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RESUMEN

En México, las industrias de jugos tienen un rendimiento de sus procesos
entre el 40-80% y sus remanentes son considerados desechos. Estos residuos
son ricos en fibra y antioxidantes, ambos con beneficios a la salud. En este
trabajo, se realiz6 una caracterizacion nutracéutica de los subproductos de mango,
guayaba, durazno y manzana de una empresa productora de jugos; ademas de
una evaluacién antiobeségenica en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa
y fructosa. El subproducto de guayaba present6 el mayor contenido de fibra
dietaria total (78.4%), conformada en su mayoria por fibra dietaria insoluble (FDI).
Los residuos de mango y durazno presentaron los mayores contenidos de fibra
dietaria soluble (FDS); obteniendo la mejor relacion de FDI:FDS, mayor
concentracion de carotenoides y cuatro veces mas cantidad de compuestos
fendlicos comparado con los residuos de guayaba y manzana. El contenido de
polifenoles no extraibles fue mayor en mango y guayaba, principalmente taninos
condesados. El subproducto de mango presentd la mayor capacidad antioxidante
evaluada por el método del DPPH y de actividad antinitrosativa (Clso=14.4 + 4.2y
18.87 + 0.4 ug/mL, respectivamente). En el estudio in vivo se encontré6 que
después de 14 semanas de tratamiento con dietas suplementadas con 4% de fibra
de los subproductos, los animales del grupo de guayaba presentaron la menor
ganancia de peso (8%). Mango y durazno mejoraron los niveles de glucosa
sanguinea, no se observaron cambios para triglicéridos. Se evaluaron enzimas de
funcidon hepdatica: aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa
(ALT) y fosfatasa alcalina (FA). Los animales del grupo obeso presentaron un
contenido significativamente mayor de FA y los subproductos de mango y guayaba
disminuyeron la actividad de esta enzima, por lo tanto podria presentarse una
mejora hepatica. Por lo tanto los subproductos pueden ser utilizados para el

control de algunas complicaciones de la obesidad.

(Palabras claves: Obesidad, fibra antioxidante, subproductos)



SUMMARY

In Mexico, juice and nectar industries have efficiency between 40-80%, and the
remnants are agroindustrial wastes. These residues are rich in fiber and
antioxidants, both with health benefits. A nutraceutical characterization of mango,
guava, peach and apple by-products were carrying out, as well as an in vivo study
for their antiobesogenic evaluation in rats fed with high-fructose and high-fat diet.
Guava by product had the highest content of total dietary fiber (78.4%) and
consisted mostly of insoluble dietary fiber (IDF). Mango and peach presented the
highest content of soluble dietary fiber (SDF), getting the best ratio of FDI:FDS;
higher concentration of carotenoids and four times the amount of phenolic
compounds compared with guava and apple. The nonextractable polyphenols were
higher in mango and guava, mainly condensed tannins. Mango by-product had the
highest antioxidant capacity by the DPPH assay and antinitrosative activity (ICso =
14.4 £ 4.2 y 18.87 £ 0.4 ug/mL, respectively). In the in vivo test, 14 weeks after of
treatment with diets supplemented with 4% fiber by-products, the animals of the
guava group had the lowest weight gain (8%). Mango and pech improved the blood
glucose; it was not observed effects on triglycerides. The liver function enzymes
were evaluated: alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST) and
alkaline phosphatase (AP). Animals in the obese group had a significantly higher
content of AP, and the treatments f mango and guava decreased the activity of this
enzyme, therefore it may show improvements in liver function. Therefore the by-

products may be used to control some complications of obesity.

Keywords: Obesity, antioxidant fiber, by-products
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l. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad multifactorial producto de wun
desequilibrio entre la ingesta dietaria y el gasto energético, involucrando un
incremento en la masa del tejido adiposo, y presentando complicaciones como
resistencia a la insulina, dislipidemia, higado graso no alcohdlico y aumento en el

riesgo de enfermedad cardiovascular (Sikaris, 2004).

Existen varias maneras de prevenir esta enfermedad entre las que
destaca un estilo de vida saludable que incluye un incremento de la actividad fisica
y una dieta equilibrada: En esta ultima debe de haber un aporte adecuado de
todos y cada uno de los nutrientes que el cuerpo necesita incluyendo la ingesta de
fibra dietaria. Diversos estudios han demostrado la relacion que existe entre la
fibra dietaria y la prevencién y/o tratamiento complementario de la obesidad (Wang

y col., 2007; Isken y col., 2010; Papathanasopoulos y Camilleri, 2010).

La fibra puede disminuir el peso corporal a través de diferentes
mecanismos fisioldgicos (Pereira y Ludwig, 2001). Las fibras solubles debido a su
viscosidad, forman geles que dificultan la absorcion de nutrientes, disminuyen el
vaciado gastrico, reducen la glucosa postprandial y los niveles de colesterol total y
colesterol LDL (lipoproteina de baja densidad); ademas mejoran la sensibilidad a
la insulina (Song y col., 2000). Las fibras insolubles por su parte han demostrado
tener efecto en la disminucion de la ganancia de peso corporal, mejoran la
sensibilidad a la insulina y aumenta la oxidacién de acidos grasos (Isken y col.,
2010).

Una fuente alternativa de fibra dietaria lo constituyen los subproductos
agroindustriales. Estos se generan continuamente en grandes proporciones en las
industrias, por lo tanto causan un impacto ambiental considerable y un gran
detrimento economico para las empresas, pues deben invertir recursos en su

disposicion final. Un claro ejemplo de esta situacion son los desechos



agroindustriales generados en la elaboracion de jugos. Estos se caracterizan no
solo por su alto contenido de fibra dietara total, sino que ademas presentan
compuestos bioactivos, como lo son los carotenoides y los compuestos
polifendlicos; entre los que destacan &cidos fendlicos, flavonoides, taninos
condensados e hidrolizables (Jomova y Valko, 2013; Sharma, 2014). Por lo tanto,
este tipo de desechos podrian ser canalizados como fuente de estos compuestos
bioactivos, disminuyendo asi el problema de su disposicion final y aumentando su

utilidad en beneficio a la salud.

En este trabajo se evaluaron algunas caracteristicas funcionales de
subproductos de manzana, durazno, guayaba y mango de una empresa
productora de jugos. Asi mismo se determinaron sus efectos sobre el control del
peso y las complicaciones asociadas a la obesidad en un modelo de animales

alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa.



. ANTECEDENTES

2.1 Metabolismo y Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica de origen multifactorial, se
presenta por una gran acumulacion de triacilgliceroles, que son el resultado de un
consumo excesivo de energia en comparacion al gasto energético. Su etiologia es
multifactorial e involucra una compleja interaccion entre factores genéticos y

ambientales (Nammi y col., 2004).

El tejido adiposo es un érgano complejo, metabdlicamente muy activo y
endocrino (Kershaw y Flier, 2004) que esta involucrado en procesos metabdlicos
importantes para la salud humana como lo son: angiogénesis, adipogénesis,
lipogénesis, produccion de factores de crecimiento, metabolismo de esteroides,

entre otros (Bays, 2011).

Es asi como este tejido desempefia un papel muy importante en la
regulacion de la homeostasis energética, sensibilidad a la insulina y metabolismo
tanto de lipidos como de hidratos de carbono, todo esto mediante hormonas y
péptidos producidos y secretados por los adipocitos (Bliher y col., 2002). A su
vez, el tejido adiposo es el encargado de almacenar la mayor cantidad de energia
en el cuerpo. Entre sus funciones destacan la sintesis y almacenamiento de
triglicéridos, cuando hay un exceso de energia; o la hidrélisis de estos para
generar &cidos grasos, cuando hay carencia de dicha energia (Ahmadian y col.,
2007).

Los triglicéridos pueden ser sintetizados o transportados al adipocito. La
sintesis es a través de la lipogénesis de novo a partir de precursores no lipidicos o
por acidos grasos libres (AGL) del plasma. Por otro lado, los triglicéridos que son
transportados provienen de los quilomicrones y de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), las cuales debido a su gran tamafio deben ser hidrolizadas en el
espacio luminal para poder atravesar el revestimiento endotelial del tejido adiposo.
Esta hidrélisis es catalizada por la lipoprotein lipasa (LPL), la cual produce de esta



manera la liberacion de acidos grasos que son transportados a los adipocitos para

luego ser esterificados a triglicéridos (Lafontan y Langin, 2009).

2.2 Complicaciones de la obesidad

El tejido adiposo, especificamente los adipocitos, almacenan la mayor
cantidad de lipidos del cuerpo, incluyendo los triacilglicéridos y el colesterol libre.
El incremento en la masa grasa se manifiesta como el aumento de lipidos
intracelulares, que se evidencia en el aumento del tamafio (hipertrofia) y en el
namero de adipocitos (hiperplasia) (Figura 1) (de Ferranti y Mozaffarian, 2008). La
acumulacion excesiva de tejido adiposo, debido a un aumento en la cantidad
almacenada de lipidos, promueve efectos patogénicos sobre este, lo que se
conoce como adiposopatia (Bays y col., 2013), ocasionando alteraciones en el

sistema endocrino e inmunologico.

Desequilibrio energético

— v o~

Exceso de hidratos Exceso de Exceso de hidratos
de carbono de la grasa/quilomicrones de carbono de la
dieta de la dieta dieta
Adipocito
Hipertrofiae
Célula beta hiperplasia I-!egat,ocit_o
Resistencia a la . i Llpogene3|§_
insulina Disfuncidn celular Estgatohepatltls
Estrés oxidativo Resistencia a la
Apoptosis insulina
Adipocinas ACIdC.)S .Medladon.as
grasos libres inflamatorios

A 2 v i

A 4

Musculo
cardiaco

Musculo

" Endotelio
esquelético

Figura 1. Consecuencias del desequilibrio energético. (Adaptado de: de Ferranti y
Mozaffarian, 2008)



Las consecuencias del desequilibrio energético son producidas por un
exceso de lipidos postprandiales y glucosa circulante en el flujo sanguineo. Estos
son tomados por el pancreas, higado y tejido adiposo. Los adipocitos almacenan
triglicéridos en gotas de grasa y producen hipertrofia de esta célula. Estas
exposiciones en exceso provocan disfuncion celular manifestada como
anormalidades en adipocinas, aumento en la circulacion de acidos grasos libres y
un estado proinflamatorio. Estas a su vez afectan el musculo esquelético
(acumulacién de lipidos, resistencia periférica a la insulina), musculo cardiaco
(deposiciéon de lipidos) y disfuncion endotelial. La exposicion de las células 8 al
exceso de nutrientes promueve la resistencia a la insulina; la exposicion de los
hepatocitos al exceso de grasas e hidratos de carbono provoca esteatohepatitis y

resistencia a la insulina (Figura 1).

2.2.1 Obesidad y dafio hepéatico

El higado es un érgano clave en el metabolismo de lipidos y glucosa, asi
como en el control del balance energético y el peso corporal. En la obesidad estas
funciones se ven afectadas y dicho 6rgano comienza a ser blanco de
enfermedades como higado graso no alcohdlico asociado a esteatosis, e
inflamacién, que a su vez promueven hepatitis C y enfermedad hepatica alcohdlica
(Corey y Kaplan, 2014). La esteatosis hepatica es causada por la acumulacion de
triglicéridos en el interior de los hepatocitos a causa de un desequilibrio entre su

sintesis y su secrecién al torrente sanguineo (Brea y col., 2011).

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (HGNA) vy la
esteatohepatitis no alcoholica (EHNA) son una de las causas mas frecuentes de
enfermedad hepatica en el mundo. La HGNA se define por la acumulacion
excesiva de triglicéridos (esteatosis) en el higado (> 5% de los hepatocitos) y se
asocia con diversas formas de dislipidemias como la hipertrigliceridemia (Assy y
col.,, 2000). En la EHNA, ademas del exceso de grasa (esteatohepatitis), se
presenta dafo e inflamacién de los hepatocitos, representando de esta manera la

forma histolégica mas severa de la enfermedad (WGO, 2012), la cual tiene un



gran potencial para progresar a cirrosis, insuficiencia hepatica en fase terminal y

carcinoma hepatocelular (Kleiner y Brunt, 2012).

La HGNA esté fuertemente asociada con resistencia a la insulina, diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemia y obesidad (Armutcu y col., 2013). Durante esta ultima
se presenta un aumento en el transporte de acidos grasos al higado, estos son
provenientes de la dieta o de la lipdlisis del exceso de tejido adiposo, caracteristico
de esta enfermedad. La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia ocasionan un
aumento de la lipogénesis de novo, que terminan por agravar la esteatosis (Ferré
y Foufelle, 2010).

Una forma de evaluar la HGNA es midiendo la actividad de enzimas como
la alanino aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST), las
cuales pueden llegar a superar 15 veces los valores de actividad normales.
También suele aumentarse la fosfatasa alcalina (ALP). Estas enzimas son
componentes normales del higado y cuando las células se dafian, estas se lisan y
liberan su contenido al torrente sanguineo, por ello es que un incremento en la
concentracion de estas enzimas se relaciona con dafio hepético, ademas no

tienen ninguna funcion conocida fuera del higado (Amacher, 1998).

2.2.2 Prevencion de la obesidad

A pesar de que la obesidad tiene muchas causas ya sea individuales o
poblacionales, la sobrealimentacion, la baja actividad fisica y en general el estilo
de vida son los que determinan la magnitud del problema (Hernandez-Jiménez,
2004). Es por ello que entre las alternativas existentes y recomendadas para la
prevencion del sobrepeso y la obesidad se encuentran las farmacolégicas, la
cirugia bariatrica y un estilo de vida saludable que incluye actividad fisica y buenos

habitos de alimentacion.

