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RESUMEN

El orujo de uva, un subproducto de la industria vitivinicola, posee elevado contenido de
fibra y compuestos fendlicos los cuales ejercen efectos preventivos sobre el aumento
de peso corporal. Para potenciar los beneficios del orujo como antiobesogénico se
plante6 mezclar este subproducto con otros extractos vegetales. Se desarrollaron
suplementos a base de orujo de uva con curcuma, extracto de té verde y chia, y se
evaluaron sus propiedades antiobesogénicas. Primero se cuantificaron los compuestos
fendlicos de 4 variedades de orujo de uva Syrah, Tempranillo, Merlot y Malbec. Se
seleccionaron Syrah y Tempranillo por su mayor contenido de proantocianidinas
extraibles (8.0 mg PA/g), compuestos asociados a los beneficios del orujo. Se
disefiaron formulaciones con orujo de uva como componente principal y suplementados
con carcuma y té verde, en donde se evaluaron diferentes ingredientes para mejorar la
solubilidad del orujo de uva; seleccionando a la semilla de chia como mejor agente
suspensor; 7 g de chia aument6 3.2 veces el indice de solubilidad de la mezcla y éste
se mantuvo durante 7 minutos. Para evaluar el efecto de los suplementos sobre el peso
corporal, ratas Wistar macho alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa se
suplementaron durante 9 semanas con orujo de uva (Syrah y Tempranillo) al 2 % y
suplementos alimenticios al 6 %. Después se llevé a cabo la eutanasia y se recolecto
el suero y el tejido adiposo visceral. Los animales tratados tanto con los suplementos
alimenticios, como con los orujos no presentaron una disminucion significativa del peso
corporal. Sin embargo, los grupos alimentados con orujo Syrah y sus suplementos
presentaron una disminucion de hasta 1.8 veces los triglicéridos séricos. Los
suplementos alimenticios, a pesar de su elevado contenido de fibra y compuestos

fendlicos, no presentaron mejores beneficios a la salud comparado con el orujo de uva.
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ABSTRACT

The grape seed pomace, a byproduct of the wine industry, has a high content of fiber
and phenolic compounds that exert preventive effects on body weight gain. To enhance
the benefits of pomace as an anti-obesogenic agent, the idea was to mix this byproduct
with other plant extracts. Supplements were developed based on grape seed pomace
with turmeric, green tea extract, and chia, and their anti-obesogenic properties were
evaluated. First, the phenolic compounds of 4 varieties of grape seed pomace were
quantified; Syrah, Tempranillo, Merlot, and Malbec. Syrah and Tempranillo were
selected for their higher content of extractable proanthocyanidins (8.0 mg PA/g),
compounds associated with the benefits of pomace. Formulations were designed with
grape seed pomace as the main component and supplemented with turmeric and green
tea, where different ingredients were evaluated to improve the solubility of grape seed
pomace; selecting chia seeds as the best suspending agent; 7 g of chia increased the
solubility index of the mixture by 3.2 times, and this was maintained for 7 minutes. To
assess the effect of the supplements on body weight, male Wistar rats fed a high-fat
and fructose diet were supplemented for 9 weeks with grape seed pomace (Syrah and
Tempranillo) at 2% and dietary supplements at 6%. Euthanasia was then carried out,
and serum and visceral adipose tissue were collected. Animals treated with both dietary
supplements and pomace did not show a significant decrease in body weight. However,
the group fed with Syrah pomace and its supplement showed a decrease of up to 1.8
times in serum triglycerides. Dietary supplements, despite their higher content of fiber
and phenolic compounds, did not show better health benefits compared to grape seed

pomace.
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1. INTRODUCCION

La obesidad y el sobrepeso son un problema social y de salud publica a nivel nacional.
Estas patologias se asocian con graves riesgos a la salud, principalmente con el
desarrollo de trastornos metabdlicos (Riascos et al., 2022). Por lo tanto, se han
propuesto una serie de estrategias para la prevencién y/o su tratamiento; entre ellas se
incluyen los cambios en los habitos alimenticios (Watanabe et al., 2022). Sin embargo.
estas propuestas son verdaderos retos para el sector salud, por lo que se requiere
buscar alternativas adicionales para mejorar y coadyuvar en la prevencion y control de
estas patologias.

En relacién con la dieta, se ha recomendado incrementar el consumo de compuestos
bioactivos y de fibra dietaria; ya que se ha reportado que son beneficiosos para la
prevencion y el control de la obesidad y problemas asociados (Rodriguez et al., 2019).
Algunas fuentes importantes de compuestos bioactivos son los subproductos
agroindustriales, como el orujo de uva, el cual se obtiene de la industria vitivinicola.
Este se caracteriza por ser un material con alto contenido de compuestos polifenélicos
principalmente proantocianidinas no extraibles (Martinez-Meza et al., 2021).

Se ha reportado que extractos de semilla de uva enriquecidos con proantocianidinas
comerciales previenen la ganancia de peso corporal en ratas Wistar macho adultas
(Serrano et al., 2017). Este efecto se asocié con una menor ingesta de alimentos, un
aumento de gasto de energia y una mayor expresion de la enzima
carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), sin ningln cambio en la sintesis de acidos
grasos (Serrato et al., 2017). Adicionalmente, se ha reportado que el orujo de uva es
una fuente importante de fibra antioxidante (46 %) y se ha sugerido que ésta podria
disminuir la absorcion de triglicéridos en el intestino (Yu et al., 2017).

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo se evaluaron orujos de
diferentes variedades de uva como Syrah, Malbec y Garnacha; las cuales se
adicionaron a una dieta hipercalérica en 1 g/kg de peso y se reporté al final del
experimento una menor ganancia de peso de estos animales (11-19 %), comparado
con el grupo obeso. Sin embargo, el peso corporal final de estos animales fue 22 %
mas alto que el grupo de animales sanos. Por lo tanto, para potenciar la capacidad del

orujo para disminuir el peso corporal, este se complementd con otros ingredientes que
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presenten este mismo beneficio.. La cdrcuma, cuyo principal compuesto polifendlico es
la curcumina, es un material vegetal que puede contribuir a mejorar el perfil de
compuestos fendlicos del orujo de uva. Se ha reportado que el consumo de curcumina
(500 mg/kg) incrementa la pérdida de peso y aumenta la masa magra de ratones (Ejaz
et al., 2009). El té verde es otra fuente de compuestos bioactivos con capacidad de
disminuir el peso corporal. Este beneficio se demostrd en un estudio clinico con mujeres
con sobrepeso, obteniendo una reduccion del 8 % del peso corporal (Chenket al.,
2016). Dichos beneficios se asociaron a sus principales compuestos bioactivos como
las catequinas y las epicatequinas.

Por otro lado, el orujo de uva es un subproducto con baja solubilidad y esto ocasiona
problemas de aceptabilidad sensorial. De tal manera que, la adicion de agentes
suspensores podria disminuir estas caracteristicas. Entre las alternativas viables de
uso se encuentra la chia, cuya semilla al hidratarse desprende un mucilago, que es
una fuente potencial de polisacaridos (Mufioz et al., 2012). La solubilidad elevada y la
capacidad de retencion de agua le confieren potencial como ingrediente funcional
(Mufioz et al., 2012).

Debido a los beneficios que presentan los ingredientes anteriormente mencionados y
a sus distintos sitios de accion, su combinacion con orujo de uva podria resultar en un
producto con mayor potencial y beneficios a la salud. Por tal motivo, en este proyecto
se desarroll6 un suplemento alimenticio a base de orujo de uva adicionado con
ingredientes de origen natural, como la carcuma, el extracto de té verde y la chia, con

el fin de potenciar sus efectos en el control de la obesidad.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Sobrepesoy obesidad

El sobrepeso y la obesidad constituyen uno de los principales problemas de salud mas
importantes en México. De igual manera estos padecimientos son el principal factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes tipo
2, la hipertension arterial, las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades
osteoarticulares, la apnea del suefio, entre otras (Kanter-Coronel, 2021).

Segun la OMS (2021), la obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacion

excesiva o anormal de grasa, y se ha demostrado ser perjudicial para la salud.

