con ultrasonido sobre la

digestibilidad del almidon in vitro

Contenido de glucosa en el dializado (mMol/L)
Muestra

60 min 120 min 180 min 240 min

Control 1.00+0.15a | 1.45+009a | 1.72+0.11b | 1.83+0.06Db

Naranja sin tratar 095+0.12a | 1.52+0.16a | 206+0.11a | 2.16+0.11a

Con agua 3 min 1.01+011a | 153+0.13a | 1.77+0.11ab | 1.92+0.07 b

Sonda3min300W | 0.90+0.08a | 1.46+0.09a | 1.75+0.10ab | 1.91+0.08 b

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

En comparacion con el control positivo, la tasa de difusion de la glucosa en los
sistemas que contienen los subproductos fue igual en cada intervalo de tiempo.

El maximo porcentaje de inhibicidon de la enzima a-amilasa (%IAA) se obtuvo con la
muestra tratada con sonda por 3 min a 300 W a los 60 min de incubacion (14.81%);
valor similar a lo reportado por Chau et al. (2003). A partir de los resultados
obtenidos se observo que los valores del %IAA de todas las muestras generalmente
disminuian a medida que aumentaba el tiempo de incubacion, excepto en la muestra

tratada con agua por 3 min que tiene un comportamiento muy variante y su maximo

52




%IAA fue a los 180 min. También se ha reportado en estudios anteriores que los
valores de %IAA de las muestras de fibra disminuyeron con el tiempo (Chau et al.,
2003; Ahmed et al., 2011).

Cuadro 20. Efecto de los subproductos tratados con ultrasonido sobre el

porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa

% IAA
Muestra

60 min 120 min 180 min 240 min

Naranja sin tratar 0.04+505b | -6.63+7.04a | -17.33£1.98b | -16.88+3.36b

Con agua 3 min -6.75+£0.35b | -7.13+£0.95a -2.41 £0.67 a -3.85+1.18 a

Sonda3min300W | 1481 +294a | 260+0.83a 0.08+3.01a -3.70+1.24 a

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

Se sugiere que el efecto de la fibra dietética insoluble en la inhibicion de la difusion
de glucosa en el intestino delgado se debe a la adsorcién o inclusién de las
moléculas de azUcar mas pequefias dentro de la estructura de las particulas de fibra
(Jenkins et al., 1978; Nishimune et al., 1991). El retraso de la difusiéon de glucosa
también se debe a la inhibicion de la a-amilasa, limitando de este modo la liberacion
de glucosa del almidon. El retraso de la actividad de a-amilasa (Cuadro 20) y la
cinética de amildlisis (Cuadro 19) por la muestra de naranja tratada
ultrasénicamente podrian atribuirse a varios factores posibles, tales como la
concentracion de fibra, la presencia de inhibidores sobre fibras, la encapsulaciéon de
almidon y enzima por fibras, reduccion de la accesibilidad de la enzima al almidén
debido a la viscosidad y la adsorcion directa de la enzima sobre las fibras que
conduce a la disminucion de la actividad de amilasa (Gorgue et al., 1992; Ou et al.,
2001; Chau et al., 2003).
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7.2.7. Evaluacion sensorial de las muestras de subproducto de naranja sin
tratar y tratadas

Para determinar el efecto de los tratamientos en las propiedades organolépticas del
subproducto de naranja se realizd una evaluacion sensorial. Los datos se muestran
en el Cuadro 21, donde se puede observar que para los pardmetros evaluados no
hubo diferencia significativa en las muestras que fueron sometidas a un tratamiento
comparandolas con la muestra sin tratar. Sin embargo, los panelistas no entrenados
evaluaron el agrado global de las muestras como Ni me gusta ni me disgusta; por
lo que, se tendrian que buscar alternativas para mejorar el sabor y el agrado global

de los polvos.