Dentro de los habitos de alimentacion, se recomienda el consumo de
alimentos bajos en grasa y carbohidratos simples, asi como alimentos
nutracéuticos con alto contenido de fitoesteroles, fibra dietaria y compuestos

fendlicos.



2.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fenolicos son los metabolitos secundarios mas
importantes producidos por las plantas y se encuentran en altas concentraciones
en las frutas. Se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con uno o
mas grupos hidroxilo. Presentan una estructura muy variada, desde moléculas
simples, como fenoles, a sustancias de alto grado de polimerizacion como los
taninos condensados. La estructura quimica de los compuestos fendlicos los hace
adecuados para poseer una accion antioxidante ya sea como captadores de
radicales libres, como quelantes de iones metélicos o mediante la interrupcion de

cadenas de peroxidacion (Saura y Jiménez., 2001).

2.3.1. Clasificacion de compuestos polifendélicos

Los polifenoles se pueden clasificar en é&cidos fendlicos, flavonoides,
lignanos vy estilbenos (Figura 2). Los acidos fendlicos se dividen en dos clases,
derivados del acido benzoico y del acido cinamico. Los acidos hidroxibenzoicos
incluyen acido galico, acidos p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico vy
protocatecuico, los cuales forman parte de estructuras mas complejas como los
taninos hidrolizables (Pandey and Rizvi, 2009). Los &cidos hidroxicinAmicos son
mucho mas comunes e incluye los acidos cumarico, cafeico, feralico y sinapico
(Dykes y Rooney, 2007), se encuentran ampliamente distribuidos dentro de las

fruta maduras y especialmente la piel.

Los flavonoides son el grupo mas grande de compuestos fendlicos y los
mas abundantes en la dieta humana, su estructura consta de dos anillos
aromaticos conectados por tres atomos de carbono. Se clasifican en seis
subclases principales: antocianinas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, que
pueden estar en forma monomérica o polimérica conocida como proantocianidinas
0 taninos condensados; flavonas e isoflavonas (Bahadoran y col.,, 2013). Su
principal actividad biologica, que esta relacionada con la capacidad antioxidante,
depende del niumero y la ubicacion de los grupos hidroxilos libres sobre la cadena
(Lupeay col., 2008).
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Figura 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos (Pandey y Rizvi, 2009).

Los lignanos son mondémeros y dimeros del acido hidroxicinamico y
también del alcohol cinamico, propenilbenceno y alilbenceno; muchos de ellos son
considerados como fitoestrogenos (Pandey y Rizvi, 2009). Los estilbenos son
hidrocarburos aromaticos que contienen dos restos fenilo conectados por un
puente metileno de dos carbonos. Es muy baja su presencia en la dieta y en las
plantas son sintetizados s6lo en respuesta a infeccion o lesion (Pandey y Rizvi,
20009).

2.3.2 Metabolismo y actividad biolégica de los compuestos fendlicos

Posterior a su consumo, la biodisponibilidad en el organismo de los
compuestos fendlicos depende del proceso de elaboracién del alimento, del tipo
de matriz en el que se encuentran retenidos, de la digestion gastrointestinal, la
absorcion y el metabolismo del individuo. Durante el proceso de digestion, los
glicosidos son hidrolizados a sus correspondientes agliconas y los polifenoles de
bajo peso molecular son absorbidos directamente en el intestino delgado. Los
restantes son hidrolizados por la microflora del colon, luego son conjugados por
metilacidn, sulfatacion o glucuronidacion en las células intestinales y mas tarde en
los hepatocitos. Posteriormente llegan al tejido diana y realizan su actividad
biolégica; los derivados de este proceso son excretados a través de la bilis y la
orina (Bahadoran y col., 2013).



Entre las actividades biologicas de los compuestos fendélicos destacan su
capacidad de estabilizar radicales libres, regular la apoptosis e inducir enzimas
antioxidantes (Han y Loa, 2007). Ademas, se ha reportado que modulan el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, atentdan la hiperglucemia, debido a que
reducen la absorcion intestinal de los carbohidratos ingeridos, modulan las
enzimas implicadas en el metabolismo de la glucosa, y estimulan la secrecion de

insulina (Bahadoran y col., 2013).

Se ha demostrado que los compuestos polifendlicos disminuyen la
obesidad a través de varios mecanismos como la (a) disminucion en la ingesta de
alimentos, por ejemplo la epigalocatequina-3-galato (EGCG) a través de un
aumento en la produccion y liberacion de la hormona colecistoquinina que tiene
efectos supresores del hambre (Moon y col., 2007). (b) Disminucion de la
lipogénesis, pues disminuye la digestion y absorcion de lipidos provenientes de la
dieta al inhibir enzimas digestivas; ademas reduce la emulsificacion de estos
(Wang y col., 2006). (c) Aumento de la lipdlisis y estimulacién de la B-oxidacion de
acidos grasos a través de la sobre-regulacion de la lipasa sensible a la hormona,
UCPs, CPT-1y PGC-1a (Lasa y col., 2012; Lee y col., 2009). (d) Inhibicion de la
diferenciacion y el crecimiento de los adipocitos, pues disminuye la proliferacién de
los pre-adipocitos, induce su apoptosis y promueve el arresto al ciclo celular (Chan
y col., 2011) y (e) disminucién de las respuestas inflamatorias y supresién del
estrés oxidativo; el EGCG, la curcumina y el resveratrol inhiben la expresion y
secrecion de resistina proinflamatoria, PAI-1, IL-6, TNF-a, MCP-1 y MMPs, lo cual
se puede atribuir en parte a la inactivacion de NF-kB (Lu y col., 2012; Kang y col.,
2010).

Jadeja y Devkar (2014) han reportado el efecto benéfico de los polifenoles
y flavonoides (baicalina, resveratrol, curcumina, polifenoles del café, miricetina,
catequinas, herperidina, quercetina, naringenina y rutina) en el tratamiento de la
esteatohepatitis no alcohdlica. Esto se debe a la habilidad que presentan estos
compuestos para disminuir la concentracion de lipidos hepaticos (aumento de la B-

oxidacion), aumento en la fosforilacion de AMPK y disminucién de la regulacion de
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genes involucrados en la lipogénesis (acetil-CoA carboxilasa, sintasa de acidos
grasos y SREBP-1c), reduccion del estrés oxidativo sistémico y hepatico (a traves

del sistema de glutation).

2.4 Carotenoides

Los carotenoides son una clase de pigmentos terpenoides con 40 atomos
de carbono formados por 8 unidades de isoprenoides unidas de forma que la
secuencia se invierte en el centro de la molécula. Es decir, la union de dichas
unidades es "cabeza-cola", excepto en el centro de la molécula, donde es
"cabeza-cabeza". La mayoria contienen anillos en uno o ambos extremos de la
molécula, aunque también existen algunos que son aciclicos. Dependiendo de los
elementos quimicos que se presenten se pueden dividir en dos grupos (Figura 3),
los carotenos, que son hidrocarburos, y las xantofilas, que contienen atomos de
oxigeno, que puede estar presente como grupos hidroxilo, metoxilo, epdxido,

carbonilo, carboxilo, acetona, sulfato y lactona (Meléndez y col., 2007).

OH
2 T T 2 S =N e
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Carotenos

Figura 3. Clasificacion de los carotenoides (Meléndez y col., 2007)

2.4.1 Metabolismo y actividad bioldgica de los carotenoides

Los carotenoides son liberados de la matriz del alimento gracias a la
masticacion, la accién del estbmago y la eficacia de las enzimas digestivas. Luego
forman vesiculas lipidicas junto con la grasa de la dieta, debido a la accién de las
sales biliares y las lipasas pancreaticas, para posteriormente ser absorbidas, por
las células de la mucosa duodenal, por difusion pasiva o por transportadores

epiteliales especificos (Ferndndez-Garcia y col., 2012).
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Los carotenoides micelares se incorporan a los quilomicrones y se liberan
en el sistema linfatico donde son degradados rapidamente por la lipoprotein lipasa
y transformados en remanentes de quilomicrén, de esta manera son absorbidos
por tejidos extra hepaticos. Estos remanentes entregan los carotenoides al higado
donde pueden ser almacenados o empaquetados en lipoproteinas de las cuales
las VLDL, LDL y HDL contienen el 14%, 55%, y 31% de carotenoides en el
plasma, respectivamente (Deming y Erdman, 1999).

Los carotenoides hidrocarbonados, se localizan principalmente en las LDL,
y las xantofilas en las HDL. Estas lipoproteinas son liberadas al torrente sanguineo
y absorbidas por diferentes tejidos. Entre sus efectos benéficos para la salud
destacan como antioxidantes, pues eliminan los radicales libres del sistema, ya
sea porque reaccionan con ellos para producir productos inocuos o mediante la

interrupcién de las reacciones en cadena de los mismos (Britton, 1995).

La presencia de carotenoides en suero se ha relacionado con un menor
riesgo de aterosclerosis. Este efecto protector se puede explicar gracias a las
asociaciones entre los carotenoides séricos y citocinas inflamatorias. Se ha
sugerido ademas que los carotenoides pueden tener un papel importante en el
metabolismo de lipidos (Xu y col., 2012) y en el tratamiento de la esteatosis
hepética, al reducir los niveles de triglicéridos y colesterol, y la peroxidacion
lipidica (Pan y col., 2014).

2.5 Fibra dietética

La Asociacién de Quimicos en Cereales, por sus siglas en inglés AACC,
(2001), define a la fibra dietética como la parte comestible de los vegetales y los
anélogos de los carbohidratos, son macromoléculas resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado del humano con una fermentacion completa o
parcial en el intestino grueso. Los constituyentes de la fibra dietética incluyen los
polisacaridos no amilaceos y oligosacaridos resistentes o no digeribles, analogos
de carbohidratos y sustancias no polisacaridos (Jones, 2000). Saura (2011),

sugiere que esta definicidn se podria extender a otros constituyentes no digeribles
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(carbohidratos y no carbohidratos) como almidon resistente, oligosacéridos,
compuestos polifendlicos, proteinas indigeribles de la pared celular, y materiales

derivados de animales como los amino polisacaridos.

2.5.1 Fibra dietaria antioxidante

La fibra dietaria antioxidante es definida como un producto natural que
combina los efectos benéficos de la fibra dietaria y de los antioxidantes naturales
como lo son los compuestos fendlicos (Bravo y Saura, 1998). La unidn entre estos
compuestos puede darse por medio de puentes de hidrégeno, entre los grupos
hidroxilo de los polifenoles y los atomos de oxigeno de los enlaces glicosidicos de
los polisacéaridos, interacciones hidrofébicas y enlaces covalentes, como los
enlace éster que se forman entre los &cidos fendlicos y los polisacéridos, de la
matriz del fruto. La interaccion también puede depender de las propiedades de
superficie y de la porosidad de la fibra, que restringen el tamafio de las moléculas
gue pudieran interactuar con esta (Figura 4). La unidn de los carotenoides con la

fibra se da a través de enlaces no covalentes (Palafox y col., 2011).

S \a@w/ ¢f S
e fgﬁ @ f’éf

| Puentes de hidrégeno | | Fuerzas electrostaticas I

Figura 4. Tipos de interacciones entre compuestos fenadlicos y fibra dietaria
(Quirds y col., 2012).

Los antioxidantes provenientes de la dieta se pueden clasificar en dos
grupos: los bioaccesibles en el intestino delgado, siendo los compuestos
polifenélicos de bajo peso molecular, vitaminas y carotenoides y los que no son
bioaccesibles en el intestino delgado, como lo son los antioxidantes asociados a la

fibra dietaria, es decir, los polifenoles poliméricos y de bajo peso molecular
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asociados a la fibra dietaria y/o atrapados en los ndcleos de la matriz de la fibra y

en menor cantidad los carotenoides (Saura, 2011).

2.5.2 Efectos fisiolégicos derivados del consumo de fibra dietaria

antioxidante

A nivel general la ingesta de fibra mejora la sensibilidad a la insulina,
disminuye la insulinemia y la glucemia postprandial (Weickert y col., 2006), esta
ultima debido a que las fibras dietéticas aumentan la viscosidad del contenido del
intestino delgado disminuyendo la difusion de la glucosa y retardando la accion de
la enzima alfa amilasa (Ou y col., 2001). De acuerdo a sus propiedades quimicas y
efectos fisioldgicos, la fibra se puede clasificar en fibra dietética soluble (FDS) y
fibra dietética insoluble (FDI).

La FDS esta formada en su mayoria por polisacaridos no-celulésicos, tales
como, pectina, gomas y mucilagos, estas atrapan el agua formando soluciones
con alta viscosidad y son las encargadas de retardar el vaciamiento gastrico,
aumentar el volumen de las heces y disminuir su consistencia (Cérdoba, 2005;
Serra y col., 2006); asi mismo, reducen la absorcion de nutrientes como glucosa,
lipidos y colesterol en el intestino delgado, ya que se une a estos disminuyendo su
liberacion (Klont, 2000). Por ejemplo el efecto hipocolesterolémico sobre el
colesterol total y los valores de colesterol LDL, se da porque esta fraccion se une a
los acidos biliares en el intestino delgado aumentando su excrecion en las heces
(Anderson, 2009).