2.2. Tejido adiposo

El tejido adiposo es un 6rgano importante en el desarrollo de la obesidad ya que es el
encargado del almacenamiento de energia en forma de triglicéridos (Zhang et al.,
2019). Cuando hay un consumo excesivo de energia, los adipocitos se vuelven
hipertroficos, es decir, aumentan de tamafo por la acumulacién de lipidos. Los
adipocitos también pueden presentar hiperplasia, es decir, aumento del nimero de
adipocitos en el proceso de adipogénesis, formacion de adipocitos; con esto se
presenta una mayor capacidad del tejido adiposo para almacenar los lipidos (Lundgren
et al., 2007).

2.3. Prevenciony tratamiento de la obesidad

Dentro de las medidas que se han implementado para el tratamiento de la obesidad se
encuentran la disminucion en la ingesta de alimentos con un alto contenido de azucares
refinados y el aumento en el consumo de frutas y hortalizas que son fuentes de fibra
dietética y nutrientes antioxidantes (NOM-043-SSA2-2012). Por tal motivo, es
importante optimizar la composicion de la dieta y las sustancias bioactivas para prevenir
y tratar la obesidad. Ademas, se ha demostrado que los extractos de plantas, de
algunas hortalizas, y de algunas frutas, tienen la capacidad de controlar la obesidad,

debido al contenido de compuestos bioactivos como los compuestos polifenélicos, los
14



cuales ejercen efectos antiobesogénicos mediante diferentes mecanismos de accion
(Rodriguez-Pérez et al., 2019; Wang et al., 2022).

2.4. Orujo de uva

El orujo de uva es un subproducto de la industria vitivinicola, representa del 20-25 %
de las uvas trituradas en la elaboracién del vino tinto e incluye las partes sélidas de la
uva como la piel, la pulpa y las semillas (Garcia et al., 2010). El orujo esta compuesto
de agua, proteinas, lipidos, vitaminas, minerales y compuestos bioactivos, entre los
que destacan los compuestos fendlicos (acidos fendlicos, antocianinas, estilbenos y
proantocianidinas) (Sousa et al., 2014).

2.4.1. Compuestos bioactivos del orujo de uva

En el orujo de uva se encuentran compuestos fenélicos simples que, de acuerdo con
su solubilidad, se clasifican en polifenoles extraibles (EPPs): acidos hidroxicinamicos
como los &cidos cumarico, cafeico, ferulico y singpico. Por otro lado, también se
encuentran los acidos hidroxibenzoicos como el protacatecuico, galico y gentilico. El
orujo de uva contiene flavonoides de subclase de los flavonoles como el kaempferol, la
quercetina y la miricetina; flavonoles como la (+)-catequina, la (-)-epicatequina, la (-)-
epigalocatequina y la (-)-epigalocatequina-3-O-galato. El orujo también contiene
antocianinas dentro de las cuales se encuentran la cianidina-3-glucésido, la malvidina-
3-glucésido y la delfinidina-3-glucosido, estilbenos como el resveratrol; polifenoles
poliméricos entre los que se encuentran las proantocianidinas extraibles (Beres et al.,
2017). En el otro grupo se incluyen los polifenoles no extraibles (NEPPS); en este se
encuentran las proantocianidinas no extraibles (NEPAS) y los polifenoles hidrolizables
(Pérez-Jiménez et al., 2009).

La biodisponibilidad de estos compuestos depende de su estructura quimica e
interaccion con la matriz alimentaria. Cabe mencionar que la capacidad que tienen los
compuestos fenolicos para ejercer sus acciones benéficas esta relacionada con la
biodisponibilidad de éstos y los productos del metabolismo. Se han reportado algunos
compuestos fendlicos altamente biodisponibles; sin embargo, en su mayoria los

compuestos fendlicos no son absorbidos en el intestino delgado; por lo tanto, estos
15



compuestos llegan al intestino grueso en donde son metabolizados y se produce
derivados fendlicos por la microbiota intestinal local. Una vez que son absorbidos, estos
compuestos en el colon pueden presentar cambios por enzimas de fase I/ll y algunos
de estos metabolitos pueden encontrarse en la circulacion enterohepatica (Castello et
al., 2018).

Por otro lado, los NEPPs se encuentran constituidos principalmente por
proantocianidinas no extraibles. Estos compuestos no son bioaccesibles en el intestino
delgado y son transportados al colon en donde la microbiota colénica cataboliza a estos
polifenoles originando moléculas de menor tamafio; esto podria mejorar su absorcion
y modificar sus beneficios a la salud (Monagas et al., 2010).

Finalmente, un componente importante del orujo de uva es la fibra dietaria, la cual se
encuentra en concentraciones de 46-68 % (Martinez-Meza et al., 2021; Sousa et al.,
2014). Sin embargo, no existen estudios de los beneficios de este componente.
Solamente se ha sugerido que estos polisacaridos podrian estar asociados al control
de la obesidad por la capacidad de la fibra para disminuir la absorcion de triglicéridos
en el intestino (Yu et al., 2017).

2.4.2. Beneficios del consumo de orujo de uva en el control de la
obesidad

Diversos estudios han demostrado que el orujo de uva es una fuente de fibra dietaria
antioxidante y se ha sugerido que su consumo puede contribuir a la reduccién de la
absorcién de lipidos (Cuadro 1) (Sousa et al., 2014). Ratas Wistar alimentadas con
dietas de cafeteria y tratadas con extractos de polifenoles de semillas de uva (12 mg/kg)
no presentaron un efecto en la disminucion del peso corporal (Margalef et al., 2015).
En otro estudio in vivo realizado durante 10 semanas en ratas alimentadas con una
dieta estandar a la cual se le adicion6 7, 14 y 21 % de orujo de uva; al final del
experimento se registré un menor peso corporal (30 %) con respecto al grupo control;
sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos entre los
tratamientos. Los autores sugieren que el tratamiento con orujo de uva, a pesar de no
mostrar diferencias significativas, podria ayudar al control del peso corporal cuando se

consume en la dieta y de manera habitual (Yu et al., 2017).
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Cuadro 1. Estudios in vivo realizados con subproductos de uva para el control del

peso corporal en

Ratones
macho
C57BLK/6J.
Alimentados
con dieta alta
en grasa
Ratones
macho
C57BL/KsJ-
db/db
alimentados
con dieta alta

en grasa

Ratas Wistar
Crl-wL
alimentadas
con dieta de

cafeteria

Ratas
hembra
Sprague-
Dawley dieta

estandar.

Por otro lado, ratones C57BLK/6J alimentados con una dieta alta en grasa y

250 mg/kg de

peso

corporal.
Extracto de
piel de uva
0.5 %
extracto de
orujo de uvay
0.5 %
extracto de

fruta de omija

100 mg/kg
extracto de
polifenol de
semilla de
uva

Dieta AIN-
93G
modificada
con 6.9%,
13.8% y
20.7% de
orujo de uva

12 de

experimentacion, aumento del

semanas

29 % peso corporal.

A las 7 semanas de tratamiento

no mostraron diferencia

estadistica significativa
respecto al peso corporal,
comparado con el control. Sin
embargo, presentaron mayor
reduccion del peso del tejido
adiposo (34.3 %).

A las 12 de
tratamiento mostraron 21 % en
de

sin embargo, esta

semanas
la  disminucién peso
corporal;
disminucién resulto no ser
significativa
10

tratamiento

del

mostraron

A las semanas
no
disminucién de peso corporal,
pero presentaron el 10 % de la
disminucién del peso del tejido
adiposo con respecto al grupo

control obeso.

Hogan et
2011.

al.,

Cho et al., 2015.

Margalef et al.,
2015.

Yu etal., 2017



suplementada con un extracto de orujo de uva Norton (250 mg/kg al dia), durante 12
semanas, mostraron un aumento de peso corporal, similar e incluso mayor que los
animales control alimentados con la dieta alta en grasa. Estos resultados sugieren que
la incorporacion de dicho extracto podria generar mayor aporte energético (Hogan et
al., 2010).

Los estudios citados anteriormente son poco concluyentes sobre los beneficios del
orujo de uva en la ganancia de peso. Por lo anterior, nuestro grupo de trabajo realizo
un estudio con ratas Wistar macho alimentadas con dietas altas en grasa y fructosa y
suplementadas con orujo de uva de diferentes variedades (Malbec, Syrah y Garnacha)
a una concentracion de 1 g/kg, equivalente al consumo de 8 g de orujo por dia para
una persona adulta. Los resultados mostraron que los grupos tratados con los orujos
presentaron menor ganancia de peso (11-19 %), respecto al grupo control obeso, y el
efecto mas importante se observo en el grupo alimentado con la variedad Malbec
(Figura 1). Esta variedad presentd mayor concentracion de antocianinas comparado
con las variedades Syrah y Garnacha; la concentracion de compuestos fendlicos
totales y flavonoides superiores a Syrah y con concentraciones de proantocianidinas
no extraibles mayores que Garnacha (Figura 2).