Cuadro 21. Evaluacion sensorial de los subproductos de naranja

Agrado

Muestra Apariencia Color Olor Sabor
global

Naranja sin tratar | 6.33+154a |6.70+1.26a | 590+1.65a|4.00+1.89a |4.70x1.76a

Con agua 3 min 6.87+1.17a|6.33+1.18a|580+142a|487+208a|527+£191la

Sonda3min 300 W | 6.48+1.15a | 6.53+£090a |6.03+1.22a |4.23+157a|487+155a

Datos expresados como media + DE (n=3). Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). Escalade 1 a 9.

También se evaluaron los parametros de color amarillo, amargor, resabio y olor
aromatico de los polvos de naranja obtenidos en este estudio en un escala de 0 a
10, que significaban ninguno a notorio, respectivamente, y los datos se presentan
en el Cuadro 22. El tratamiento con agua durante 3 min disminuyo el color amarillo,
el sabor amargo, el olor aromético y el resabio del subproducto de naranja. El
tratamiento con ultrasonido tipo sonda a 300 W por 3 min también disminuyo estos
pardmetros; sin embargo, esta disminucidon es menor en comparacién que el
tratamiento con agua. Con estos resultados se puede concluir que la hidratacion
tiende a generar un producto de naranja mas insipido y con menor aroma, mientras

gue el ultrasonido mejora el sabor y conserva el aroma.

54




Cuadro 22. Evaluacién de atributos de los subproductos de naranja

Olor

Muestra Color amarillo | Sabor amargo Resabio "
aromatico

Naranja sin tratar 6.72+2.04 a 6.51+2.63a 6.29+2.33a 5.72+252a

Con agua 3 min 4.28+268Db 495+234Db 418+245Db 3.72+236b

Sonda3min300W | 5.38+1.65b 593 +2.08 ab 514+253ab | 546+2.18a

Datos expresados como media + DE. Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (a=0.05) (Prueba de Tukey-Kramer).

7.3. Ensayos invivo

Los pacientes con diabetes deben tener un control metabdlico 6ptimo, es decir,
mantener los niveles sanguineos basales de glucosa y lipidos, controlar la presion
arterial y evitar alteraciones renales, para prevenir y controlar las complicaciones
propias de la enfermedad. El propdsito de aminorar las complicaciones de la
diabetes representa una alternativa terapéutica de gran importancia, sobre todo por
los altos costos de sus tratamientos. Gracias a ello, la busqueda de alimentos
nutracéuticos es constante, ya que tienen la ventaja de que, ademas de ser mas
econdmicos, presentan menos efectos secundarios. Por lo anterior, para determinar
el posible efecto antidiabético del subproducto de naranja se realizaron ensayos in
vivo en un modelo de diabetes inducido con dieta alta en grasa y estreptozotocina
(ST2).

7.3.1. Efecto del subproducto de naranja sobre el consumo de alimento de
ratas diabéticas

La polifagia (incremento de apetito y el consecuente aumento en el consumo de
alimento), junto con la polidipsia (sed excesiva) y la poliuria (excrecion excesiva de
orina), son los tres principales sintomas tempranos de la diabetes faciles de

detectar.
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La Figura 4 corresponde a la cantidad promedio de alimento consumido por animal
de cada uno de los grupos de experimentacion (g/dia). Se puede observar que hay
una diferencia entre los grupos control, ya que desde un inicio y a lo largo de las
seis semanas los animales sanos consumen mas gramos de alimento con respecto
a los animales enfermos. Esto es debido a que los animales diabéticos tienen un
régimen de dieta alta en grasa, lo cual provoca que las ratas se sientan satisfechas

con menor cantidad de alimento.
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Figura 4. Consumo de alimento de ratas macho Wistar experimentales durante las

6 semanas de tratamiento
Los datos se expresan como la media + Error estandar (EE). Letras diferentes en cada semana
indican diferencia significativa (a=0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

En la primer semana, no existe diferencia significativa entre los dos grupos con los
tratamientos de fibras y el control diabético; sin embargo, en la segunda semana
hubo un aumento significativo en este consumo, con un valor de 10.42% para el
grupo suplementado con el subproducto de naranja sin tratar comparado con el
grupo control diabético. En la tercera semana, los grupos suplementados con fibra
tienen un menor consumo de alimento tomando como referencia al grupo control, la

naranja sin tratar redujo un 5% y el subproducto tratado con sonda disminuy6 9%.
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Aunque se observa la misma tendencia por el resto de las semanas, esta

disminucién no fue significativa.