La FDS al mismo tiempo retarda la accion de enzimas digestivas como la
alfa amilasa (Ou y col., 2001). Debido a que disminuye la absorcién de nutrientes,
reducen la sintesis de novo de lipidos y su posterior almacenamiento en el tejido
adiposo, ademéas mejoran la sensibilidad a la insulina (Lairon, 1996, Weickert y
col., 2006, Lu y col., 2000).

La fibra dietaria insoluble (FDI) o poco soluble estd compuesta por

celulosa, hemicelulosa y lignina, es capaz de retener el agua en su matriz
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estructural formando mezclas de baja viscosidad en el colon distal, produciendo un
aumento de la masa fecal que acelera el transito intestinal (Escudero y col., 2006).
Los componentes de este tipo de fibra son poco fermentables en el colon
ascendente y resisten la accion de los microorganismos del intestino (Serra y col.,
2006). Tanto la FDI como la FDS, han demostrado tener un comportamiento

sinérgico debido a sus diferentes efectos fisioldégicos (Escudero y col., 2006).

Un aspecto a resaltar es que algunas fibras dietarias son fermentadas
durante su paso por el colon por la microbiota asociada, produciendo acidos
grasos de cadena corta (AGCC), como el acido acético, el propiénico, y el butirico
gue pueden afectar el metabolismo de la glucosa y de lipidos (Daubioul y col.,
2002, Escudero y col., 2006). Estos AGCC producen la liberacion y sintesis de
incretinas, que son hormonas que funcionan como secretagogos de otras
hormonas como la insulina, ademas regulan las concentraciones de glucosa, el
metabolismo de lipidos, la movilidad intestinal, el apetito, el peso corporal y la

respuesta inmune (Campbell y col., 2013).
2.6 Fuentes de fibras antioxidantes

2.6.1 Mango

Los desechos agroindustriales del procesamiento de mango (Mangifera
indica L), estan constituidos por semilla, pulpa fibrosa (bagazo) y céscara; los
cuales representan cerca del 40 al 60% del peso total de la fruta (Prieto y col.,
2005). ElI bagazo y la cascara tiene una proporcion FDI/FDS de 1.5:1,
encontrandose en lo recomendado por Spiller (1986), quien indica que debe estar
en el rango de 1.0-2.3, con el fin de obtener los efectos fisiolégicos asociados a la
fibra (Martinez y col., 2012). Estudios in vitro con este desecho han mostrado que
disminuye la digestibilidad total del almidon y retarda la difusién de la glucosa, por
lo tanto podria disminuir la respuesta glucémica postprandial (Gourgue y col.,
1992).

La cascara tiene un contenido importante de enzimas como proteasas,

amilasas, peroxidasas y polifenol oxidasas. También contiene carotenoides,
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siendo el B-caroteno el que se presenta en mayor cantidad seguido de la
violaxantina y la luteina (Ajila y col., 2010); asi mismo, presenta alto contenido de
fibras dietéticas (Ajila y col., 2007) sobresaliendo su contenido de fibra dietética
soluble (281 g/kg de céascara), lo que hace que presente una alta capacidad de

retencion de agua (11,4 g/g de materia seca) (Larrauri y col., 1996).

Adicionalmente, la cascara, tiene concentraciones importantes de
compuestos fendlicos como mangiferina, quercetina, ramnetina, acido elagico,
kaempferol, y sus conjugados relacionados; acido galico, acido siringico, acido
elagico y acido gentisilico-protocatécuico (Berardini y col., 2005). La mangiferina,
tiene propiedades antihiperglicémicas, antihiperlipidémicas y antiaterogénicas. Asi
mismo, disminuye los niveles de glucosa ya sea mejorando el metabolismo de los
lipidos o porque interacciona de forma directa con la homeostasis de esta
(Muruganandan y col., 2004).

Lucas y col. (2011) realizaron un estudio en el cual suplementaron una
dieta alta en grasa con pulpa de mango liofilizada y la compararon con un farmaco
hipolipemiante y con otro hipoglucémico. Encontraron una mejora de la tolerancia
a la glucosa, el perfil lipidico y la reduccion de la adiposidad. Este resultado puede
estar relacionado con los compuestos bioactivos que tienen propiedades

antiinflamatorias y antioxidantes.

2.6.2 Durazno

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

como una fuente importante de antioxidantes naturales (Maleeha y col., 2012).

En un estudio realizado con fibra dietaria de subproducto de durazno
obtenida por un método enzimatico-quimico, se reportd que esta presentaba bajo
contenido calérico, buena capacidad de absorcion de agua y aceite (Grigelmo y

15



col., 1999). Hasta el momento no se han reportado estudios sobre el efecto del

consumo de fibra de durazno en sobrepeso y obesidad.

2.6.3 Guayaba

La guayaba (Psidium guajava) es una fruta tropical rica en vitamina C y
compuestos polifenélicos como taninos, fenoles y flavonoides. Como resultado de
su procesamiento en la industria de jugos se genera cascara, pulpa y semillas.
Tanto la pulpa como la cdscara tienen un alto contenido de fibra dietética (48,55 y
49,42%) y de polifenoles extraibles (2,62 y 7,79%), respectivamente, estos se
encuentran correlacionados con la capacidad antioxidante que presenta, por ello
ambas partes pueden ser empleadas para obtener fibra dietaria antioxidante
(Jiménez y col., 2001).

Esmael y col. (2013), evaluaron el efecto hipolipidémico del consumo de
fibra proveniente de varias frutas, entre ellas la manzana y la guayaba en animales
alimentados con una dieta alta en grasa. La manzana presenta un potencial mayor
gue la guayaba para disminuir los niveles de colesterol total y triglicéridos en

plasma debido a que presenta una mayor fraccion de fibra dietaria soluble.

2.6.4 Manzana

Uno de los principales productos obtenidos a partir de manzana (Malus
domestica) es su jugo, que genera como desechos la pulpa, caracterizada por
tener un alto porcentaje de fibra soluble. Mientras que la cascara presenta alta
cantidad de fibra dietaria total, antioxidantes como los polifenoles: acidos
fendlicos, glucésidos de flavonoles, flavan-3-oles y procianidinas; entre los fenoles
totales el acido clorogénico, la epicatequina y la quercetina son los que presentan
mayor actividad antioxidante (Bai y col., 2013; Tarazona y col., 2013); por lo que
se ha reportado que la cascara seca de manzana tiene la capacidad de reducir el

estrés oxidativo y la inflamacion (Denis y col., 2013).

Al administrar el extracto de polifenoles de la cascara de manzana a un
modelo de animales hiperlipidémicos, se presentd un aumento en la actividad de

la lipoproteina lipasa, lo que originé una disminucion en los niveles de triglicéridos

16



en suero (Yao y col., 2012). Thilakarathna y col. (2013), evaluaron extractos de la
cascara ricos en quercetina y triterpenos, ambos redujeron la oxidacion de las

LDL, siendo de mayor relevancia biolégica el de extracto de quercetina.

Se ha reportado que las dihidroxichalconas presentes en la manzana
inhiben los transportadores de glucosa dependientes de sodio que se encuentran
en el lumen del intestino (Hyson, 2011), disminuyendo de esta manera su
absorcién. No hay investigaciones relacionadas con el consumo del subproducto

del jugo de manzana y el sobrepeso u obesidad.

A pesar de que existen varios trabajos en los que se emplea el uso de
desechos agroindustriales como fuente de compuestos bioactivos, no se ha
reportado hasta el momento el efecto de su consumo en la prevencion de la

obesidad y sus complicaciones asociadas en una dieta alta en grasa y fructosa.

17



I1l. JUSTIFICACION

Los desechos agroindustriales constituyen un problema para las empresas
de alimentos debido a las implicaciones administrativas y ecoldgicas que
representan. En las industrias productoras de jugos y néctares, éstos se
encuentran constituidos por semillas, cascaras y remanentes de pulpa, que
pueden utilizarse como fuente de compuestos promotores para la salud, debido a
su contenido de fibra dietaria y compuestos antioxidantes. Tal es el caso de los

subproductos de mango, guayaba, durazno y manzana.

Tanto la fibra dietaria como los antioxidantes se han recomendado como
suplementos en la prevencion y tratamiento de la obesidad, que segun la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de 2012 presenta una prevalencia
combinada con el sobrepeso en mas del 30% de la poblacidbn mexicana. Por lo
tanto, este trabajo plantea la evaluacion del efecto antiobesogénico de los
subproductos de mango guayaba, durazno y manzana como fuente de fibra

dietaria antioxidante.
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IV. HIPOTESIS

Los subproductos de mango, guayaba, manzana y durazno, provenientes
de la industria productora de jugos, debido a su contenido de fibra dietaria y
compuestos bioactivos podrian tener propiedades antiobesogénicas en un modelo
animal a través de mecanismos relacionados con la disminucién de la absorcion

intestinal de carbohidratos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar in vitro e in vivo el efecto antiobesogénico de subproductos
agroindustriales provenientes de la elaboracion de jugos de mango, guayaba,

manzana y durazno.

5.2 Objetivos especificos

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los subproductos.

Identificar y cuantificar compuestos polifendlicos

Evaluar in vitro las caracteristicas nutracéuticas de los subproductos:
1) Capacidad antioxidante
2) Atrapamiento de glucosa en un sistema de dialisis

3) Inhibicion de enzimas relacionadas con la digestion de almidon

Determinar el efecto del consumo de los subproductos en animales
alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa sobre:

1) Ganancia de peso corporal

2) Perfil lipidico

3) Resistencia a insulina

4) Funcionamiento hepatico
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VI. METODOLOGIA

Materiales

6.1 Material quimico

Para fibra dietaria total se empled el kit total dietary fiber assay de la marca Sigma
Aldrich.

Kits para la determinacion en suero de glucosa, triglicéridos, colesterol HDL,
colesterol total, alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST)

y fosfatasa alcalina (ALP), de la marca Spinreact.
Kit de insulina por la técnica de ELISA, marca ALPCO.

a-amilasa y a-glucosidasa de Sigma Aldrich.
6.2 Material bioldgico

6.2.1 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 marca

Rodent lab chow de Purina.

6.2.2 Manejo de los subproductos de mango, guayaba, durazno y manzana.

Se recolectaron subproductos de la elaboracion de jugo de mango,
guayaba y durazno de la Sociedad Cooperativa de Trabajadores de Pascual,
S.C.L ubicada en San Juan del Rio, Querétaro, México. El subproducto de mango,
variedad manila, estda constituido de cascara y remanentes de pulpa, el
subproducto de durazno esta formado por cascara y pulpa y el de guayaba, de
pulpa blanca, por semillas y restos de pulpa. Los muestreos se llevaron a cabo en
el afno 2013 en los meses de mayo para mango, junio para durazno y julio para
guayaba blanca. ElI material se tomo directamente del canal de salida de desecho
organico. El subproducto de manzana se obtuvo a través de la simulacién del

proceso de fabricacion de jugo de manzana en la planta piloto de la Universidad
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Autébnoma de Querétaro. Para ello las manzanas, provenientes del municipio de
San Joaquin, Querétaro; se lavaron, desinfectaron, descorazonaron y
posteriormente procesaron en un extractor de jugos de la marca Turmix, se tomé

como subproducto la fraccidon que no pasé por el tamiz.

Los subproductos se transportaron en cubetas de plastico cerradas y se
guardaron en refrigeracion a 4 °C por 2 horas hasta su secado, el cual se realizd
durante 24 horas a una temperatura de 60 °C. El producto seco se molié en un
molino pulverizador y se tamizé por una malla 40, posteriormente se envaso en

recipientes impermeables a gases y luz (Saura y Jiménez, 2002).

Métodos
6.3 Caracterizacion fisicoquimica de los subproductos

6.3.1 Determinacion del color

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

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

6.3.2 Capacidad de absorcion de agua (CAA) y aceite (CAa)

La capacidad de absorcion de agua (CAA), se midié siguiendo el método
propuesto por Sathe y Salunkhe (1981). 1 g de muestra en polvo se colocé en un
tubo de centrifuga, previamente pesado, donde se afiadieron 10 mL de agua; se
dej6 en reposo 30 min con agitacion cada 30 segundos, posteriormente se
centrifugd a 262 rad/seg durante 10 min. El sobrenadante se desechd y se peso el
tubo con el pelet. El valor de CAA se calculd con la siguiente férmula:

(peso del tubo + sedimento) — (peso del tubo + peso de muestra inicial)
peso de muestra inicial

CAA =

La capacidad de absorcién de aceite (CAa) se mididé de forma similar que

para la CAA, sustituyendo el agua por aceite de maiz (Sathe y Salunkhe, 1981).
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6.4 Caracterizaciéon nutracéutica

6.4.1 Determinacion 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 el kit: total dietary
fiber assay. Las muestras secas Yy libres de grasa se gelatinizaron con a-amilasa
estable y luego se digirieron con enzimaticamente con proteasa Yy
amiloglucosidasa para remover la proteina y el almidén presente en la muestra. Se
adicion6 etanol para precipitar la fibra dietaria soluble. El residuo se filtr6 y lavo
con etanol y acetona, posteriormente se seco, peso y determind su contenido de
proteina (AOAC 920.15, 2002) y ceniza (AOAC 923.03, 2005).