Los compuestos del orujo de uva a los cuales se les ha atribuido un beneficio a la salud
son las proantocianidinas extraibles y no extraibles. Se ha demostrado que las
proantocianidinas regulan de manera positiva los genes relacionados con el gasto de
energia en el masculo esquelético y el higado; inhiben las enzimas digestivas como
amilasay lipasa; reprimiendo la absorcion de grasa y glucosa en el intestino (Lee et al.,
2007).
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Figura 1. Efecto del subproducto de diferentes variedades de uva en la ganancia de
peso corporal.

Los resultados son expresados como la media + la desviacién estandar. DAGF: Dieta alta en
grasa y fructosa. (Buergo-Martinez, 2022).
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Figura 2. Concentracion de compuestos fendlicos de diferentes variedades de
orujo de uva.

Los resultados son expresados como la media * desviacion estandar (Buergo-Martinez,2022).

Asimismo, a nivel intestinal las proantocianidinas modulan las secreciones

enteroenddcrinas que podrian disminuir la saciedad (Serrano et al., 2017). Algunos
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autores han propuesto que, para mejorar los beneficios del orujo de uva en la
disminucién del peso corporal, éste debe mezclarse con otras fuentes de compuestos
bioactivos. En este sentido, se realizé un estudio con ratones C57BL/KsJ-db/db a los
cuales se les administrd una dieta comercial adicionada con extracto de orujo de uva y
una mezcla de extracto de orujo de uva (0.5 g) y de la fruta de omija (0.05 g) (GE +
OE). Estos ultimos registraron una reduccion del 11 % del peso del tejido adiposo
blanco con respecto al del grupo control (extracto de orujo). Los autores concluyeron
que la mezcla GE + OE pueden tener el potencial para reducir la obesidad (Cho et al.,
2015).

2.5. Ingredientes naturales con beneficios en el control de la obesidad

2.5.1. Curcuma

Existen evidencias que han demostrado que algunos componentes como las especias
pueden desempefiar un papel importante en el tratamiento de la obesidad. Una de
estas especies es la curcuma (Cdrcuma Longa), cuyo ingrediente activo es la
curcumina (Kochhar, 2008; Alappat y Awad, 2010).

La curcumina se deriva del acido hidroxicinamico y estd formada por dos anillos
polifendlicos unidos por dos grupos carbonilo (Ohara et al., 2009). La curcumina ha
sido estudiada por sus multiples propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
analgésicas y antitumorales. Diversos estudios in vivo con ratones ob/ob, asi como
ratones alimentados con dietas altas en grasa han demostrado el efecto del consumo
de curcumina en la pérdida de peso y la disminucion del tejido adiposo. Esta inhibe
proteinas clave involucradas en la adipogénesis y aumenta la tasa metabdlica basal,
contribuyendo a un mayor gasto de energia y pérdida de peso (Alappat & Awad, 2010).
En un estudio realizado con ratones a los cuales se les administré curcumina (4 g/kg)
durante 28 semanas se presento una disminucion del peso corporal y se demostro una
inhibicion en la expresion de genes relacionados con la sintesis de triglicéridos y
proteinas de unién a elementos sensibles a carbohidratos en higado (Shao et al., 2012).
Por otro lado, pacientes con sindrome metabdlico (SM), con un indice de masa corporal
(IMC) entre 25.0 y 29.9 y tratados con 500 mg/dia de curcumina durante 8 semanas
mostraron una pérdida de peso y mejoraron el IMC, la grasa corporal y la circunferencia
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de cintura y cadera (Bradford, 2013).

2.5.2. Té verde

El té verde es una bebida sin fermentar obtenida de las hojas de la planta de Camelia
sinesis (Watanabe et al., 2020). Los principales fitoquimicos presentes en el té verde
son los compuestos fendlicos como la (+)-catequina, la (-)-epicatequina, el galato de (-
)-epicatequina, la (-)-epigalocatequina y el galato de (-)-epigalocatequina, siendo este
altimo compuesto el de mayor actividad antioxidante. Se ha demostrado que las
catequinas, como la epigalocatequina-3-galato (EGCG) y la cafeina (CAF), poseen una
alta gama de actividades biologicas, como la reduccién de peso corporal, la mejora del
sindrome metabdlico (SM) y las enfermedades cardiovasculares (ECV) (Hong et al.,
2013).

Un posible mecanismo que explica los efectos antiobesidad de los flavonoles del té
verde es la disminucién de la absorcion de nutrientes en el tracto gastrointestinal, ya
que se reduce la absorcion de glucosa mediante la inhibicibn de enzimas
gastrointestinales implicadas en la digestién de nutrientes, particularmente la actividad
de la a-glucosidasa y la a-amilasa (Rains et al., 2011).

Se ha demostrado que la ingesta de dosis altas de extractos de té verde (1500 mg/dia)
en mujeres con sobrepeso y circunferencia de cintura mayor a 80 cm promueve la
pérdida de pérdida de peso, la reduccion de circunferencia de cintura mayor a 80 cm,
una disminuciéon de los niveles de LDL y no presentaron efectos secundarios o
adversos (Chen et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que el té verde reduce la
ingesta de alimentos, mejora el metabolismo de grasas, reduce la emulsificacion y
absorcién de lipidos, suprime la adipogénesis, aumenta la termogénesis y la oxidacion
de grasas e incrementa la excrecion de lipidos fecales (Huang et al., 2014).

En un ensayo controlado aleatorio en donde participaron 35 sujetos con obesidad y
sindrome metabdlico, consumieron 4 tazas de té verde al dia (400 mg) durante 8
semanas, se demostr6 que el té verde disminuyo significativamente el peso corporal y
el IMC comparado con el grupo control. Estos resultados se asociaron a los flavonoles
presentes en el té verde (Ohishi et al., 2021).

Los pacientes con sindrome de Down cominmente Se caracterizan por presentar tasas
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altas de obesidad. En un estudio clinico doble ciego de fase Il, 77 adultos con sindrome
de Down recibieron como tratamientos 200, 400 y 800 mg/kg de extracto de galato de
(-)-epigalocatequina (EGCG) dos veces al dia después de comer. Los resultados
mostraron una disminucion significativa de la composicién corporal para todas las

concentraciones evaluadas, principalmente en los hombres (Xicota et al., 2020).

2.5.3. Semilla de chia

La chia es una planta herbacea que se ha utilizado con fines medicinales y sus semillas
se consumen como ingrediente o complemento de algunos alimentos preparados. La
superficie de la semilla de chia es lisa, brillante, con colores blanco, gris y marrén, con
manchas negras dispuestas irregularmente en toda la superficie (Kulcynski et al.,
2019).

La semilla de chia se encuentra cubierta por un mucilago que, cuando entra en contacto
con agua, inmediatamente forma una cdpsula mucilaginosa transparente (Mufioz et al.,
2012). Este mucilago es un polisacarido ramificado hidrosoluble capaz de absorber
hasta 100 veces su peso en agua formando geles (Chamorro et al.,, 2010) y ésta
formado por xilosa, glucosa y acido glucurénico (Andrade et al., 2011).

La elevada solubilidad y la capacidad de retencién de agua que tiene el mucilago de
chia le confiere potencial como ingrediente funcional para ser utilizado en diferentes
aplicaciones dentro de la industria alimentaria (Mufioz et al., 2012).

La chia contiene altos niveles de compuestos bioactivos como, el &cido cafeico, el &cido
clorogénico, la quercetina, los acidos rosmarinico, galico, cinamico, la miricetina y el
kaemferol (Knez et al., 2019; Biswas et al., 2023).