7.3.2. Efecto del subproducto de naranja sobre el peso corporal de ratas
diabéticas

La relaciéon de peso corporal de las ratas diabéticas, desde el dia de la asignacion
de los grupos (semana cero) hasta el final del experimento se presenta en la Figura
5. En la semana dos se puede distinguir que los animales del control diabético y los
animales que fueron suplementados con el subproducto de naranja sin tratar son
estadisticamente diferentes, las ratas con el tratamiento tuvieron una menor
ganancia de peso de manera significativa en un 8 % en comparacion con el control
diabético. En la dltima semana de tratamiento, el grupo que tuvo el menor peso
corporal fue el grupo suplementado con el subproducto de naranja tratado con
ultrasonido; el grupo suplementado con el subproducto de naranja sin tratar y el
grupo tratado con ultrasonido fueron estadisticamente similares al del grupo
diabético.

El modelo de rata alimentadas con dieta alta en grasa con dosis baja de STZ (35
mg/kg) puede considerarse mas representativo del estado fisiopatoldégico de la
diabetes tipo 2 y va acompafado de un aumento marginal del peso corporal en
contraste con la pérdida catabdlica de peso corporal, caracteristica de la condicién

diabética producida por la dosis alta de STZ (Srinivasan et al., 2005).
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Figura 5. Peso corporal de ratas macho Wistar experimentales durante las 6

semanas de tratamiento

En la semana cero, las ratas diabéticas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos. Una semana antes
fue la induccién con STZ. Las ratas (excepto el control sano) consumieron una dieta alta en grasa
durante 5 semanas previo a la induccion y después de ésta Los datos se expresan como la media +
EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia significativa (a=0.05) con la prueba de
Tukey-Kramer.

En individuos obesos, la acumulacion de grasa abdominal produce liberacién de
acidos grasos a través de la vena porta y ocasiona un exceso de sintesis hepatica
de triglicéridos, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. La grasa tisular tiene
aparentemente dos mecanismos en la fisiopatologia de la diabetes. Por un lado,
aumenta la demanda de insulina y por otro, en individuos obesos aumenta la

resistencia a la insulina y, por consiguiente, la hiperinsulinemia (Chan et al., 1994).

7.3.3. Efecto del subproducto de naranja sobre la concentracion de
glucosa sanguinea de ratas diabéticas

La STZ genera citotoxicidad sobre las células 3 del pancreas, debido a su afinidad por
estas células; su mecanismo de accién se basa en la generacion de radicales libres que
causan la fragmentacion del ADN, generando la destrucciéon progresiva de las células
B-pancreaticas, y reduciendo asi la produccién y secrecion de insulina. Lo anterior

provocara una disminucion en la incorporacion de la glucosa en tejidos periféricos,
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como el adiposo y muscular y, por lo tanto, un incremento en la glucemia (Ling, 2001;
Szkudelski, 2001; Srinivasan et al., 2005).

En la Figura 6 se presentan las concentraciones de glucosa sanguinea de los
animales en ayuno a lo largo de las semanas de tratamiento. Se puede observar
que en la semana 0 existe una diferencia significativa entre el grupo control sano y
diabético, confirmandose la presencia de la enfermedad. Los datos son similares a
lo reportado en animales sanos por Yin et al., (2011), donde las concentraciones de
glucosa en sangre en ayunas oscilan entre 70-100 mg/dL; con valores mayores se

consideran animales con alteraciones.