6.4.2 Cuantificacion de compuestos fenélicos totales y/o extraibles

Para la obtencion del extracto se empled la metodologia planteada por
Hassan y col. (2011), que consiste en una primera extraccion con metanol/agua
(50:50, pH: 2) acidificada con HCI concentrado seguida de una extraccion con
acetona/agua (70:30). Se mezclaron ambos extractos para realizar la
determinacién de fenoles totales correspondientes a la fraccion de los polifenoles
extraibles, y se guardd el residuo para las determinaciones de polifenoles no

extraibles.

Para la determinacién de polifenoles totales se utilizé el método de Folin y
Ciocalteu sugerido por Singleton y col., (1999). La cuantificacion se realizo
utilizando una curva estandar de éacido galico (AG), y se expres6 como mg
equivalentes de &cido galico por gramo de muestra seca (mg equivalentes AG/g
de muestra seca).

6.4.3 Determinacion de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides de los extractos obtenidos en la seccién
6.4.2 se estimd usando el método colorimétrico descrito por Heimler y col. (2006).
A cada una de las muestras se le adicionaron 1250 pL de agua destilada y

después de adicionar 75 pyL de NaNO, al 5% se dejaron reposar por 6 minutos. Se
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adicionaron 150 uL de AICI; al 10% y se dejo reposar 5 minutos mas. Después de
esto se agregaron 500 uL de NaOH 1M y finalmente se completé el volumen a 2.5
mL con agua destilada. Después de 30 min se leyé la absorbancia a 510 nm, los
resultados se expresaron en mg de (+)-catequina por gramo de extracto (mg cat/g

extracto) calculados a través de una curva de calibracion de catequina.
6.4.4 Cuantificacion de fenoles no extraibles

6.4.4.1 Cuantificacion de taninos condensados

La cuantificacion de taninos condensados se realizo mediante la hidrolisis
acida con n-butanol del residuo (pellet) de la extraccion del subproducto descrito
en la seccidn 6.4.2, siguiendo el método establecido por Zurita y col. (2012). Los
residuos se secaron y se trataron con 10 mL de HCl/butanol (5:95, v/v) que
contenia 0.7 g de FeCls/L a 100°C por 1 h. Los tubos luego se centrifugaron a
2500 g por 10 min, los sobrenadantes se recuperaron. Luego se realizaron dos
lavados del precipitado con 5 mL de HCl/butanol/FeCls, el volumen final se afor6 a
25 mL. Las absorbancias se leyeron a una longitud de onda de 450 y 555 nm. Los
resultados se expresaron como mg de proantocinidinas por 100 gramos de

muestra fresca.

6.4.4.2 Cuantificacion de taninos hidrolizables

Se llevo a cabo una hidrolisis &cida con el fin de romper la estructura de la
pared celular e hidrolizar polisacaridos y proteinas, permitiendo de esta manera la
liberacién de los polifenoles hidrolizables (Arranz, 2010). Se pesaron 20 mg del
pellet seco de la técnica de fenoles extraibles descrita en la seccion 6.4.2, se
adicionaron 2 mL de metanol/H,SO, (90:10), se dejo incubar a 85 °C durante 20
horas. Después de este tiempo se centrifugaron los tubos a 3000 g y al
sobrenadante se le ajusté el volumen a 3 mL con agua destilada, y se afiadieron 4
voliumenes de etanolamina comercial (50 pL), agitando entre cada adicion. A cada
muestra se le agregd 500 pL de acetato de amonio 3.7 M y se ajust6 de nuevo el
pH a 5.5 con etanolamina. Se afor6 a 4 mL con agua destilada y se mezclo. Se

transfirieron 100 pL de la muestra en un tubo de 2 mL, se le agregaron 350 pL de
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agua y 1000 uL de metanol y se mezclé. Los tubos se colocaron en bafio de agua
a 30 °C. Para preparar el blanco en cada muestra se reemplazo los 350 yL de
agua por HCl al 0.3 N. Se afiadié 40 uL de KIO3y se colocé a bafio maria a 30 °C

durante 50 min. Se ley6 la absorbancia a 525 nm (Hartzfeld y col., 2002).

6.4.5 Cuantificacion de compuestos fenélicos por HPLC-DAD

Los compuestos polifendlicos se identificaron y cuantificaron usando un
sistema Agilent 1200 HPLC-DAD (Santa Clara, CA, EEUU). Las muestras (10 pL)
se inyectaron en una columna de fase reversa (Phenomenex C18 250 mm x 4.6
mm, 5 um) con una tasa de flujo de 1 mL/min. La fase moévil consistié de dos
solventes: (A) acido formico: agua 1:99 v/v y (B) acetonitrilo, en una proporcién
(A/B) de 98/2 a 0 min, 68/32 a 30 min, 45/55 a 48 min, 5/95 a 53 min, 98/2 a 57
min, con un tiempo total de 75 min. Las absorbancias se midieron a 280 y 320 nm
(Figueroa y col., 2014). Para la muestra se realizd6 una extraccion a una
concentracion de 10 mg de fibra/mL de metanol/agua (50:50) acidificada con HCI
concentrado a pH 2. Las cuantificaciones se realizaron empleando los estandares
de los siguientes acidos fendlicos: clorogénico, galico, cumarico, cafeico, sinapico,
elagico, flavonoides como: epigalocatequina, epicatequina, rutina, galocatequina,

catequina, eriocitrina y hesperidina.

6.4.6 Cuantificacion espectrofotométrica de carotenoides

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

concentracion de B carotenoides se calculé empleando la ley Lambert-Beer:

Abs*PM*factor de dilucion
¢ *distancia

Concentracion de B caroteno=

25



Donde:
Abs= Absorbancia a 446 nm
PM= Peso molecular (536.8726 g/mol)
= Coeficiente de extincién molar para B caroteno (24686 M™**cm™)

Distancia= 1 cm
6.4.7 Determinacion de capacidad antioxidante

6.4.7.1 Evaluacion de la capacidad antinitrosativa

Para establecer la habilidad de los extractos para capturar el 6xido nitrico
(NO), se usO la metodologia descrita por Giraldo y col. (2003), con algunas
modificaciones. Se emplearon los extractos obtenidos en la seccion 6.4.2, a cada
tubo se le agrego diferentes alicuotas (0-1 mL) y se completé el volumen a 2 mL
con agua destilada, inmediatamente se adiciond nitroprusiato de sodio (NPS, 0.4
mL, 113 mM), se agit0 y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 150 min
sin protegerlo de la luz. Se agregd el reactivo de Griess: primero 0.4 mL del
reactivo A (acido sulfanilico al 1% en acido fosférico al 5%) y 10 min después se
adicion6 0.4 mL del reactivo B (N-1 naftiletiienediamina al 0.1% en agua
destilada); los tubos se dejaron en reposo durante 15 minutos, y se midio la
absorbancia a 546 nm. Las lecturas de absorbancia decrecen con el aumento de
la actividad antinitrosativa. La actividad antinitrosativa se estimé de acuerdo a la

siguiente ecuacion:
% P|0N=[%]x1oo

Donde: % PION: corresponde al potencial inhibitorio del 6xido nitrico
Ao: es la absorbancia del control

Ay es la absorbancia de la mezcla reaccionante
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6.4.7.2 Método del DPPH

Se cuantificé la capacidad de los extractos obtenidos en la seccion 6.4.2
para estabilizar el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). EI DPPH es
caracterizado como un radical libre en virtud de la deslocalizacion de un par de
electrones. Cuando una soluciéon de DPPH es mezclada con una sustancia que
puede donar un &tomo de hidrégeno, se da lugar a la forma reducida, perdiendo

de esta manera su color violeta caracteristico.

Se adicionaron diferentes concentraciones de los extractos de los
subproductos (0-0.05 mL) y se afadié 1 mL de una solucién 0.1 mM de DPPH en
metanol, se mezclé y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente y
protegido de la luz, posteriormente se leyo la absorbancia de la mezcla a 517 nm.
Se calculé el porcentaje de inhibicion, y los resultados se expresaron como

concentracion inhibitoria media (ICso) (Molyneux, 2004).

6.4.8 indice de retardamiento de didlisis de la glucosa, IRDG:

En una membrana de dialisis se incorporé 1 g de muestra con 25 mL de
solucién de glucosa (glucosa 6-fosfato, Sigma) con una concentraciéon de 50
pmol/L, después se dializé contra 200 mL de agua destilada a 37 °C y se midio el
contenido de glucosa en el dializado a diferentes tiempos (20, 30, 60, 120, y 180
min), empleando un kit enzimatico para la cuantificacién de glucosa (Hernandez y
col., 2008), los resultados se expresaron como la velocidad maxima de difusién
(umol/min).

6.4.9 Inhibicion de enzimas relacionadas con el metabolismo de
carbohidratos

Se realizaron ensayos con el fin de determinar los porcentaje de inhibicion
de a-amilasa (Kandra y col., 2005) y a-glucosidasa (Apostolidis y col, 2007). Todos
los ensayos se llevaron a cabo tanto para el subproducto en polvo como para el
extracto de polifenoles, el cual se concentr6 hasta obtener un precipitado que
posteriormente se resuspendié. Para el ensayo de a-amilasa, se agregé 5 mL de
una solucién al 4% de almiddén, 0.025 mg de la enzima y 17.5 mg de subproducto
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0 70 uL del extracto. Se incub6 a 37°C durante 30 min. Se determiné el contenido
de glucosa en el sobrenadante usando un kit de ensayo de glucosa. Se realizé un

control del experimento sin la adicion de fibra ni extracto a la reaccion.

Para la inhibicién de la enzima a-glucosidasa se tomé 100 yL de enzima
(1U/mL) y 0.005 gramos de cada subproducto en polvo o 30 pL del extracto
(concentracion 0.25 g/mL). Se incubé a 25°C por 10 min, posteriormente se
adicionaron 50 pL de sustrato (p-nitrofenil-B-D-glucopirandsido), se incubd

nuevamente y finalmente se leyo la absorbancia a 405 nm.
6.5 Estudios in vivo

6.5.1 Aclimatacién 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 horas cada uno, a temperatura y
humedad controladas (25 = 2 °C y 55 + 15% respectivamente) y con acceso libre a

comida y agua.

6.5.2 Dieta obesogénica

Los animales se alimentaron con una dieta alta en grasa saturada y
fructosa. La dieta estuvo constituida por 62.5% de la crogueta comercial, o dieta
estandar, 18.75% de manteca de cerdo y 18.75% de fructosa. La composicion

nutrimental de ambas dietas se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion nutrimental de la dieta estdndar y obesogénica.

Dieta estandar (%) Dieta obesogénica (%)
Humedad 12.0 8.8
Proteina 23.0 16.8
Grasa 4.5 16.9
Carbohidratos 46.5 47.6
Fibra 6.0 4.4
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Minerales 8.0 5.8

6.5.3 Grupos experimentales

Se emplearon 48 ratas machos Wistar de 180 + 20 gramos, se formaron 6
grupos de 8 animales cada uno. EIl consumo de agua y alimento fue ad libitum. El
primer grupo (control sano), se alimenté con crogueta comercial para rata de la
marca Rodent lab chow de Purina. El segundo grupo (control obeso), se aliment6
con la dieta obesogénica. Para los cuatro grupos restantes la dieta obesogénica
se suplementé con cada uno de los subproductos a evaluar: mango, manzana,
guayaba y durazno, con el fin de ajustar un porcentaje final de fibra del 8%, pues
cada subproducto presentdé un contenido diferente de fibra. Este porcentaje
equivalente a un consumo recomendado de 30 g por 2000 kcal (Cuadro 2, Figura
5). El estudio se llevo a cabo durante 14 semanas y semanalmente se midi6 el

peso corporal.

Cuadro 2. Grupos experimentales para la evaluacion del efecto de los

subproductos.
‘ Grupo Dieta Tratamiento
Control sano Estandar Dieta estandar
Control obeso Obesogénica Dieta obesogénica
Subproducto de guayaba Obesogénica Dieta obesogénica+ 4% de

subproducto de guayaba®

Dieta obesogénica+ 4% de
subproducto de manzana®
Dieta obesogénica+ 4% de
subproducto de durazno®

Dieta obesogénica+ 4% de
subproducto de manzana®

'Porcentaje basado en el contenido de fibra de cada subproducto.

Subproducto de manzana Obesogénica

Subproducto de durazno Obesogénica

Subproducto de mango Obesogénica
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Semanas

Control '

sano
Control

obeso

Guayaba
Manzana
Durazno

Mango

[ Semanade  [[7] Dieta I Dieta Dieta obesogénica 4 Sacrificio
adaptacion estandar obesogénica + tratamiento (4%)

Figura 5. Estrategia general del modelo experimental en ratas alimentadas con
subproductos.

6.5.4. Energia digerida de las dietas

En la semana 12, se recolectaron las heces y se registré la ingesta diaria
de alimento para realizar el correspondiente balance energético. Tanto las heces,
como las muestras de las diferentes dietas se secaron y se determiné su
contenido energético y este se multiplicé tanto por el consumo de alimento como
por la cantidad de heces excretadas en 24 horas. Para ello se empleé un
calorimetro IKA KU600, en modo dinamico a 25 °C (Isken y col., 2010). La energia

digerida de cada una de las dietas se calcul6 como:
Energia digerida= A- B
A= Ingesta energética de la dieta (kJ/g)

B= Pérdida de energia a través de las heces (kJ/qg)

6.5.5 Evaluacion de los subproductos como tratamiento preventivo de la
obesidad y sus complicaciones

Sacrificio

Al final de 14 semanas de experimentacion, los animales se mantuvieron
en ayuno durante 12 horas. A la mafiana siguiente se anestesiaron con éter y se

tomé una muestra de sangre por puncién cardiaca que fue centrifugada durante
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10 min a 2500 x g para obtener el suero, que se almacend a -70 °C hasta su

posterior analisis.