Pandurangan y colaboradores (2020) reportaron que el consumo de chia disminuy? la
hipertrofia de los adipocitos y, a su vez, mejoré el perfil lipidico en células madre
mesenquimales derivadas de médula 6sea humana. Ademas, la chia incremento la
expresion de proteinas como la CTP-1 y el coactivator 1-alfa (PGC-1a) y la expresion
de proteinas de choque térmico (HSP). Esto indica una regulacion de actividades
mitocondriales, de oxidacién de acidos grasos y control de la adipogénesis (Enes et al.,
2020). Capitani y colaboradores (2012) han reportado que la ingesta del mucilago de

chia tiene beneficios en el metabolismo de lipidos, mediate la disminucion de la
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absorcion intestinal de acidos grasos, el arrastre de sales biliares, el aumento de la
pérdida de colesterol; por lo tanto, el mucilago de la chia, ademas de conferir

viscosidad, presenta efectos antiobesogénicos.

2.6. Suplementos de origen natural para el control de la obesidad

La NOM-251-SSA1-2009 define a un suplemento alimenticio como un producto a base
de hierbas, extractos vegetales, alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados
de frutas, adicionados o no, con vitaminas 0 minerales que se pueden presentar en
forma farmacéutica. La finalidad que tienen los suplementos es incrementar la ingesta
dietética total, complementarla o suplir alguno de sus componentes. Asimismo, los
suplementos se pueden encontrar en diversas formas, tal es el caso de tabletas,
capsulas, polvos, entre otros.

Existen suplementos en el mercado comercial en los cuales ademas de ingredientes
naturales, o ingredientes con beneficios a la salud, se les agregan aditivos alimentarios
como antiaglomerantes, edulcorantes y saborizantes, por mencionar algunos, los
cuales confieren una mejora tecnolégica y aceptabilidad. En el Cuadro 2 se muestra
algunos suplementos de origen natural, comercializados en México por tiendas fisicas
o0 en linea donde se observa el bajo contenido de fibra que estos tienen (0.1-5
g/porcion); por otro lado, los efectos a la salud de estos suplementos no han sido
comprobados.

A partir de esta informacién es evidente que un area de oportunidad es el desarrollo de
suplementos alimenticios con fibra soluble e insoluble, ademas de un alto contenido de
compuestos bioactivos. Considerando los efectos que ejercen la curcuma, el extracto
de té verde y la chia en el control de la obesidad, estos podrian ser utilizados para la
elaboracion de suplementos, mezclandolos con el orujo de uva. Por lo tanto, en este
proyecto se plantea elaborar un suplemento a base de orujo de uva y adicionado con

otros ingredientes para mejorar los beneficios de este subproducto.
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Cuadro 2. Suplementos alimenticios en polvo comercializados en México

Jugo verde (xotzil)

Matcha Organic
Matcha

Metamucil

Jugo verde mix

Fibragrass

Greens mix

Pifa, apio, perejil,
limén, copal
Hoja de té verde
organica (Camelia
Sinensis)
Céascara de semilla
de platano psyllium
en polvo
Nopal en polvo,
semilla de chia, jugo
de pifia deshidratada,
ciruela deshidratada,
extracto de té verde
Psyllium, linaza,
salvado de trigo, pifia
y garcinia
Germinado de alfalfa,
limén, germinado de
avena, germinado de
cebada, astragalo,
espirulina, melén
amargo, centella
asiatica, col rizada,
germinado de pasto
de trigo y chlorella.

65.0

2.4

45.0

40.0

43.24

70.0

5.0

0.1

2.4

4.0

3.2

5.0

Elaboracién propia
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3. JUSTIFICACION

Las prevalencias de sobrepeso y obesidad en México son elevadas y estas patologias
son el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabdlicas. En
consecuencia, se han establecido estrategias para disminuir esta problematica, como
incrementar el consumo de alimentos altos en fibra dietética y compuestos bioactivos,
como el caso de los compuestos fenolicos.

El orujo de uva es un subproducto de la industria vitivinicola, que contiene compuestos
fendlicos y fibra dietaria, por lo que se ha recomendado para el control de la obesidad.
Si bien la mayoria de los estudios con orujo han demostrado poco o nulo efecto sobre
la reduccion del peso corporal, pero se ha reportado menor peso del tejido adiposo. En
estudios realizados por nuestro grupo de trabajo se encontré que, orujos de diferentes
variedades de uva adicionado a dietas hipercaléricas disminuyeron la ganancia de peso
de ratas de edad adulta comparado con el grupo control. Sin embargo, el peso corporal
fue 20 % mas alto que el presentado por los animales sanos; por lo tanto, mejorar sus
beneficios es un area de oportunidad para el aprovechamiento de este subproducto.
Se ha sugerido que la mezcla de orujo de uva con otros ingredientes de origen vegetal
podria potenciar las propiedades bioldgicas de éste. Existen diferentes ingredientes
vegetales con elevado contenido de compuestos fendlicos y altas cantidades de fibras,
las cuales generan beneficios importantes para la prevencion o control de la obesidad.
La curcuma (Curcuma longa) y el té verde (Camelia sinesis) contienen un perfil
diferente de compuestos fendlicos comparado con el orujo de uva y diversos estudios
han demostrado que contribuyen a la disminucién del peso corporal. Asimismo, la chia
(Salvia hispana) contiene polisacaridos que pueden mejorar la dispersién del orujo de
uva y ademas posee propiedades antiobesogénicas.

Por lo tanto, con la finalidad de potenciar las propiedades del orujo de uva para el
control de la obesidad, se propuso desarrollar suplementos alimenticios adicionados

con otros ingredientes de origen natural y demostrar sus efectos antiobesogénicos.
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4.  OBJETIVOS

4.1. Objetico general

Desarrollar un suplemento a base de orujo de uva, adicionado con ingredientes de
origen vegetal, que sea aceptado sensorialmente por el consumidor y determinar su

efecto sobre el control de obesidad en un estudio in vivo.

4.2. Objetivos particulares

o Evaluar el efecto de la semilla de chia sobre la solubilidad del orujo de uva para
mejorar sus caracteristicas organolépticas.

o Desarrollar formulaciones de suplementos alimenticios con orujo de uva,
curcuma y té verde que sean aceptados sensorialmente.

o Evaluar el efecto de los suplementos aceptados sensorialmente en el control de
peso corporal utilizando animales alimentados con una dieta hipercaldrica.

o Determinar la capacidad de los suplementos para regular la hipertrofia del tejido

adiposo visceral.

26



5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

El orujo de uva se obtuvo de vifiedos ubicados en el estado de Querétaro, México de
la cosecha 2022. Se incluyeron cuatro orujos de diferentes variedades de uva: Malbec
y Tempranillo de vifiedos Puerta de Lobo; Syrah y Merlot de vifiedos Azteca.

La curcuma, el extracto de té verde y la semilla de chia se adquirieron comercialmente
en la empresa América Alimentos SA de CV. Ademas, se utilizd6 una premezcla de
vitaminas (A, D3, E, K, B1, B2, B6, C, B5, B3, B12, 4cido fdlico y biotina) y minerales
(calcio, fésforo, potasio, magnesio, zinc, hierro, cobre y magnesio) que fueron

adquiridos comercialmente en la empresa América Alimentos SA de CV.

5.2. Material biolégico

Se utilizaron 40 ratas Wistar macho de 160 = 180 g de peso corporal, los cuales se
adquirieron en bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla.
Las ratas se alojaron en el bioterio de la Facultad de Quimica en jaulas con las
siguientes medidas: 258 cm? de acero inoxidable, las cuales permitieron la entrada de
aire y luz, ademas de contar con un clip a prueba de escape. Las ratas se mantuvieron
bajo condiciones de humedad controladas (50 £ 10 %) y con temperatura de 23 +2 C
y ciclos de fotoperiodo de 12 h. Los animales se alimentaron con dieta estandar (Rodent
Diet 5001 Purina ®) y agua ad libitum, de acuerdo con lo sefialado en la NOM-062-
Z00-1999. Las operaciones de limpieza se llevaron a cabo diariamente y se incluyeron
a los bebederos, los comederos y las charolas de recoleccion, ademas de la limpieza
de jaulas cada tercer dia.

La manipulacién de los animales durante el periodo de experimentacion se realizd
siguiendo las especificaciones de la NOM-062-ZO0-1999 en el apartado 10.4, en
donde se indica el uso de guantes, cubrebocas y bata mientras se tiene el contacto con
los animales. Este proyecto fue aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de

Quimica con el siguiente codigo CBQ22_056.
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5.3. Preparacién de las muestras

Los orujos de uva recolectados se sometieron a un proceso de secado en horno de aire
forzado a una temperatura de 55 °C hasta peso constante; se molieron para la
reduccion de particula y se almacenaron protegidos de la luz, a temperaturas de
refrigeracion (4 °C), con la finalidad de preservar su contenido de compuestos

bioactivos.