La diabetes es una enfermedad progresiva, incrementando los niveles de glucosa a
través del tiempo. El grupo control diabético presenté valores de glucosa promedio
de 287 mg/dL al inicio, y después de 5 semanas, los animales presentaron niveles

de 338 mg/dL, un grado mas avanzado de la enfermedad.
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Figura 6. Concentracion de glucosa sanguinea en sangre periférica de ratas macho

Wistar experimentales durante las 5 semanas de tratamiento antes del sacrificio.
En la semana cero, las ratas diabéticas se dividieron aleatoriamente en 3 grupos. Una semana antes
fue la induccién con STZ. Las ratas (excepto el control sano) consumieron una dieta alta en grasa
durante 5 semanas previos a la induccién y después de ésta. Los datos se expresan como la media
+ EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia significativa (a=0.05) con la prueba de
Tukey-Kramer.
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Se puede observar que los grupos de animales alimentados con una dieta alta en
grasa suplementada con fibra tuvieron una reduccion en la concentracién de la
glucosa sanguinea en la ultima semana de tratamiento, en comparacion con el

control diabético. Sin embargo, no fue significativa.

Al realizar la determinacion de glucosa en suero colectado en el sacrificio de las
ratas del experimento in vivo, observamos diferencia significativa entre el control
sano y los animales diabéticos, confirmando la hiperglucemia caracteristica de la
enfermedad. Sin embargo, los grupos tratados con los subproductos no tuvieron

diferencia significativa con el control diabético (Cuadro 23).

Cuadro 23. Determinacion de glucosa en suero de ratas macho Wistar
experimentales después del sacrificio.

Grupo Glucosa en suero
Sano 86.39+ 9.39D
Diabético 274.64 £ 48.54 a
Naranja sin tratar 261.74 +33.44 a
Sonda 3 min 300 W 270.48 + 33.24 a

Los datos se expresan en mg/dL y representan la media £ DE. Letras diferentes en la columna
indican diferencia significativa (a = 0.05) con la prueba de Tukey-Kramer

7.3.4. Efecto del subproducto de naranja sobre el tamafio de los islotes de
Langerhans de ratas diabéticas

Se realizé un analisis histopatologico del pancreas con el objetivo de observar el
efecto de los tratamientos sobre el tamafio de los islotes de Langerhans, los cuales
corresponden a la porcion enddcrina del pancreas; las hormonas mas importantes

que producen son la insulina y el glucagon.

En la Figura 7 se muestran ejemplos de las microfotografias representativas de los
cortes realizados sobre el pancreas de los animales en estudio. A partir de este tipo
de imagenes se tomaron las mediciones del eje mayor de cada islote y se calculd
un promedio por cada grupo de experimentacion. Los resultados se presentan en el

Cuadro 24 y se expresan como unidades arbitrarias.
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Figura 7. Microfotografias representativas del analisis histopatolégico de los islotes
de Langerhans de ratas macho Wistar experimentales. A: grupo sano; B: grupo
diabético; C: grupo suplementado con el subproducto de naranja sin tratar; D: grupo

suplementado con el subproducto de naranja tratado con ultrasonido. Todas las
microfotografias tienen un aumento de 300X.

En la Figura 7-A se puede observar el islote de una rata sana, el cual se puede
tomar como referencia de un islote sin dafio o alteraciones, con un tamaifio de 10.05
unidades arbitrarias en promedio. La Figura 7-B pertenece al pancreas de un
animal diabético, en la cual se puede ver una disminucion significativa en el tamafio
del eje con un valor de 2.38 unidades arbitrarias; visiblemente existe un menor
namero de células, ademas de presentar rompimientos en la estructura y dafos.
Esto se debe a que el pancreas es un tejido muy susceptible al dafio oxidativo
producido por la STZ, y altos niveles glucosa provocan un incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs). Aunado a lo anterior, las
células 3 tienen baja expresion de enzimas antioxidantes en comparacién con otro

tipo de células, por lo que el dafio es mayor (Tiedge et al., 1997).