6.5.5.1 Resistencia a insulina

e Determinacion de glucosa

La cantidad de glucosa en suero se cuantificé con un kit enzimatico de la

marca Spinreact.

e Cuantificacion de insulina

La cuantificacion de la insulina se realizO en las muestras de suero
utilizando un kit basado en el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA). A partir del resultado obtenido se calcul6 el indice HOMA, con el fin de
determinar si los animales presentaron algin grado de resistencia a la insulina. El
valor de corte para resistencia a la insulina en ratas machos Wistar es de 7.1
(Cacho y col., 2008).

_ pU) . mmol
Insulina (ml) GIucosa(—L )

HOMA= 555

6.5.5.2 Perfil lipidico

En el suero se cuantificd la concentracion de triglicéridos, colesterol HDL
(lipoproteina de alta densidad) y colesterol total, mediante kits enzimaticos

(Spinreact).

6.5.5.3 Enzimas hepaticas

Con el fin de evaluar la funcién hepatica, se cuantific6 en suero la
concentracion de las enzimas: aspartato aminotransferasa (AST), alanino
aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (ALP) a través de kits enzimaticos de
la marca Spinreact. En ratas wistar normales se ha reportado que las actividades

de las enzimas de los animales sanos deben estar entre 39.92-92 U/L para AST
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(Jeong y col., 2009), 21.75 + 4.74 U/L para ALT y 107.55 £ 24.34 para ALP (Antai
y col, 2009).

6.6 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la caracterizacion in vitro se expresaron como
la media * la desviacién estandar (DE) y las pruebas in vivo como la media * error
estandar (EE). Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza
de 95%. La diferencia entre los subproductos evaluados se realizé mediante la
comparacion de medias por la prueba de Tukey y la de cada tratamiento in vivo
con el grupo control sano, por la prueba de Dunnett. Los datos se analizaron con

el paquete estadistico JMP 10.
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VIlI. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion fisicoquimica de los subproductos de mango, guayaba,

durazno y manzana
7.1.1 Determinacion del color

En las frutas, el color estd dado por diversos pigmentos, entre los que se
encuentran las antocianinas, clorofilas, carotenoides, betalainas, entre otros,
siendo estos compuestos los responsables de colores rojo y violeta, verde,
amarillo y naranja, y rojo respectivamente. Pueden presentar propiedades
biolégicas importantes como antioxidantes, agentes fotoprotectores y de defensa
de las plantas (Delgado y col., 2000). De su presencia depende que tan atractivo

sea un alimento para el consumidor.

Cuadro 3. Anélisis de color de los subproductos de mango, guayaba,
durazno y manzana.

Parametro Guayaba Durazno Manzana
L* 55.3+1.2° 66.9+021% 64.8+086° 57.8+04°
a* 71+019° 58+021° 8.0+0.60" 95+02°
b* 23.2+0.89° 247+0.76° 298+1.31%* 29.7+0.5°
C* 243+0.84° 254+079° 309+141%* 31.2+05°2
H 72.9+0.85° 76.7+0.20® 749+0.47° 723+0.3°

Datos expresados como media + DE. Determinaciones con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra en el mismo renglén indican diferencia significativa (p<0.05)
(Prueba de Tukey-Kramer). L*= luminosidad, a* y b*= cromaticidad, C* y h* representan el
croma y el angulo Hue, ambos combinaciones de las coordenadas a* y b*.

Para las frutas en estudio, se ha reportado la caracterizacion del color
tanto de la piel como de la pulpa para diferentes variedades y estado de
maduracién. Por ejemplo, Ornelas-Paz y col. (2008) evaluaron cambios en el color
durante el proceso de maduracion de mango Manila y Ataulfo y su relacion con el
contenido de carotenoides, el cual incrementdé de manera exponencial en el

mango Manila. Soares y col., 2007 evaluaron la composicion fisica y quimica de
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guayaba blanca en tres estados de maduracién (inmaduro, intermedio, maduro), y
segun los valores obtenidos para color la guayaba empleada en este estudio se
encuentra en un estado maduro. Se ha reportado que factores como el estado de
maduracién, clima, momento de la recoleccion, variedad, irrigacion, entre otras,

influyen en el color de los frutos (Kays, 1999).

En el Cuadro 3 se presenta el analisis de color de las muestras en estudio.
La luminosidad (L*) fue mayor para las fibras de guayaba y durazno, respecto de
la mostrada por los de manzana y mango. Este parametro mide la luminosidad de
la muestra analizada, representando el valor de 0 al negro y de 100 al blanco. El
oscurecimiento de los subproductos puede estar asociado a reacciones de
pardeamiento enzimatico producido en las frutas al estar expuestas al oxigeno
luego de ser procesadas, 0, a un pardeamiento no enzimético, producido a través
de la reaccién de Maillard, propiciada por las temperaturas del proceso de secado
(loannou y Ghoul, 2013).

Para el parametro a* los resultados superiores a cero indican que
predomina el tono rojo (a*) sobre el verde (-a*) en todas las muestras evaluadas.
Hubo una mayor expresion de este tono en los subproductos de manzana y
durazno, que en los de mango y guayaba. En el caso del mango Manila, los
mayores valores de a* se reportan en la pulpa (-2 en estado verde a 25 en estado
maduro) a diferencia de la piel, donde los valores oscilan de -7 a 15 (Ornelas-Paz
y col., 2008). Esto puede explicar los valores obtenidos en este trabajo, pues el
subproducto esta conformado en su mayoria por piel. La aparicion de los tonos
rojos en los frutos es debido a que durante el proceso de maduracion se presenta
la degradacion de la clorofila, desenmascarando asi el color de los demas

pigmentos (Dutta y col., 2005).

El parametro b* indica que tan azul (-b*) o amarillo (b*) son los
subproductos analizados. Al ser todos los valores mayores a cero, el color amarillo
es predominante sobre el azul. Durazno y manzana no presentaron una diferencia

significativa (p<0.05) en lo relacionado al parametro b*, siendo estos los residuos
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mas amarillos. La manzana aunque no presenta un alto contenido de
carotenoides, a diferencia del durazno y el mango, su color amarillo se puede
deber a productos del pardeamiento enzimético, este mismo oscurecimiento
podria suceder con el subproducto de guayaba pues se trata de una variedad
blanca (Abbott y col., 2004).

La cromaticidad, C*, fue significativamente mayor para los subproductos
de manzana y durazno, que para los de guayaba y mango. El subproducto de
manzana fue el que presentd los mayores valores de los parametros a*, b* y C*,
siendo por tanto el que mayor intensidad, saturacién o pureza del color (C.LE,

1971) presento.
7.1.2 Capacidad de absorcion de agua (CAA) y aceite (CAa)

Los beneficios de la fibra dietaria dependen de sus propiedades
fisicoquimicas como lo son las propiedades de hidratacion, tamafio de particula,
densidad, caracteristicas de la superficie, capacidad de intercambio cationico,
entre otros. El principal efecto fisioldgico de la fibra es su capacidad de hincharse
al absorber agua debido a la presencia de carbohidratos con grupos polares libres,
la interaccién con enlaces hidrofilos o a su retencion dentro de la matriz. La
capacidad de absorcion de agua (CAA) es un indicador de la capacidad estructural
gue tiene cualquier material de absorber agua cuando estan inmersos en una

suspension acuosa (Vazquez y col., 2009).

Se encontrd que el subproducto de manzana puede retener hasta 7 veces
Su peso en agua, seguido de los subproductos de durazno (6 veces), mango (4
veces) y guayaba (3 veces) (Cuadro 4). Los subproductos con mayor contenido de
fibra dietaria soluble, mango y durazno, que es la fraccidon de la fibra que presenta
solubilidad en agua, no presentaron un mayor valor de CAA. Esto podria ser un
indicativo de que las caracteristicas fisicas, como el tamafio de particula, la
densidad, la porosidad y la estructura, tienen un papel mucho mas importante que

la composicién quimica (Daou y Zhang, 2011).
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Cuadro 4. Capacidad de absorcion de agua (CAA) y aceite (CAa) de los
subproductos de mango, guayaba, durazno y manzana

Parametro Mango Guayaba Durazno Manzana

Capacidad de g b
absorcién de  4.81+0.02° 3.67 +£0.06 5.99 +0.13 7.31+0.03°

agua’

Capacidad de b b b
absorcion de  2.49 £0.06 2.48 + 0.00 2.43 £ 0.09 3.09+0.08 a

aceite?

Datos expresados como media + DE. Determinaciones con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra en el mismo rengldon indican diferencia significativa (p<0.05)
(Prueba de Tukey-Kramer). *CAA (mL agua retenida/g de fibra). 2CAa (mL aceite retenido
/g de fibra).

Las interacciones del agua con la fibra dietaria se dan por medio de dos
mecanismos; ya sea por la retenciéon del agua en estructuras capilares como
resultado de la tension superficial, o por la interaccion del agua con componentes
moleculares a través de puentes de hidrégeno (Chen y col., 1984). Para otras
fuentes de fibra se han reportado valores de CAA de 6 mL agua retenida/g de fibra
para la zanahoria y el betabel (Zambrano y col., 2001) y de 12 mL agua retenida/g
de fibra para la chia (Vazquez y col., 2009), siendo mayores a los valores
obtenidos para los subproductos de mango y guayaba. Los resultados obtenidos
con esta técnica pueden simular un indicativo de la funcién fisiologica intestinal, la
fibra insoluble al atrapar agua produce un bolo fecal mas suave y de mayor
volumen facilitando de esta manera la evacuacion, asimismo la fibra soluble al
atrapar agua forma soluciones viscosas y se une a colesterol, grasas y azucares
disminuyendo de esta manera su absorcion intestinal y por lo tanto su

concentracion en sangre (Slavin, 2008).

Para la capacidad de absorcién de aceite (CAa), los subproductos de
mango, guayaba y durazno no presentaron diferencia significativa entre ellas,
siendo capaces de retener 2.4 veces su peso en aceite. Esto es mayor a lo
reportado para la chia (2.02 g aceite/g muestra) (Vazquez y col., 2009), la cascara
de maracuya (1.99 g aceite/g muestra) (Cruz, 2002) y la harina de curuba (1.09 g
aceite/g muestra) (Belén y col., 2004). La CAa se encuentra relacionada con la
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naturaleza de la superficie, la densidad y el grosor de las particulas. Las particulas
gue presentan mayor superficie de contacto tienen una mayor capacidad para
retener componentes de naturaleza lipidica (Lopez y col., 1996). Estas
caracteristicas los hacen adecuados para ser empleados en matrices alimentarias;
por ejemplo la pulpa de manzana, debido a sus propiedades de CAA y CAa, se ha
empleado en una variedad de productos alimenticios como embutidos,

mermeladas y productos de panaderia (Henriquez y col., 2010).
7.2 Caracterizacion nutracéutica
7.2.1 Determinacion de la fibra dietaria total, soluble e insoluble

En el Cuadro 5 se presentan los resultados de fibra dietaria total (FDT),
soluble (FDS) e insoluble (FDI). El residuo de guayaba presentd dos veces mas
FDT comparado con durazno, mango y manzana; estas tres ultimas con valores

similares.

El valor obtenido de FDT para mango fue de 37.12% y se trata del
subproducto de mango variedad manila. Ajila y col. (2013) reportaron porcentajes
de FDT entre 40.6-72.5 para cascara de mango de las variedades Raspuri y
Badami. Este contenido depende tanto de la variedad como del estado de
maduracién del fruto, siendo mayor para el mango maduro. Por su parte, Garcia y
col. (2013) cuantificaron el contenido de fibra dietaria de la cascara de mango de
las variedades Ataulfo y Tommy Atkins, obteniendo valores de 23.6 y 38.7%,

respectivamente.

En guayaba, el contenido de FDT fue de 78.43 + 0.31%. Jiménez y col.
(2001) y Ramulu y Rao (2003) reportaron para guayaba sin semilla, es decir pulpa
y cascara, un contenido de fibra dietaria total de 48.55 y 45.21%, respectivamente.
Para la semilla de guayaba, que es el principal constituyente del subproducto,
Chang y col. (2014) reportaron un contenido de fibra dietaria total del 61.8%.
Martinez y col. (2012) evaluaron diferentes residuos procedentes de la extraccion

de jugos de fruta, entre ellos la guayaba, y encontraron un porcentaje de FDT de
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69.1%; este valor es similar a lo encontrado en el presente trabajo (78.43%), pues
ambos subproductos estan formados tanto de semillas, que presenta el mayor

contenido de fibra, como remanentes de pulpa y piel.

Cuadro 5. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble de los
subproductos.

Subproducto Mango Guayaba Durazno Manzana

Fibradietaria 37154 045Y 78.43+0.31° 37.63+0.11° 28.91+1.14°
total, FDT

Fibradietaria 155740152 426+039¢ 13.38+0.03° 7.55+0.74°
soluble, FDS

Fibradietaria 51 194+ 051° 74.37+0.18% 24.26+0.14° 20.94+1.50°
insoluble, FDI

Relacion 57.06:4221 94.82:5.17 64.44:3556 73.88:26.11
FDI:FDS

Proporcion 1.35 17.46 1.81 2.77
FDI/FDS

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

Grigelmo y col. (1999) evaluaron concentrados de fibra dietaria de varios
subproductos industriales, entre ellos el durazno, y reportaron contenido de FDT
entre 30.7-36.1%, de los cuales el 23.8% corresponde a la FDI y el 12.3% a la
FDS, valores similares a los reportados en este trabajo.