5.4. Analisis quimico proximal de los ingredientes

Todas las determinaciones se realizaron con los métodos oficiales de la AOAC (1990).

54.1. Determinacién de humedad

El contenido de humedad se realizdé por la pérdida de agua de la muestra (AOAC
930.15-1930) pesando 0.5 g de la muestra y dejando evaporar el agua en charolas de
aluminio en una estufa a 110 °C durante 4 h. El porcentaje de humedad se cuantifico

por la diferencia de pesos con la siguiente ecuacion:

Peso de la muestra (g) — Peso final (g) — Peso crisol (g)
% Humedad =

Peso de la muestra (g)

5.4.2. Determinacion de proteinas totales

El contenido de proteinas se realizé por el método Kjeldahl (AOAC 2011.04). Este
método se basa en la digestion de las proteinas con acido sulfarico en presencia de
catalizadores. En un tubo Kjeldahl se colocaron 0.5 g de muestra libre de humedad y
3.5 g de K2SO4 + 0.4 g de CuSOs y se incluyd un blanco que no contenia muestra, a
todos los tubos se les agrego 15 mL de acido sulfurico concentrado. Posteriormente se
colocaron en el digestor (Buchi, Suiza) a 400 °C, hasta que se digiri6 toda la materia
organica (hasta observar un liquido verde claro) y se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Se agregaron 50 mL de NaOH al 40 %. En un matraz se colocaron 50 mL
de acido borico al 4 % y 10 gotas de verde de bromocresol. Se realizé la destilacion

(Buchi, Suiza) hasta obtener un volumen de 100 mL de muestra. Finalmente, la muestra
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se titul6 con HCI 0.1 N y con la siguiente ecuacion se calculé el porcentaje de proteinas:

mlL gastados de la titulacion x N x 14
Peso de la muestra en base seca (g)

% deProteina = xFx100

Donde:
N=normalidad del acido de valoracion
F=Factor de conversion de proteina (6.25)

14= Peso atémico del nitrégeno

5.4.3. Determinacion de lipidos totales

La determinacion de lipidos totales se realizd por el método Goldfish (AOAC 948.22-
1948), utilizando éter de petrdleo mediante una extraccion semi-continua. Se peso 1 g
de muestra libre de humedad y se colocé en un cartucho de celulosa, el cual se deposito
en el equipo de extraccion (Gold Fish). Adicionalmente, 20 mL de éter de petroleo se
depositaron en los vasos del equipo y la extraccidon se realizé durante 3 h. El éter de
petréleo se evapord y posteriormente los vasos se colocaron en una estufa a 60 °C
durante 2 h, el peso de los vasos se registrd. Para determinar el porcentaje de lipidos

se utilizo la siguiente ecuacion:

Peso final del vaso (g) — Peso inicial del vaso (g)

100
Peso de la muestra en base seca (g) x

% Lipidos =

54.4. Determinacién de ceniza

La determinacion de cenizas se realiz6 cuantificando el contenido de materia organica
mediante calcinacion por el método AOAC 942.05. Se pesaron 0.5 g de muestra libre
de humedad en un crisol a peso constante. La muestra se carboniz6 en un plato
caliente y después se incinerd en la mufla (Thermolyne, Estados Unidos de América) a
550 °C durante 2 h. Las cenizas blancas se colocaron en un desecador y finalmente
las muestras se pesaron para calcular el porcentaje de cenizas con la siguiente
ecuacion:
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. Peso del residuo(g)
% Cenizas = x100
Peso de la muestra en base seca (g)

545, Determinacion de fibra dietaria total, soluble e insoluble

El contenido de fibra dietaria total (FDT), soluble (FDS) e insoluble (FDI, se determiné
mediante el método enzimatico gravimétrico (AOAC 985.29,2002) utilizando un kit
enzimatico (Sigma-Aldrich, México) y siguiendo las instrucciones del fabricante. A 1 g
de muestra seca y desengrasada se le adicioné 50 mL de solucion amortiguadora de
fosfato (pH 6) y la enzima a-amilasa (0.1 mL, 4000 U); esta mezcla se incub6 a 95 °C
en bafio maria y con agitacion constante durante 15 min. El pH de la solucion se ajust6
a 7.5+ 0.2 con NaOH 0.275 N. Posteriormente, se realiz6 la digestion de las proteinas
con 0.1 mL de proteasa (50 mg/mL, 550 U) y las muestras se incubaron a 60 °C durante
30 min en bafio maria con agitacion continua. La solucién se ajusté a un pH entre 4-
4.6 con HCI 0.325 N, se adicion6 0.1 mL de amiloglucosidasa (260 U) y se incubé a 60
°C por 30 min en bafio maria.

Posteriormente, se realizé la precipitacién de la fibra dietaria soluble con 4 volumenes
de etanol al 95 % durante toda la noche a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
se realizo la filtracion, el residuo se lavo tres veces con 20 mL de etanol al 78 %, 2
veces con 20 mL de etanol al 95 % y dos veces con 10 mL de acetona. El residuo se
secO a 105 °C durante toda la noche. Posteriormente se peso el residuo y se cuantificd
en este el contenido de cenizas (AOAC 942.05) y de proteinas (AOAC 920.39). Los
resultados se expresaron en base seca.

Finalmente, los carbohidratos totales se determinaron por la diferencia del total de las

determinaciones previamente descritas, incluyendo la fibra total.

5.5. Preparacion de extractos de compuestos polifenélicos totales
extraibles

Para la obtencion del extracto se pesaron 0.5 g de muestra, se les adicioné 20 mL de
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una solucién de metanol:agua (50:50 v/v) y se acidifico con HCL para obtener un pH
final de 2.0. La solucion se agito a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente,
las muestras se centrifugaron a 1500 g durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante se
recupero (extracto A). Al residuo se le agregd nuevamente una mezcla de 20 mL de
acetona:agua (70:30 v/v) y se agitd a temperatura ambiente por una hora. Después la
muestra se centrifugé durante 10 min a 1500 g y a 4 °C, finalmente se recupero el
sobrenadante (extracto B) (Hassan et al., 2011).

Los extractos A y B se mezclaron para la determinacion de compuestos fendélicos
totales, flavonoides, antocianinas y proantocianidinas extraibles; mientras que, el

residuo de la extraccion se conservo para la determinacion de polifenoles no extraibles.

5.5.1. Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

La determinacion de compuestos fendlicos totales se realiz6 a partir de la metodologia
descrita por Singleton et al (1999) con modificaciones utilizando el método de Folin
Ciocalteu. Se colocaron 10 pL del extracto obtenido de la seccibn 5.5 en una
microplaca, el volumen se ajusté a 25 pL con agua destilada. Se adicionaron 12.5 L
del reactivo Folin Ciocalteu 1 N, se agitdé por 5 min y se agregaron 62.5 pL de Na2CO3
al 20%. Las mezclas se dejaron en reposo por 30 min en la oscuridad y se leyeron a
760 nm.

La cuantificacién se realizd utilizando una curva estandar de &cido gélico. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico (AG) por gramo de

muestra (mg Eq. AG/g de muestra).

5.5.2. Cuantificacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides de los extractos se cuantificd utilizando el método
colorimétrico descrito por Heimer y colaboradores (2006). Se mezclaron 40 mL de los
extractos con 7.5 puL de NaNO:zal 5 %, 15 pL de una solucion recién preparada de AIClIs
al 10 % y 50 pL de una solucién de NaOH 1.0 M. Posteriormente, el volumen final de
la mezcla se ajusté a 250 pL con agua desionizada. La mezcla se leyéo a una
absorbancia de 510 nm. El contenido total de flavonoides se expresé como mg

equivalentes de catequina/g de muestra (mg Eq. Cat/g de muestra).
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5.5.3. Cuantificacion de antocianinas

Las antocianinas se cuantificaron utilizando el método diferencial de pH descrito por
Giusty & Wrolstad (2001). Se mezclaron 50 uL del extracto obtenido en la seccién 5.5
con 175 pL de cada una de las soluciones amortiguadoras (KCI, 0.025 Na pH 1.0y
CH3COONas3H20 0.4 M a pH 4.5). Posteriormente, las absorbancias se midieron a 510
nm y 700 nm en un espectrofotdbmetro para microplaca (Thermo Scientific)
considerando ambos pH de las soluciones amortiguadoras. Las antocianinas se

cuantificaron utilizando las siguientes ecuaciones:

Abstotai= [(AbSSlO nm-AbS700 nm) pH1-(AbSSlO nm-AbS?OOnm) pH4.5]

|abs total|PM * 1000 * factor de dilucion
ex distancia

Antocianinas monémericas =

Donde:

Abs: absorbancia total

PM: peso molécular de la malvidina 3-O-glucésido 493.44 g/mol

¢ = Coeficiente de extincion molar, malvidina-3-O-glucdsido 29500 L/mol cm

d = distancia (1cm).