Cuadro 24. Efecto del subproducto de naranja tratado con ultrasonido en los

islotes de Langerhans

Sano Diabético Naranja sin tratar | Sonda 3 min 300 W
~ Namerode 1456719484 |12.00+4.07b| 1275+4.98b 15.14 +4.49 b
islotes por corte
Tamarfio de los
islotes de 10.05+1.48a| 7.67+1.13b 561+1.03¢c 6.36 £1.17c
Langerhans

Los datos representan la media + DE. Letras diferentes en la misma fila indican diferencia
significativa (a=0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.
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En ninguno de los tratamientos se observd un aumento significativo en el tamafio
de los islotes en comparacion con el control diabético; de hecho los grupos
suplementados con el subproducto de naranja mostraron valores menores; sin
embargo, en la cuantificacion de islotes de Langerhans por corte se observa un
incremento no significativo en el nUmero de éstos cuando se compara contra el

control diabético (Cuadro 24).

Debido a que tampoco se observo efecto en el tamafio de los islotes, los
subproductos de naranja no tienen la capacidad de proteger a las células B del

pancreas.

7.3.5. Efecto del subproducto de naranja sobre marcadores de dafio renal
de ratas diabéticas

La nefropatia diabética es una complicacion de la diabetes; es un proceso
patoldgico irreversible y progresivo que culmina con la insuficiencia renal crénica
(Martin-Lopez et al.,, 2002). Una de las caracteristicas es la hipertrofia de los
rifones, por lo que en este experimento se tomd en cuenta como un indicador del

control de esta complicacion el peso relativo de los rifiones.

En el Cuadro 25 se encuentran los resultados para este parametro, en donde se
puede observar que el peso relativo de los rifiones de las ratas diabéticas no fue
estadisticamente mayor al de las ratas sanas, con un valor de 0.0066 y 0.0060

respectivamente.

Por otro lado, los grupos de ratas diabéticas a los que se les incorporé en su dieta
el subproducto de naranja tratado y sin tratar no mostraron diferencia significativa al
ser comparado con el grupo control diabético. Sin embargo, el Unico grupo diabético
gue fue estadisticamente mayor al grupo control sano, fue el grupo de animales
diabéticos que fueron suplementados con el subproducto de naranja sin tratar. Esto
puede ser consecuencia de los altos niveles de glucosa, al estrés oxidativo y a
interrelaciones hormonales en las que se implica a la hormona de crecimiento, el

glucagon, la insulina, las catecolaminas y el sistema renina-angiotensina, ya que
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producen cambios morfolégicos caracterizados por el aumento de tamafo de los

rilones en general, y de los glomérulos en particular, con aumento de la superficie
de filtracion (Viberti, 1979).

Cuadro 25. Parametros de dafio renal en ratas macho Wistar experimentales

Peso relativo de o o
Grupo N Creatinina? Urea? Acido Urico?
los rifiones?
Sano 0.0060 + 0.0008 b |1.11+£0.22b [44.00+9.09a |057+x0.14c
Diabético 0.0066 + 0.0009 ab | 1.22+0.15b |20.62+4.04c |0.75+£0.17 bc
Naranja sin tratar | 0.0075+0.0012a |1.59+0.08a | 2556+7.12bc |1.36+0.18a
Sonda 3 min 300 W | 0.0067 £0.0005ab |1.11+£0.07b | 37.24+4.76ab | 0.97+0.30b

Los datos representan la media + DE. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
significativa (a=0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

1Peso relativo= (Peso del rifibn/peso corporal).

2Resultados expresados en mg/dL.

En una condicién normal, los rifiones filtran la sangre para eliminar los productos de
desecho, como la creatinina y urea, para posteriormente desecharlos en la orina; si
los rinones no funcionan bien, ambos elementos se acumulan en suero. La
creatinina es un producto de la descomposicién de la creatina, la cual es eliminada
por la orina. Este compuesto se utiliza como marcador en la diabetes como medida
del funcionamiento renal; si el nivel de creatinina sérica es alto, es posible que esté

presente un dafio en la funcién renal (Bazari et al., 2007).