El resultado para el subproducto de manzana (28.91%) fue similar a lo
reportado por Gorinstein y col., (2002), quienes analizaron el contenido de FDT
tanto de la cascara como de la pulpa de manzanas de la variedad Golden

Delicious, y encontraron valores de 28.7% para la cascara y de 21.9% para la

pulpa.

En todos los subproductos, la FDI fue la fraccibn mas abundante en
relacion a la FDT. La guayaba presento la mayor proporcion (94.82%), seguida de
la manzana (73.88%), el durazno (64.44%) y el mango (57.06%) (Cuadro 5). Sin
embargo, la fraccion de FDS en relacion a la FDT, fue mucho mayor (5.17-
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42.21%) a la encontrada en el salvado de algunos cereales (2.9-3.6%) (Grigelmo y
col., 1999), por ello es que se considera que es mas completa la fibra dietaria de
las frutas porque tiene mayor contenido de FDS que es a la que mayor cantidad

de efectos fisioldgicos se le otorgan.

La proporcién entre las fracciones de FDI/FDS de mango (1.35) y durazno
(1.81) estan dentro de lo recomendado por Spiller (1986), quien sugiere que se
deben encontrar en un rango de 1.0-2.3, esto con el fin de lograr los efectos
fisiologicos de ambas fracciones. El valor de la manzana es ligeramente superior
al recomendado (2.77), pero dicho valor fue muy alto para el subproducto de
guayaba (17.46), debido a que tiene un alto contenido en FDI (74.37 £ 0.18%)
otorgado por las semillas. Los cereales presentan una fraccion mas elevada que
las frutas; por ejemplo, Grigelmo y col. (1999) reportaron para salvado de trigo y
salvado de avena valores de 14.15 y 5.62, respectivamente, pues su contenido de

FDI es mayor.

Cada fraccion, FDI y FDS, tienen un efecto fisiologico diferente, por lo
tanto se habla de un comportamiento sinérgico. La fibra dietaria insoluble se
encuentra relacionada con la regulacion intestinal, la absorcion de agua y un
aumento de la masa fecal (Escudero y col.,, 2006), siendo estos los efectos

esperados en el caso del subproducto de guayaba.

En el caso de la FDS al mezclarse con el agua adquiere viscosidad. Esta
propiedad retarda el vaciamiento géstrico, asi mismo, disminuye la absorcion de
nutrientes como la glucosa, lipidos y colesterol en el intestino delgado, pues al
unirse a estos reduce su liberacién (Klont, 2000). También retarda la accién de
enzimas digestivas como la alfa amilasa (Ou y col.,, 2001), disminuyendo la
glicemia postprandial. El mango sobresale entre los demés residuos por ser el que
mayor proporcion de FDS presenta, y es esta la que mayores efectos benéficos a

la salud se le han otorgado.
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7.2.2 Cuantificacion de compuestos fendélicos y carotenoides

En el Cuadro 6 se presentan los resultados de polifenoles extraibles, que
son aquellos que se solubilizan en los disolventes acuoso-organicos y que son
absorbidos de forma total o parcial en el intestino delgado; asi como los valores de
polifenoles no extraibles, los cuales quedan retenidos en el residuo resultante tras
la extraccidon acuoso-organica y que a nivel bioldgico llegan casi intactos al colon;

y carotenoides.

Cuadro 6. Contenido de polifenoles extraibles, polifenoles no extraibles y
carotenoides de los subproductos.

‘ Mango Guayaba Durazno Manzana ‘
szrr?g’l?cej;?f 102.01+3.5°  753+0.3° 8359+1.5° 12.68+1.3°
Flavonoides®  15.21+0.2*  2.30+0.1° 3.85+0.1° 0.66 + 0.1¢
o dfoﬁ?;;‘glzsgm 0.35+0.0°  0.07+0.0° 0.16 +0.0°  0.05+0.0°

ommnOS 4 942£0.9° 1310+17®  163+0.°  10.42+05%
Carotenoides® 153.57 + 3.5% 0.02+0.0° 123.24+3.3" 0.05 + 0.0°

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores
con diferente letra en la misma fila indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de
Tukey-Kramer). *Compuestos fendlicos (mg Equivalentes de acido galico/lg de materia
seca). °Flavonoides (mg Equivalentes de catequina/g de materia seca). *Taninos
hidrolizables (mg Equivalentes de metil galato/g de muestra).*Taninos condensados (PA
mg/g). °Carotenoides (mg de B-caroteno/g de materia seca). *Polifenoles extraibles y
**Polifenoles no extraibles

7.2.2.1 Compuestos polifendlicos extraibles

Los polifenoles extraibles como los &cidos fendlicos y los flavonoides
constituyen la principal fuente de antioxidantes de la dieta, estos destacan como
agentes bioactivos que previenen o disminuyen el desarrollo de enfermedades
cronicas (Martin y Appel, 2009), de ahi la importancia de determinar su contenido
en los alimentos. Para compuestos fendlicos, asi como, para los flavonoides, se

encontrd los valores mayores para el subproducto de mango, seguido de durazno,

40



guayaba y por ultimo manzana. El mango presentd una concentracion de
compuestos polifendlicos de 102 mg Eqg de acido galico/g. Este resultado es
similar a lo encontrado por Gutiérrez (2013), quien report6 valores de 101.56 mg/g
para un subproducto similar; y por Ajila 'y col (2007) quienes analizaron el extracto
aceténico de la piel del mango Raspuri y Badami en diferentes estados de
maduracion y encontraron valores de 54.6-109.7 mg Eq de acido galico/g, este
contenido fue menor en la piel del mango maduro. Sin embargo en este trabajo y
en el de Gutiérrez (2013) a pesar de que se utiliz6 mango maduro se emple6 una
extraccion doble, la primera con etanol:agua a pH 2, y la segunda con
acetona:agua (seccion 6.4.2), por lo que es mayor la cantidad de compuestos

polifendlicos extraidos.

Para durazno Manzoor y col. (2012) reportan un contenido de compuestos
fendlicos de 71.17 a 88.13 mg Eq de acido galico/g para la pulpa y de 120.93 a
135.45 para la piel, estos resultados dependen de la variedad estudiada. El
resultado obtenido en este trabajo fue de 83.59 mg/g, este valor se encuentra en
el intervalo reportado para la pulpa que es el principal constituyente del
subproducto. En la guayaba, Bashir y Goukh (2002) evaluaron los cambios en
composicién de la guayaba de pulpa blanca y rosada durante el proceso de
maduracion; respecto al contenido de fenoles totales reportaron que el mayor
contenido se encuentra en la guayaba rosada que en la blanca, y a su vez es
mayor en la cascara (55 mg Eq de &cido galico/g) que en una mezcla de pulpa y
semillas (40 mg Eq de acido gélico/g). Abdeldaiem y col. (2014) evaluaron el
contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante de semillas de guayaba
desengrasadas encontrando un contenido de compuestos fendlicos de 3.51 mg Eq
de &cido galico/g, similar al resultado obtenido en este trabajo, 7.53 mg Eq de
acido galico/g, pero en este caso la muestra no fue desengrasada y su contenido

de grasa es de aproximadamente 11%.

Respecto al contenido de flavonoides, Palafox y col. (2012) reportaron
valores de 8.5 mg Eq de catequina/g para cascara de mango Ataulfo, menor a lo
encontrado en este estudio para mango Manila (15.21 mg Eq de catequina/g),
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esto podria atribuirse al proceso de extraccién de estos compuestos, el cual se
llevé a cabo de diferente manera por lo que probablemente se podrian extraer

mayor cantidad de flavonoides.

Para durazno, la concentracion de flavonoides fue de 3.85 mg Eq de
catequina/g. Se han reportado contenidos promedio de flavonoides en diferentes
variedades de durazno, de 6.87 para cascara y 3.94 para pulpa (mg Eq de

catequina/g muestra seca) (Manzoor y col., 2012).

7.2.2.2 Compuestos polifendlicos no extraibles

En el Cuadro 6 se encuentran los resultados obtenidos para taninos
hidrolizables, expresados como equivalentes de metil galato/g de muestra. Los
subproductos de mango (0.338) y durazno (0.164) presentaron un mayor
contenido, seguido de la guayaba (0.084) y la manzana (0.051), estos dos ultimos
no presentaron diferencia significativa entre ellos. En el mango, el resultado fue
similar al encontrado por Gutiérrez (2013). En esta fruta, los taninos hidrolizables,
junto con el acido galico, constituyen los principales antioxidantes y su contenido
disminuye a medida que el fruto madura (Kim y col., 2007). Sdyago y col. (2013)
evaluaron el perfil de taninos hidrolizables de subproductos industriales para
mango Ataulfo e identificaron una serie de galotaninos de 5 a 13 unidades, con
efectos potenciales para la salud como antiaterogénicos, antitromboéticos y

antiinflamatorios.

Para los taninos condensados o proantocianidinas (Cuadro 6), se encontrd
una mayor concentracion para el subproducto de durazno, seguido del de
manzana, mango y finalmente guayaba. Misra y Seshadri (1967) identificaron
proantocianidinas en guayaba blanca y rosada y encontraron una mayor
concentracion de estos compuestos en la cascara y en la semillas, y muy baja en

la pulpa.

Los efectos bioldgicos de los taninos dependen usualmente del grado de

polimerizacion y solubilidad (Svedstrom y col.,, 2002). Los taninos altamente
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polimerizados como las proantocianidinas poliméricas presentan una baja
bioaccesibilidad en el intestino delgado y baja fermentabilidad por la microflora
colénica (Serano y col., 2009). Bagchi y col. (1999) y Liu y col. (2009) han
reportado que estos compuestos presentan un amplio rango de actividad bioldgica
y farmacolégica, pues presentan actividad antioxidante, cardioprotectora,

antitumoral, antibacterial, antiviral y antinflamatoria.

Se debe tener en cuenta que los taninos también podrian considerarse
como antinutrientes, debido a su capacidad de formar complejos con
macromoléculas como proteinas y carbohidratos, disminuyendo la digestibilidad de
las proteinas dietarias, al reducir su disponibilidad para ser digeridas y absorbidas
(Bennik, 2002). Los taninos ademas pueden inhibir enzimas digestivas (Bras y
col., 2010) y actuar como disuasivos de la alimentacion, pues producen la
precipitaciéon de proteinas de la saliva (Soares y col, 2012); sin embargo, estos
efectos dependen de la cantidad ingerida. En un estudio in vivo concentraciones
de taninos de 10 g/kg de dieta, afectaron el crecimiento y la digestibilidad en ratas,

dosis menores no tuvieron ningun efecto negativo (Mennen y col., 2005).

7.2.2.3 Contenido de carotenoides

Los carotenoides se caracterizan por ser compuestos que otorgan color a
las plantas (principalmente frutas y vegetales) y que poseen efectos benéficos
para la salud; entre estos destaca su funcion como antioxidantes (Johnson, 2002).
Su contenido en los alimentos se ve influenciado por factores climaticos,
geograficos, practicas de cultivo, estado de madurez y almacenamiento de los
frutos (Mainai y col., 2009). En los subproductos evaluados, los de mango y
durazno presentaron un mayor contenido (153.57-123.24 mg de B-caroteno/g,
respectivamente). Este resultado era de esperar, pues en estado fresco sus
colores oscilan entre el amarillo, naranja y rojo, y los carotenoides son los
responsables de otorgar estos colores. Gil y col. (2002) evaluaron diferentes
cultivares de durazno y encontraron contenidos de carotenoides entre 71-210

mg/g peso freso para frutas con pulpa amarilla, siendo similar a la variedad
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empleada en este trabajo. La manzana y la guayaba presentaron contenidos muy
bajos (0.02-0.05 mg de B-caroteno/g) (Cuadro 6), lo que probablemente se debe a
las variedades bajo estudio, pues en guayaba se ha reportado estos valores en las
variedades rojas (Mercadante y col., 1999) y la utilizada en este trabajo fue blanca.
Ademas, en estas frutas no es caracteristico un contenido elevado de estos

compuestos.

Los carotenoides se caracterizan por presentar una baja tasa de
absorcion, pues interactia con macromoléculas dentro de la matriz del alimento
(van het Hof y col., 2000). Se ha sugerido que la fibra dietética promueve un efecto
negativo sobre la absorcion de carotenoides mediante el atrapamiento y la
interaccion con los acidos biliares que resulta en aumento de la excrecion fecal de
grasas y sustancias solubles en grasa, tales como, los carotenoides (Yeum y
Russell, 2002).

7.2.3 Cuantificacion de compuestos fenélicos por HPLC-DAD

En el cuadro 7 se presenta la cuantificacion de 13 compuestos
polifenélicos de los subproductos. El residuo de mango presentdé la mayor
concentracion de estos fenoles, observandose los siguientes compuestos: acido
clorogénico, acido galico, acido cumarico, acido cafeico, acido sinapico, &acido
elagico, epigalocatequina, epicatequina, rutina, galocatequina, catequina,
eriocitrina y hesperidina. De esta Ultima, la muestra de mango contiene 135 veces
mAas concentracion que la muestra de durazno y 25 veces mas que la de guayaba.
La hesperidina tiene acciones farmacolégicas como  antioxidante,
antihiperlipidémico, cardioprotector y antihipertensivo. Estos efectos se atribuyen
principalmente a un mecanismo de defensa antioxidante y a la supresion de la

produccion de citocinas proinflamatorias (Zanwar y col., 2014).