Los resultados se expresaron en mg equivalentes de malvidina-3-O-glucésido/mL (mg
EqQ. Mv3g/mL).

5.5.4. Cuantificacion de proantocianidinas extraibles (EPA)

La cuantificacion de proantocianidinas extraibles se realizé hidrolizando el extracto de
la seccion 5.5. Se colocaron 5 mL del extracto y estos se aforaron a 10 mL con una
solucion de butanol/HCI/FeCls y se incubaron en un bafio de agua a 100 °C por 1 h.
Del extracto hidrolizado, se utilizaron 200 pL para leer las absorbancias a 450 nm y 555
nm. Para la cuantificacion se utilizé la curva reportada por Zurita y colaboradores (2012)

y los resultados se expresaron como mg de proantocianidinas (PA)/g de muestra.
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5.6. Antioxidantes macromoleculares o polifenoles no extraibles

5.6.1. Cuantificacién de proantocianidinas no extraibles (NEPA)

La cuantificacion de proantocianidinas no extraibles (NEPA) se realiz6 mediante la
hidrélisis &cida con n-butanol del precipitado (pellet), siguiendo el método descrito por
Zurita y colaboradores (2012). Los residuos de los extractos de la seccion 5.5 se
secaron a 45 °C por 2 h; posteriormente, se mezclaron con 10 mL de HCl:butanol (5:95
viv) y 0.7 g de FeCls/L y se incubaron a 100 °C durante 1 h en bafio maria. La mezcla
se dejo enfriar y se centrifugé a 35000 g por 10 min y se recuperé el sobrenadante. Se
realizaron 3 lavados del precipitado con 5 mL de HCL/butanol/FeCls; el volumen final
de los lavados y el sobrenadante se mezclaron y se aforaron a 25 mL. Finalmente, las
muestras se leyeron a 450 nm y 555 nm. Para la cuantificacién se utilizé la curva
reportada por Zurita y colaboradores (2012) y los resultados se expresaron como mg
de proantocianidinas (PA)/g de muestra.

5.6.2. Cuantificacion de polifenoles hidrolizables.

Los polifenoles hidrolizables (HPP) se determinaron en el residuo seco obtenido en la
seccion 5.5 y con la metodologia reportada por Quatrin y colaboradores (2019). Se
utilizé 0.1 g del residuo al cual se le agreg6 12 mL de agua destilada y 5 mL de NaOH
10 M; las muestras se incubaron y se mantuvieron en agitacién constante durante 16 h
a temperatura ambiente y un pH final de 2.0 - 3.0. Transcurrido el tiempo, los tubos se
centrifugaron durante 10 min a 2000 g y se recuperaron los sobrenadantes. El residuo
se lavé con 5 mL de agua destilada y se centrifug6é a las condiciones mencionadas
anteriormente; los sobrenadantes se mezclaron y se consideraron como la fraccion
bésica de HPP.

Después el residuo se sometié a una hidrélisis acida, se le agregdé 2.5 mL de HCL, se
incub6 durante 30 min a 85 °C y el pH se ajusté con NaOH 10 M para tener un pH final
de 2.0-3.0. La mezcla se centrifugé durante 10 min a 2000 g, se recupero el
sobrenadante y el residuo se lavo con 5 mL de agua destilada y centrifugado segun las
condiciones mencionadas anteriormente. Los sobrenadantes fueron mezclados y esto
se considerd como la fraccion acida de HPP. Finalmente, los HPP se cuantificaron con

la técnica descrita para compuestos fenolicos totales descrita en el apartado 5.5.1.
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5.7. Evaluacion de la suspension del orujo de uva utilizando chia como
agente dispersante

El orujo de uva tiene una baja solubilidad al mezclarse en agua. Por lo tanto, se
realizaron pruebas con diferentes gomas, mezclando 4 g de orujo y 0.5 g de gomas
(xantana, tragacanto, carboximetilcelulosa, pectina, arabiga y carragenina) en 250 mL
de agua potable purificada, se homogenizo la mezcla, se deposité en un cono Imhoff y
se determing la sedimentacion a los 10 min. También se utilizé a la chia en diferentes
concentraciones; esto debido a que al humectarse con agua desprende un mucilago
gue podria retardar la precipitacion del orujo de uva. Se preparé una mezcla de orujo
de uva (8 g) (Martinez-Maqueda et al., 2018) y chia en diferentes concentraciones (0.2,
0.4,1.2,2,2.8, 3.6, 4.8 %) (valores tomados a partir de lo recomendado con beneficios
a la salud), a las cuales se les adicionaron 250 mL de agua potable purificada, y se
determind la sedimentacion a diferentes tiempos (0, 1, 3, 5y 7 min).

5.8. Formulacion del suplemento

Se desarrollaron formulaciones con los siguientes ingredientes: orujo de uva, extracto
de té verde y curcuma, en distintas proporciones, siendo el orujo de uva el que se
incorpor6 en mayor proporcion. Se realiz6 un disefio experimental tomando como
referencia los valores de las dosis minimas reportadas por la literatura para beneficios
a la salud: té verde (0.5 -1 g), cuarcuma (0.5-1 g), orujo de uva (89), saborizante (pulpa
de Jamaica y arandano), edulcorante (acesulfame) estabilizante y chia (de acuerdo con

lo reportado en el apartado anterior) (Cuadro 3).
Las formulaciones se elaboraron bajo las buenas practicas de manufactura de

alimentos (NOM-251-SSA1-2009), en las instalaciones de la planta piloto de alimentos

ubicada en el parque biotecnolégico de la Universidad Auténoma de Querétaro.
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Cuadro 3. Disefio de experimentos para las formulaciones con orujos de uva

1 8 0.7 1 = 0.06 0.2 2.6
2 8 1 1 - 0.06 0.2 2.6
3 8 1 0.5 - 0.06 0.2 2.6
4 8 0.5 0.7 - 0.06 0.2 2.6
B 8 0.7 0.7 = 0.06 0.2 2.6
6 8 0.5 0.5 - 0.06 0.2 2.6

Este disefio experimental fue utilizado para cada una de las variedades seleccionadas.

Una vez preparadas, cada una de las formulaciones se les determind el indice de
solubilidad en agua (ISA), con la finalidad de seleccionar las formulaciones para cada

uno de los orujos de uva.

5.8.1. indice de solubilidad en agua

Se utilizé la metodologia descrita por Anderson (1982), para la cual se pesaron 2.5 g
de cada muestra; se adicionaron 50 mL de agua destilada y se agitaron durante 30 min;
posteriormente, la suspension se sometid a centrifugacion a 3000 g por 15 min. La
muestra se decantd y se sec6 a 100 °C durante 24 h. Para el calculo del indice de

solubilidad en agua (ISA) se utilizé la siguiente ecuacion:

ISA(%) = Peso del residuo de evaporacion 100
o Peso de la muestra x

5.9. Analisis microbiolégico de las formulaciones

Para cada una de las formulaciones seleccionadas en funcion de las propiedades
fisicoquimicas, se realizé un analisis microbioldgico en la unidad de LECRIMA de la
Universidad Autbnoma de Querétaro. Dicho analisis incluyé la cuenta de bacterias
mesofilas aerdbicas en placa segun la NOM-092-SSA1-1993, hongos y levaduras con
la NOM-111-SSA1-1994, asi como la determinacion de bacterias coliformes empleando
la técnica de nimero mas probable (NOM-112-SSA1-1994).

Se consideraron los limites permisibles para muestras envasadas y a granel de acuerdo
35



con la NOM-201-SSA1-2015.