En el Cuadro 25 se muestra la cuantificacién de creatinina en suero. El grupo sano
y el grupo diabéticos son similares. Se encontrd una diferencia significativa entre el
grupo control diabético y el grupo de animales diabéticos suplementados con el
subproducto de naranja sin tratar, con un valor de 1.22 y 1.59 respectivamente. Esto
es debido a que en un organismo diabético existe un dafio a nivel del tibulo proximal
y se ve alterada su funcion de reabsorcion, por lo que la creatinina, un metabolito
de desecho, se reabsorbe con lo cual aumenta su concentracion en suero. Por lo
gue podriamos decir que el grupo de las ratas diabéticas suplementadas con el

subproducto de naranja sin tratar tiene un nivel mas avanzado de la enfermedad,
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mientras que los animales suplementados con el subproducto de naranja tratado

con ultrasonido fueron similares a los controles diabéticos.

Otro parametro que también se evalla para determinar si existe dafio renal es la
urea, ésta se sintetiza en el higado como producto de desaminacion de los
aminoacidos y se excreta en la orina (Caravaca et al., 1996). Los datos obtenidos
en el estudio nos muestran que el grupo control sano es estadisticamente igual al
grupo diabético suplementado con el subproducto de naranja tratado con

ultrasonido, teniendo valores similares a lo reportado por Eidi et al., (2006).

El &cido urico es el producto final del metabolismo de las purinas. Cuando este
compuesto esta en contacto con altos niveles de sodio, forma cristales de urato
monosadico que son la estructura biologica activa del 4cido Urico. Los cristales se
reabsorben en los tubulos del rifidn, pero si existe alguna alteracion estructural a
nivel tubular, principalmente asociado a la generacién de productos de glucosilacion
avanzada, los cristales no son excretados a través de la orina y quedan circulando
en torrente sanguineo (Torres-Vilora y Zacarias-Castillo, 2002; Jiménez Cocco et
al., 2003). Los resultados (Cuadro 25) muestran que no hay diferencia significativa
en las concentraciones de acido urico en suero entre los grupos control sano y
diabético. Sin embargo, el grupo que fue suplementado con el subproducto sin tratar

tiene un valor superior al control diabético.

En una insuficiencia renal progresiva hay una retencion de urea, creatinina y acido
arico en sangre, las ratas diabéticas que tuvieron una dieta alta en grasa
suplementada con el subproducto de naranja sin tratar muestran los niveles mas
elevados de creatinina y acido Urico y los rilones con un mayor peso relativo, con
lo que podriamos decir que tienen un nivel mas avanzado de la enfermedad con un

mayor dafio.

Cabe destacar que el tratamiento con subproducto de naranja que no fue sometido
a tratamiento produce mas alteraciones en rifidn que el control diabético; mientras

que, el subproducto de naranja tratado con ultrasonido no presenté este efecto.
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8. CONCLUSIONES

El tratamiento con ultrasonido con un sistema tipo bafio no increment6 las
propiedades funcionales del subproducto de naranja, mientras que el tipo sonda
mejoro las propiedades de hidratacion. Esto pudiera estar relacionado a la mayor

potencia usada en este Ultimo sistema.

Al emplear un sistema tipo sonda, la cavitacion provocOd modificaciones de la
estructura de la matriz y esto se confirmé con el contenido mayor de fibra soluble,
dicho efecto podria explicar el aumento de viscosidad, la capacidad de
hinchamiento y la inhibicion de la enzima a-amilasa en las muestras tratadas. Sin

embargo, el ultrasonido disminuy6 el contenido de fenoles y flavonoides totales.

Los animales diabéticos tratados con el subproducto modificado con ultrasonido no
presentaron una mejoria en el peso corporal, glucosa sanguinea y en la proteccion
de las células B-pancreaticas. Mientras que el subproducto de naranja sin tratar
incrementd los niveles de creatinina y acido arico, con lo cual las ratas tuvieron un
mayor dafio de la enfermedad. El subproducto de naranja tratado con ultrasonido

no produjo ninguna alteracion mayor al ser comparado con el grupo diabético.

El tratamiento con ultrasonido del subproducto de naranja a las condiciones
evaluadas, a pesar de que incremento la concentracion de fibra soluble y viscosidad,
no es una alternativa viable para mejorar las propiedades antidiabéticas de este

material.
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