Ajila y col. (2010) identificaron al &cido gélico, acido siringico, acido elagico,
mangiferina, cido gentisico, protocatécuico y quercetina, en un extracto acetdnico

de la cascara de mango maduro variedad Badami. Por su parte, Ajila y Prasada
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(2013) identificaron los flavonoides rutina, quercetina y kaempferol en cascara de

mango de las variedades Raspuri y Badami.

Cuadro 7. Contenido de compuestos fendlicos identificados por HPLC-DAD

Compuesto

. Durazno Guayaba Mango Manzana
fendlico
Acidos fendlicos: hidroxibenzoicos
Acido
2.1 84+4° 1.9+4° 3204+60°% 80+8°
clorogénico
Acido
4.4 3332+200°¢ DLD 6916+360°  28288+988°
galico
Acido
16.1 32+4° 20+4° 648+60% DLD
cumarico
Acido
12.3 20+42 20+42 24+42 DLD
cafeico
Acido
19.1 DLD 24+4° 404+82 20+4°
sinapico
Acido
29.7 124+82 24+4° 68+8° DLD
elagico
Flavonoides: Flavanoles
Epigal i-
p'gaz‘;ateq“' 25.6  24+2" 24:+4" 184+32° DLD
Epicatequina 2.4  56+2.1° 148+8°  18264+132? DLD
Rutina 20.4 176+28° 24+0.0° 5900+3722 244+20°
Galocatequina 24.8  8+0.0° 8+0.0° 216+16% DLD
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Catequina 3.0 64+4° 12+0.0° 368+28" 752+36°

Flavonoides: Flavonona

Eriocitrina 19.4 8+0.0%° 12+42 12+42 DLD

Datos expresados como media * desviacion estandar. Experimentos con tres
determinaciones independientes cada uno. Valores con diferente letra en la misma fila
indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). Lo resultados estan
expresados como pg de compuesto por g de muestra seca. DLD: Debajo del limite de
deteccion.

El acido géalico fue el acido fendlico mas abundante en todos los
subproductos. Hsu y Yen (2007) evaluaron el efecto antiobesogénico en un
modelo animal inducido con una dieta alta en grasa. Las ratas suplementadas con
100 mg/kg de acido galico presentaron una disminucion significativa de la
ganancia de peso corporal y de la esteatosis hepatica producida por el consumo
de la grasa. Asi mismo, disminuyd el estrés oxidativo y los niveles en sangre de

triglicéridos, fosfolipidos, colesterol total, LDL e insulina.
7.2.4 Determinacién de capacidad antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante se llevé a cabo a través del
ensayo de DPPH y de la capacidad antinitrosativa (Cuadro 8). Los resultados se
expresan como la concentracion inhibitoria media (ICsp), es decir, la cantidad de
subproducto necesario para inhibir el 50% del radical; por lo tanto entre menor

ICs0, mayor capacidad antioxidante presenta la muestra.

El ensayo de DPPH involucra una reaccion de transferencia de electrones;
por lo tanto, este ensayo detecta la capacidad de un antioxidante de transferir un
electron para reducir un compuesto (Wright y col., 2001). El subproducto de
mango presentd la mayor capacidad antioxidante, seguido de manzana y
guayaba. La variacion en el poder antioxidante de las muestras podria depender
de la accesibilidad de sus compuestos fendlicos al centro del radical DPPH
(Mathew y Abraham, 2006), ademas esta técnica mide la capacidad antioxidante

de compuestos poco polares.
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El subproducto de mango mostré la mayor habilidad reductora hacia el
radical DPPH; esto se puede atribuir a que presenta una concentracion mas
elevada de compuestos fendlicos. Al realizar un andlisis se encontré una
correlacion inversa (-0.6905) entre el contenido de flavonoides y el Clsg, es decir,
entre mayor contenido de flavonoides, menor cantidad de muestra para inhibir el
radical DPPH. Escamilla y col. (2009) reportaron que la capacidad antioxidante de
los flavonoides, debido a su estructura, presentan propiedades quelantes de hierro
y secuestradores de radicales libres. Asi mismo, los flavonoides que presentan
constituyentes dihidroxilicos (2 grupos hidroxilos) en posiciones 3’ y 4’ en el anillo
B, muestran una mayor accion antioxidante. En mango la quercetina es uno de los
flavonoides mas abundantes y esta se caracteriza por su accion antioxidante (Ajila
y Prasada, 2013).

Cuadro 8. Concentracion inhibitoria media (Clsg) de los extractos de los

subproductos.
Muestra DPPH’ NO’
Mango 14.4 + 4.2¢ 18.87 + 0.4°
Durazno 287.5+3.1° 77.6 +3.0°
Guayaba 172.5 + 20.3° 375.2 + 28.9°
Manzana 125.3+9.1° 928.1 + 68.7¢
Trolox 3.38 + 0.15¢ ND
Catequina ND 25+0.1°
Correlacién_ con compuestos .0.1573 .0.7974
polifendlicos
Correlacion con flavonoides -0.6905 -0.6449

Los valores representan la media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Letras
diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de
Tukey-Kramer). Los valores representan el Clsg (ug/mL). ND: No determinada.

Se evalué la capacidad de los extractos de los subproductos para inhibir la
formacion del 6xido nitrico (NO’); compuesto que se encuentra naturalmente en el
organismo; sin embargo cuando es producido en exceso forma especies reactivas

de nitrégeno, que incrementan la inflamacién crénica (Nathan, 2008).

a7



Los subproductos con mayor capacidad antinitrosativa fueron mango y
durazno, los cuales no presentaron diferencia estadistica significativa con el
estandar catequina. Indicando que una menor concentracibn de estos
subproductos, en comparacion con los de guayaba y manzana, influye en mayor
medida en la conversion del 6xido nitrico a nitrito, ocasionando asi una menor

formacion del cromoforo y por lo tanto menor absorbancia.

Al llevar a cabo un andlisis de correlacion (p<0.05) de la capacidad
antinitrosativa (Clsp) y la composicién fitoquimica de los subproductos, se observo
que dicha capacidad se ve influenciada en gran manera por el contenido de
taninos hidrolizables (0.7805), compuestos fendlicos (-0.8101), flavonoides (-
0.6816) y carotenoides (-0.8341). Estos resultados demuestran que estos
fitoquimicos tienen un efecto importante en la capacidad antioxidante y que son
moléculas bioldgicamente activas (Cuadro 8).

Los subproductos evaluados presentaron variaciones en los resultados de
capacidad antioxidante ya sea debido a factores intrinsecos como solubilidad de
los extractos en el sistema de la prueba, la posicion y numero de los sustituyentes
donadores de electrones en la molécula antioxidante, la estequiometria de la
reaccion entre el extracto y el radical, y la estereoselectividad de los radicales
(Mathew y Abraham, 2006).

7.2.5 indice de retardamiento de didlisis de la glucosa (IRDG):

Esta técnica es capaz de predecir el efecto bloqgueador de muetras en la
absorcion de glucosa en el tracto gastrointestinal (Lopez y col., 1996), a mayor
velocidad de dialisis, menor efecto retardador del paso de glucosa. El cuadro 9
muestra los datos de velocidad maxima de difusién de glucosa total en el sistema

de didlisis utilizado.

Ninguno de los subproductos mostraron caracteristicas de retencion de
glucosa, pues su velocidad maxima de difusion fue similar e incluso mayor al

control; el cual permite libremente el paso de la glucosa a través de la membrana
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de didlisis. Los subproductos de durazno y mango no presentaron diferencia
significativa respecto al control; mientras que, guayaba y manzana incluso
presentaron una mayor velocidad de difusion, lo que sugiere que estos materiales
estdn aportando glucosa al sistema de dializado. Este resultado no era de
esperarse, pues se ha reportado que uno de los efectos de la fibra es retardar la
difusion de glucosa, es decir el paso de glucosa desde la zona de mayor
concentracion hacia la de menor concentracion (Ou y col., 2001; Srichamroen y
Chavasit, 2011); sin embargo, los subproductos presentan un contenido elevado

de azulcares solubles, los cuales se pueden estar liberando al dializado.

Cuadro 9. Efecto de los subproductos sobre el atrapamiento de glucosa in

vitro.
Muestra Velocidad maxima de difusion®
Mango 20.1 + 0.3
Durazno 18.8 + 1.3°
Guayaba 23.4 +0.5°
Manzana 22.8+0.7%
Control 17.4 + 0.4°

Los valores representan la media £ DE. Letras diferentes en la misma columna indican
diferencia significativa (p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). *Velocidad maxima de difusion
de glucosa en un sistema glucosa-fibra (umol/min).

7.2.6 Inhibicibn de enzimas relacionadas con el metabolismo de

carbohidratos

Se evalud el efecto de los subproductos sobre la actividad de enzimas
relacionadas con la hidrdlisis de carbohidratos, para lo cual se determind el
porcentaje de inhibicién de los subproductos en polvo y sus extractos polifendlicos

concentrados sobre la enzima a-amilasa y a-glucosidasa (Cuadro 10).

La a-amilasa es una enzima que tiene como funcion hidrolizar los enlaces
a,1-4 del almidon para producir maltosa, maltotriosa y glucosa libre. Tanto la

maltosa como la maltoriosa son hidrolizadas por la accion de la enzima maltasa y
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la isomaltasa, que posteriormente liberan glucosa libre para su posterior

absorcion (Gropper y col., 2009).

El subproducto de mango, tanto el polvo como su extracto de polifenoles,
mostrd el mayor efecto en la inhibiciéon de la actividad de la a-amilasa (29.9 y
44.2%, respectivamente). En contraste, el subproducto de durazno presentod la
menor actividad inhibitoria, a pesar de que fue la segunda muestra con mayor
contenido de compuestos polifendlicos; lo que indicaria que dicha inhibicién

depende mas del tipo de compuestos que forman la matriz, que de la cantidad.

Al realizar un analisis de correlacién, la disminucion de la actividad de la
enzima presenta una correlacion del 0.6719 con el contenido de flavonoides, por lo
gue podrian estar relacionados con dicha inhibicion. Piparo y col. (2008)
reportaron que la actividad inhibitoria de flavonoides como los flavonas vy
flavonoles sobre la inhibicion de la a-amilasa depende de los enlaces de hidrogeno
entre los grupos hidroxilo de los ligandos del fenol y los residuos cataliticos del
sitio activo, ademas de la formacion de un sistema 1r-conjugado que estabiliza la
interaccién con el sitio activo. En el caso del residuo de mango, este present6 la

mayor concentracion de flavonoles como quercetina y epigalocatequina.

Cuadro 10. Porcentaje de inhibicion de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa
delos extractos polifenélicos y de las muestras en polvo de los

subproductos.
% de inhibicién de a- % de inhibicién de a-
amilasa glucosidasa
Sub- Polvo? Extracto® Polvo® Extracto”
producto
Mango 2997+18% 442+26%2 90.8+36° 14.14+15°%
Guayaba 331+04° 228+24° 426+4.1° 588+1.8°
Durazno 0.63+0.0°¢ 3.3+09°¢ 63.7+25°" 15.40+0.8°%
Manzana 10.08+1.6° 26.4+1.4° 27.4+51° 479+04°
Correlacion
con 0.9200 0.6719 0.9257 0.6569
flavonoides

50



Datos expresados como media + DE. Determinaciones con tres réplicas cada uno.
Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
(Prueba de Tukey-Kramer). ! pruebas realizadas para la muestra en polvo, 17.5 mg. *
Extracto compuestos polifendlicos extraibles, 17.5 mg. 3pruebas realizadas para la
muestra en polvo, 5 mg. “Extracto compuestos polifenélicos extraibles, 5 mg. Andlisis de
correlacion (p<0.05).

También es posible que la disminucion de la actividad de la enzima por
parte de los subproductos en polvo puede deberse a la encapsulacion del sustrato
y/o la enzima (Ou y col.,, 2001), reduciendo la accesibilidad de la enzima al

almidon y/o la absorcidn directa de la enzima sobre las fibras (Chau y col., 2003).

Respecto a la inhibicion de la enzima a-glucosidasa esta se presenta en el
Cuadro 10. Esta enzima se encuentra ubicada en el borde del cepillo del intestino
delgado, actla sobre los enlaces a, 1-4 y su funcion es hidrolizar los
oligosacaridos y polisacaridos, produciendo monosacaridos absorbibles. Los
subproductos en polvo que mayor inhibicion presentaron sobre esta enzima fueron
el de mango (90.8%) y durazno (63.7%). A pesar de que los compuestos fenolicos
y flavonoides han sido reportados como inhibidores eficaces de esta enzima
(Kwon y col., 2008). En este estudio, los extractos de compuestos fendlicos de los
subproductos de mango y durazno tuvieron una baja inhibicion, de 14.1 y 15.4%
respectivamente. La gran disminucion de la actividad ocasionada por los
subproductos en polvo, puede deberse a atrapamiento de la enzima o de su

sustrato.

En las situaciones de obesidad, sobrepeso y diabetes, se emplea
inhibidores de estas enzimas debido a que ayudan a disminuir la tasa de
absorcion de glucosa y por ende la concentracion de glucosa postprandial en
suero, pues una hiperglicemia prolongada es el factor primario de varias

complicaciones (Mukherjee y Sengupta, 2013).
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7.3 Modelo in vivo.