5.10. Aceptabilidad sensorial de los suplementos

Para la invitacion a los participantes en las pruebas sensoriales se colocaron posters
dentro de las instalaciones de la Universidad Autbnoma de Querétaro (Anexo 1),
mismos que fueron publicados en redes sociales (Facebook e Instagram). Para dicha
evaluacion se considerd un grupo de 50 consumidores (Mammasse & Schlich, 2014)
de la Universidad Autonoma de Querétaro con un rango de edad de 20-35 afios,
excluyendo a personas que presentaban alguna enfermedad que alterara su
percepcion del sabor, 0 manifestaran alergias a cualquiera de los ingredientes de la
formulacion (compuestos fendlicos o fibra), mujeres embarazadas o en lactancia,
personas con discapacidad mental o que se encontraran bajo algun tratamiento
meédico. Después de explicar el consentimiento informado (Anexo 2), éste fue firmado
por los panelistas para posteriormente realizar la prueba. Este protocolo fue revisado y
aprobado por el comité de bioética con el siguiente codigo CBQ22/059 (Anexo 4).

La evaluacion sensorial se llevé a cabo en las instalaciones del laboratorio de analisis
sensorial del parque biotecnolégico, Facultad de Quimica, Universidad Autbnoma de
Querétaro. Bajo las condiciones adecuadas para asegurar la comodidad de los
consumidores: buena iluminacion, circulacion de aire y temperatura ambiente.

La propuesta del suplemento es un producto en polvo el cual debe disolverse en agua
para su consumo. La prueba consistio en proporcionar a cada uno de los participantes
5 g de cada una de las muestras (6 formulaciones) con 250 mL de agua purificada a
temperatura ambiente en vasos transparentes. los cuales se etiquetaron con un codigo
de 4 digitos aleatorios. Ademas, se proporcionaron cucharas de plastico para disolver
el polvo en agua, asi como servilletas, un vaso de agua purificada y una galleta neutra
“Habaneras” para que fueran consumidas entre el cambio de cada una de las muestras
con la finalidad de limpiar el paladar.

Para la prueba sensorial de agrado se utilizd una escala hedoénica de 5 puntos desde
1= me disgusta mucho, hasta 5 = me gusta mucho con respecto al sabor, color,
apariencia y textura (Lawless y Heymann, 2010) (Anexo 3).

El riesgo de la investigacion es denominado A, ademas las muestras se elaboraron
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cuidando las buenas préacticas de manufactura (NOM 251-SSA1-2009).

5.11. Evaluacion del efecto del consumo de las formulaciones sobre el
control de la obesidad
Los experimentos con animales se realizaron bajo el acuerdo de protocolos de Cuidado
y Uso de animales de la Universidad Autonoma de Querétaro, siguiendo los
lineamientos estipulados en la NOM-062-Z00-1999.

5.11.1. Aclimatacion de los animales de experimentacion.

Las ratas se sometieron a un periodo de aclimatacion durante una semana en el bioterio
de la Universidad Autbnoma de Querétaro, bajo las condiciones de ciclo luz-oscuridad
en 12 h cada uno a temperatura de 202 °C y humedad de 50+10 %. Las ratas tuvieron
acceso libre a comida y agua ad libitum. Se colocaron dos ratas por jaula, marcadas
por cada grupo experimental. Las ratas fueron identificadas por medio de una marca
con colorante en la cola, la cual no causa toxicidad a los animales. El grado de molestia
causado en los animales es categoria C. Todos los procedimientos se realizaron de
acuerdo con las Regulaciones Federales para la Experimentacion y Cuidado de
Animales (SAGARPA, NOM-062-Z0O0-1999 México) y al Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica (UAQ).

5.11.2. Grupos de experimentacion

Después del tiempo de aclimatacion se formaron 5 grupos de 8 ratas cada uno: dos
grupos control, uno de ellos se alimenté con una dieta estandar Rodent Diet 5001
Purina ® (DE), molida; el segundo fue un grupo control obeso alimentado con una dieta
alta en grasa y fructosa (DAGF) (Cuadro 4).

Finalmente, los 4 grupos de tratamiento se alimentaron con DAGF y suplementada al
2 % en los orujos de uva y al 6 % en los suplementos alimenticos de mayor
aceptabilidad sensorial, los cuales incluyeron el 2 % del orujo de uva, esto equivale al
consumo de 8-10 g de orujo de uva por una persona adulta (Martinez-Maqueda et al.,
2018).
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Cuadro 4. Contenido nutrimental de las dietas

Proteina 25.0 19.6 13.91 13.90 13.29 13.28
Carbohidratos 52.8 50.6 42.61 48.40 46.85 46.67
-Fructosa 0 19.8 19.8 19.8 19.8 19.8
Lipidos 114 27 22.89 22.86 22.95 22.98
-Saturados 0 20 20 20 20 20
Vitaminas 7 4.3 4.16 4.16 4.16 4.19
Minerales 7 4.3 4.16 4.16 4.16 4.16

5.11.3. Evaluacién del control de la obesidad

5.11.3.1. Control de peso y consumo de alimento

El peso corporal y el consumo de alimento para todos los grupos se monitore0

semanalmente.

5.11.3.2. Eutanasiay recoleccion de muestras biologicas

Para la eutanasia, los animales se sometieron previamente a un ayuno durante 12 h,
posteriormente los animales se decapiaton con guillotina de acuerdo con la NOM-ZOO-
1999. Se tomaron muestras de sangre las cuales se centrifugaron durante 10 min a
2500 g para obtener suero; se realizé una incisién con bisturi abarcando desde el torax
hasta el ano para la obtencién de tejido adiposo.

Las muestras se lavaron con solucion fisioloégica (NaCl al 0.9 %) y se utilizé para el
estudio histopatologico. Se informa que, como parte de la linea de investigacion del
laboratorio, se recolectaron también otros tejidos y érganos como el rifién, el musculo,
el higado, el contenido cecal y se almacenaron a -70 °C para posteriores estudios.
Las jeringas utilizadas se colocaron en un bote rojo de polipropileno especial para
objetos punzocortantes marcado con la leyenda: “Residuos punzocortantes bioldgico-
infecciosos”. El material quirurgico utilizado se colocd durante 12 h en cloro, se lavd y
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se esterilizo para su reuso en el laboratorio. Los restos de los animales que no fueron
requeridos para analisis o resguardo se colocaron en bolsas color amarillo para su
desecho, cuidando de no rebasar el 80 %, y se marcaron con la leyenda: “Desechos
patolégicos”. Ambos desechos se almacenaron en un congelador a temperatura
maxima de 4 °C por un periodo maximo de 15 dias hasta su debido transporte e

incineracion, de acuerdo con el procedimiento establecido en la NOM-087-SSA1-2002.

5.11.3.3. Determinaciones en suero

En el suero se cuantificé el perfil lipidico comprendido por colesterol total, colesterol
HDL vy triglicéridos; las determinaciones se realizaron con kits enzimaticos de la marca

Spinreact.

5.11.3.4. Andlisis histologico

Para este analisis de tomé una seccion de tejido adiposo visceral, el cual se fij6 en
formalina-solucién amortiguadora al 10 % y posteriormente se incluy6 en parafina. Los
tejidos se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) y se analizaron con el microscopio
Optico a 100X, 300X y 600X considerando 5 imagenes por animal. Finalmente, las

imagenes se analizaron en el software Zen.

5.12. Anaélisis estadistico.

Los resultados obtenidos del contenido proximal y compuestos fenélicos se expresaron
como la media + la desviacion estandar. El andlisis estadistico de los datos se realiz6
mediante un analisis de varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95 %. La
comparacion de todos los tratamientos se realizdé con un andlisis de comparacion de
medias aplicando la prueba de Tukey y al compararse con un control se utilizé la prueba
de Dunnett. En la evaluacién sensorial de aceptabilidad de los suplementos a base
orujo de uva se empled una prueba de Pearson (p<0.05).