7.3.1 Efecto del consumo de los subproductos sobre el peso corporal

Para determinar el efecto de los subproductos en la obesidad se realizé un
estudio con animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa y
suplementada con 4% de fibra proveniente de los subproductos. En la Figura 6 se
muestran los resultados de peso corporal de los grupos de experimentacion. A
partir de la semana 12 se observé una diferencia estadistica significativa entre el
grupo obeso y el sano (p<0.05). El aumento en el peso corporal de los animales
obesos es ocasionado por el exceso de energia ingerida, dicha energia se
almacenan en forma de triglicéridos en el tejido adiposo, los cuales pueden
sintetizarse a partir de los acidos grasos de la dieta o bien mediante el
metabolismo de la fructosa (Huang y col, 2011).
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Figura 6. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa, y suplementadas con los subproductos. Los datos se expresan como la
media + EE.

Respecto a los tratamientos, el grupo con menor ganancia de peso fue el
suplementado con el subproducto de guayaba, el cual en la semana 14 mostr6 un
una menor ganancia de peso (aproximadamente 8%) en comparacion con los

animales obesos. La caracteristica mas notable de este subproducto de guayaba
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es su mayor contenido de fibra dietaria insoluble (74.37%). Isken y col (2010)
realizaron un estudio durante 45 semanas en ratones C57BL/6J alimentados con
una dieta alta en grasa y suplementada con fibra soluble, goma guar, e insoluble,
mezcla de celulosa, hemicelulosa y lignina, y encontraron que los animales
suplementados con la fibra insoluble (10% p/p) presentaron la menor ganancia de

peso, debido a un aumento en el catabolismo de acidos grasos.

Los animales suplementados con manzana, mango y durazno presentaron
una ligera disminucién de peso entre el 4 y 5% en relacién al grupo obeso, sin
embargo, no presentaron diferencia estadisticamente significativa. Dicha
disminucién no se dio por efectos de saciedad, ya que no se presentaron
diferencias significativas entre el consumo de alimento de los grupo control obeso
(23.65 g por dia) y los alimentados con la dieta suplementada con subproducto
(20.3 g por dia).

7.3.2 Energia digerida de las dietas
En el Cuadro 11 se presentan los datos de la energia digerida de los
animales en estudio.

Cuadro 11. Energia digerida de los grupos tratados con un suplemento de
los subproductos.

Grupo Energia digerida (Kcal)

Sano 13.03 + 2.0°
Obeso 24.94 + 2.0°
Mango 18.92 + 2.0%

Durazno 20.50 + 2.8%
Guayaba 19.62 + 2.3%
Manzana 21.49 + 2.0%°

Datos expresados como media + EE. Promedio de cuatro animales cada uno. Valores con
diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.01) (Prueba de
Tukey-Kramer).
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Los animales del control sano presentaron la menor cantidad de energia
digerida, pues su dieta se compone de alimento estandar que contiene 4.11
Kcal/g, en cambio la dieta de los animales del grupo obeso, al ser alta en grasa y
fructosa, tiene 5.25 Kcal/g. Estos ultimos presentaron la mayor absorcién de
energia. En relacion a los tratamientos, todos los grupos fueron similares al control
sano y al control obeso. Sin embargo, los animales suplementados con los
subproductos presentaron menor absorcién de energia que los obesos, pero este
valor no fue estadisticamente significativa. Este efecto puede atribuirse a los
efectos de atrapamiento de nutrientes que presenta la fibra en condiciones
fisiologicas (Klont, 2000).

7.3.3 Efecto del consumo de los subproductos sobre resistencia a lainsulina

La determinacion de la glucosa en estado de ayuno se emplea como un
indicador del equilibrio que tienen los animales entre la produccién de glucosa por
el higado vy la utilizacion de glucosa por el masculo y la grasa (Barros y col., 2007).
Al evaluar la concentracion de glucosa en suero (Cuadro 12), se encontré que los
animales del grupo obeso presentan las concentraciones mas altas (187.32 + 8.1
mg/dL), siendo mayores a la presentada por los animales sanos (124.13 = 5.1
mg/dL). Los grupos suplementados con los subproductos de mango y durazno
presentaron diferencia estadistica respecto al control obeso, su concentracion de
glucosa en suero fue similar al control sano. A diferencia del grupo alimentado con
una dieta suplementada con subproducto de guayaba y manzana, estos no

mostraron diferencia estadisticamente signicativa respecto al control obeso.

La menor concentracion de glucosa en suero del grupo suplementado con
los subproductos de mango y durazno podria estar relacionada con la presencia
de compuestos fendlicos. Los cuales son muy abundantes en ambos
subproductos en comparacion a los demas residuos, se ha reportado que estos,
reducen los niveles de glucosa en sangre, un mecanismo es a través de la
inhibiciéon de las enzimas del metabolismo de los carbohidratos, a-amilasa y a-
glucosidasa, disminuyendo de esta manera la absorcion de glucosa a nivel
intestinal. Uno de los compuestos fendlicos del mango con una actividad
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antidiabética importante es la manguiferina; Sellamuthu y col. (2013) al
administrarla oralmente a ratas diabéticas observaron una disminucion en la
concentracion de la glucosa sérica, asi como un aumento en la utilizacién de la

glucosa por parte del higado.

Cuadro 12. Concentracion de glucosa sanguinea, insulina e indice HOMA de
ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa y suplementadas
con subproductos.

Sano 124.13 + 5.2° 0.64 +0.2° 5.82 + 1.4°
Obeso 187.42 + 7.1° 1.17 +0.7% 13.02 + 3.0°%°
Mango 142.39 + 8.0™ 0.99 + 0.2% 11.03 + 2.3%°

Durazno 137.52 + 6.9 1.38 + 0.3% 12.20 + 3.3%°
Guayaba 168.60 + 11.2%° 1.05 + 0.1% 11.05 + 2.2%°
Manzana 174.31 + 14.0%° 1.86 + 0.22 17.56 + 2.0°

Datos expresados como media = EE. Determinaciones con ocho animales cada uno.
Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05)
(Prueba de Tukey-Kramer).

El aumento de glucosa en sangre es consecuencia tanto de la grasa como
de la fructosa contenida en la dieta. Se ha reportado que una dieta alta en grasa
aumenta la produccion hepética de glucosa a través de glucogendlisis y de
gluconeogénesis (Jin y col., 2013). El consumo de fructosa tiene efectos
importantes en el metabolismo de la glucosa. La fructosa que se absorbe es
transportada y liberada al higado a través de la vena porta. Al llegar alli es
fosforilada para formar fructosa 1-fosfato, quien por accion de la aldolasa B forma
gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato. Una pequefia porcion de estas triosas
puede entrar a la via gluconeogénica y luego ser liberada como glucosa,
ocasionando un pequefio aumento en la cantidad de glucosa circulante. Una
cantidad importante de la fructosa que entra a la glucolisis es metabolizada y
liberada como lactato, y posteriormente entra a gluconeogenésis para ser

convertido a glucosa (Havel, 2005).

Una consecuencia del consumo de una dieta alta en fructosa es la
resistencia a la insulina que induce una hiperinsulinemia compensatoria (Elliott y
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col., 2002). Esto explica el hecho de que los animales alimentados con la dieta
obesogénica presentaron mayores concentraciones séricas de esta hormona en
comparacion con el grupo sano (52%). El grupo suplementado con subproducto de
manzana presenté el valor mas altos de insulina, 1.86 + 0.1 ng/mL, incluso
superior al control obeso; lo que contribuyé a un incremento del indice HOMA,
indicando resistencia a la insulina. Los grupos alimentados con el suplemento de
mango, durazno y guayaba presentaron valores de insulina e indice HOMA

similares al control obeso.

7.3.4 Efecto del consumo de los subproductos sobre el perfil lipidico

Otra alteraciéon importante de los animales obesos fue el aumento de los
niveles de lipidos en torrente sanguineo. Segun los datos del Cuadro 13, los
animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa incrementaron en un
65.75% los niveles de triglicéridos en comparacion con el grupo sano. Todos los

tratamientos fueron similares alcontrol obeso.

Cuadro 13. Perfil de lipidos en suero de ratas alimentadas con una dieta alta
en grasay fructosay suplementadas con subproductos.

Grupo/ Triglicéridos Colesterol Colesterol Factor de

Parametro (mg/dL) total (mg/dL) HDL (mg/dL)

riesgo
coronario
Sano 68.84 + 8.6" 66.58 + 6.32 50.38 + 1.7 1.23+0.1%

Obeso 114.10 + 13.4*° 64.15 + 4.22 49.64 +1.1% 1.29 £ 0.1%
Mango 119.76 + 6.3% 63.26 + 5.42 42.34 +1.3° 1.50 +0.1°
Durazno 95.27 + 9.3% 63.50 + 5.42 43.89 + 0.9° 1.33+0.1°
Guayaba 132.70 £ 10.4*  65.51 +5.42 41.56 + 0.5 1.58 £ 0.1%
Manzana 101.98 + 11.7*° 57.64 + 3.6? 47.59 + 1.5% 1.23+0.1°

Datos expresados como media + EE. Experimentos con ocho animales cada uno. Valores
con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba
de Tukey-Kramer).

Estudios realizados tanto en humanos como en animales han demostrado
gue un elevado consumo de fructosa esta relacionado con un aumento en la
dislipidemia, resistencia a la insulina e hipertension (Huang y col., 2011). En el

higado, la fructosa es metabolizada hasta acetil Co-A, que provee los carbonos
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necesarios para la sintesis de novo de acidos grasos de cadena larga, que
posteriormente son esterificados para formar triglicéridos (Havel, 2005). Esto

podria estar sucediendo con el consumo de una dieta obesogénica.

En relacion al contenido de colesterol total en suero no hubo diferencia
significativa entre los controles, ni entre los tratamientos. Sin embargo para el
colesterol HDL, cuyas funciones antiaterogénicas juegan un papel importante en el
trasporte reverso del colesterol, se encontré6 que no hubo diferencie entre los
controles, y respecto a los tratamientos mango durazno y guayaba, estos fueron

incluso ligeramente menor que el control obeso

7.3.5 Efecto del consumo de los subproductos sobre la funcion hepéatica

Entre los marcadores para evaluar el dafio hepético se emplea la
determinacién en suero de la actividad de la fosfatasa alcalina, que funciona como
un indicador de lesiones hepatobiliares, asi mismo se utilizan las transaminasas
(aspartato transaminasa, AST y alanina transaminasa, ALT). Estas son enzimas
intracelulares que no se encuentran normalmente en la sangre y no presentan
funciones conocidas fuera del 6rgano de origen. Niveles elevados de ALT han sido
asociados con el higado graso (Amacher, 1998). Es asi como la elevacién en las

transaminasas son un indicativo de muerte hepatocelular.

Respecto a la AST, no hubo diferencia estadistica ni entre los controles ni
entre los tratamientos, el grupo alimentado con el suplemento de guayaba
disminuy6 sus niveles de AST de manera importante. Para el caso de ALT no se

observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos.

En relacion a la fosfatasa alcalina el grupo obeso increment6 su actividad
al compararse con el grupo control sano (33.1%), los animales suplementados con
los subproducto de mango y guayaba mostraron una menor actividad de esta
enzima (Cuadro 14). Estos resultados podrian sugerir que los subproductos

generan cierta proteccion hepatica.
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Cuadro 14. Actividad de enzimas de funcion hepatica en ratas alimentadas
con unadieta alta en grasay fructosa y suplementadas con subproductos.

. Aspartato Alanina Fosfatasa
Parametro/ . . :
Grupo aminotransferasa aminotransferesa | alcalina (U/L de
P (U/L de AST) (U/L de ALT) FAL)
Sano 34.46 +2.0% 21.31+1.7° 90.48 + 8.4%
Obeso 37.83+4.2% 19.02 + 1.5° 120.43 + 7.6°
Mango 32.33+1.7% 17.04 + 1.6 85.58 + 7.4°
Durazno 27.89+1.8% 15.01 + 1.6% 90.62 + 6.2°
Guayaba 2416 +1.2° 20.80 + 1.7° 90.26 + 4.3"
Manzana 36.05 + 2.22 18.52 + 1.4° 98.41 + 7.9%

Datos expresados como media = EE. Experimentos con ocho animales cada uno. Valores
con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) (Prueba
de Tukey-Kramer).
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CONCLUSIONES

El subproducto de mango presentdé la mayor concentracion de
compuestos polifendlicos y carotenoides, seguido del de durazno,
mientras que el subproducto de guayaba es una fuente importante de
fibra.

Los subproductos de mango y durazno mostraron la mayor capacidad

antioxidante, la cual esta asociada al contenido de flavonoides.

Los subproductos tienen un efecto poco significativo sobre el control de
peso corporal, pero el de mango y durazno disminuyen algunas
complicaciones relacionadas con la obesidad como la hiperglicemia y
proteccion hepética.

El subproducto de mango podria disminuir la tasa de absorcion intestinal
de glucosa, al reducir la actividad de enzimas relacionadas con la
digestion de carbohidratos.

Los subproductos presentan fitoquimicos que se han relacionado con el
control de la obesidad y sus complicaciones, sin embargo, los efectos
son poco significativos, y esto podria estar relacionado con su contenido
de azlcares simples, por lo tanto, se requiere eliminar dichos

compuestos para potenciar sus beneficios a la salud.
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