Para determinar si los datos del modelo animal debian analizarse con herramientas
paramétricas o no paramétricas, la distribucion de los datos se evalud con la prueba de

Kolmogorov-Smirnov y la homocedasticidad con la prueba de Levene. Los datos
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paramétricos se realizaron con la prueba de Tukey; mientras que, los datos no
paramétricos se analizaron con la prueba de U de Mann-Whitney. Finalmente, los datos
se analizaron con el paquete JMP 11 (SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos de

América).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Contenido de compuestos fendlicos presentes en el orujo de uva

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de compuestos fendlicos presentes en los
orujos de las cuatro diferentes variedades de uva. Las concentraciones de compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales para las variedades Syrah y Merlot fueron hasta
2.3 veces mayor que el orujo de la variedad Tempranillo. Estos resultados se
encuentran dentro del rango reportado por Onache y colaboradores (2022), quienes
encontraron concentraciones maximas de 25.68 EAG/g para diversas variedades como
Tamaiosa, Romaneasca, Merlot, Pinot Noir. Por otro lado, los contenidos de
compuestos fenodlicos totales en nuestro estudio fueron menores, ya que ellos
reportaron para la variedad Merlot concentraciones de 69-80 mg EAG/g, Malbec de
196.2 mg EAG/g y Tempranillo de 29.8-71.8 mg EAG/g. Esto podria estar relacionado
a la concentracion de solventes utilizados con diferente polaridad para la preparacion
de extractos (etanol, acetonitrilo y acetona respectivamente). Esto podria estar
relacionado con la concentracién de solventes utilizados, que poseen diferentes
polaridades, para la preparacibn de extractos (etanol, acetonitrilo y acetona,
respectivamente). También podria influir el proceso de secado previo del orujo utilizado
en nuestro estudio, asi como el método de extracciébn empleado por otros autores,
como el ultrasonido. (Antoniolli et al., 2015; Ayuda et al., 2019; Monatri et al., 2020).

El contenido de antocianinas monomeéricas en los orujos de uva oscilé entre los valores
de 1.35 a 3.15 mg Eq. Mv3g/mg, siendo nuevamente el orujo de la variedad Syrah con
la mayor concentracion hasta 2.3 veces superior a la variedad Merlot, que fue la
variedad con menor concentracion. Estos resultados son similares a lo reportado por
Chikwanha y colaboradores (2018) quienes encontraron 1.78 mg Eq. Mv3g/mL en
orujos de uva de la variedad Syrah.

En lo que respecta a la cuantificacion de proantocianidinas extraibles (EPAs), se
encontraron concentraciones de 5.48 a 8.24 mgPA/g, siendo nuevamente la variedad
Syrah con la mayor concentracion para estos compuestos; mientras que; en la variedad

Malbec se encontrd la menor concentracion.
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Cuadro 5. Contenido de compuestos fendlicos presentes en los orujos de uva

COMPUESTOS FENOLICOS EXTRAIBLES

Compuestos fenolicos
totales 39.7+1.b 47.7+0.24a 47.1+2.9a 20.7+1.1c
(mg EAG/g)

Compuestos flavonoides
totales 13.30.7b 30.1+0.09a 31.7+0. 8a 2.8+0.7¢
(mg Eqg. Cat /g)

Antocianinas
monomericas 2.2+0.2b 1.3+0.1c 3.1+0. 5a 2.8+0.6b
(mg Eqg. Mv3g/mL)

Proantocianidinas
extraibles 5.5+0.3C 7.1+0.3b 8.2+0. 4a 8.0+0.1b
(mg PA/g)

COMPUESTOS FENOLICOS NO EXTRAIBLES

Proantocianidinas no
extraibles 128+1.4b 86.4+0.7¢ 167.0+4.0a 52.3+0.9d
(mg PA/g)

Polifenoles hidrolizables

(mg EAG/g)
Hidrolisis acida 44.2+6.0c 52.0+£3.0 b 72.0+0.1a 41.2+3.7d
Hidrdlisis basica 12.6+.3b 28.1+1.7b 33.1+0. 6a 6.3+0.3b

Los resultados son expresados como la media + la desviacién estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para las cuatro variedades de orujo de
uva en el mismo renglén.

Por otro lado, los compuestos fenolicos no extraibles (NEPAS) fueron 13 % superior al
contenido de EPAs. Nuevamente, el orujo de la variedad Syrah destacé por su elevado
contenido en NEPAs hasta un 50 % comparado con las variedades Tempranillo y

Merlot, las cuales mostraron las menores concentraciones de estos compuestos. Dicho
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comportamiento fue similar a lo reportado por Copado, (2020); sin embargo, las
concentraciones encontradas en esta investigacion fueron superiores a lo reportado
por este autor. El contenido de NEPAs (167.05 mgPA/qg) fue superior al de EPAs (8.24
mgPA/qg), tal como ha sido reportado por estudios previos (Pérez-Jiménez, 2013;
Copado, 2020).

Se han reportado que las diferencias en el contenido de polifenoles en el orujo de uva
dependen de varios factores como las variedades de uva, la ubicacion de los cultivos
y los procesos de vinificacion, incluso la distribucion de estos cultivares que pueden
variar en funcién de las regiones geograficas, el afio y la vendimia (Cazzasa et al.,
2012; Yammine et al., 2020).

Debido a las concentraciones similares de proantocianidinas extraibles presentes en
los orujos de uva de las variedades Syrah y Tempranillo, los orujos de estas variedades
se seleccionaron para el desarrollo de formulaciones para los suplementos

alimenticios.

6.2. Contenido de compuestos fendlicos presentes en los ingredientes de
origen natural

Con respecto al contenido total de compuestos fendlicos en los ingredientes sugeridos
para el desarrollo del suplemento alimenticio, el extracto de té verde resultd ser 10
veces mayor en la concentracion de estos compuestos con respecto a la chia la cual
mostrdé una concentracion maxima de 4.8 mg EAG/g (Cuadro 6). En este sentido,
nuestros resultados se encuentran dentro de lo reportado en la literatura, puesto que
se ha propuesto que el contenido maximo de compuestos fendlicos totales presentes
en la semilla chia es de 8.8 % (Firtin et al., 2020). Por otro lado, se han reportado
concentraciones superiores a lo encontrado en esta investigacion (169-273 mg de
GAE/qQ) en las hojas pulverizadas de té verde (Westerp-Plantenga, 2010; Kolackova et
al., 2019). La cuantificaciéon en nuestro estudio se determiné en un extracto de té verde
pulverizado y se esperaba detectar concentraciones mas altas a las reportadas en los
estudios previos. Por lo tanto, la menor concentracion encontrada en el extracto de té

verde utilizado en esta investigacion podria atribuirse a una mezcla de extractos
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vegetales o0 a la presencia de algun aditivo que diluye la concentracion de té verde.

Cuadro 6. Contenido de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles en
ingredientes de origen natural.

COMPUESTOS FENOLICOS EXTRAIBLES

Compuestos
fendlicos totales 4.81+0.14c 40.52+3.82b 51.46+1.82a

(mg EAG/g)

Flavonoides
totales 1.+0.31b 32.16+0. 81a 27.5915. 84a

(mg Eq. Cat/g)

Proantocianidinas
extraibles 0.02+0.00b 6.17+0.10a 5.63+0.51a
(mg PA/g)

COMPUESTOS FENOLICOS NO EXTRAIBLES

Proantocianidinas
no extraibles 0.01+ 0.00c 28.47+3.43b 47.05+2.80a
(mg PA/g)

Polifenoles
hidrolizables

(mg EAG/q)
Hidrdlisis acida 2.50+0.90c 66.50+8.1b 75.04 + 4. 30a

Hidrolisis basica 0.52+0.01c 49.10£7.3b 55.05 * 2.50a

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los ingredientes de origen natural
en el mismo renglén.

Por otro lado, con respecto al contenido de flavonoides totales se encontraron
concentraciones de 1.32 mg Eq. Cat/g, mostrando un comportamiento diferente al
contenido de compuestos fendlicos totales, ya que en este caso la carcuma mostro las
mayores concentraciones que el té verde. Sin embargo, para el caso de la chia,
nuevamente se encontraron las menores concentraciones. En este sentido, la

concentracion de carcuma encontrada en esta investigacion fue superior a lo reportado
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por Tanvir y colaboradores (2017), quienes reportan concentraciones maximas para

curcuma de 7.86 mg Eq. Cat/g en un extracto metandlico de curcuma al 20 %.

6.3. Analisis proximal de los ingredientes

En la actualidad, los consumidores buscan productos nutricionales y alimentos
funcionales relacionados con la salud (Ullah et al., 2016). En este sentido, la circuma,
el té verde, la chia y el orujo de uva son alimentos con elevados contenidos de fibra,
grasa y proteina; ademas, se ha demostrado que estos productos tienen beneficios a
la salud para la prevencion de enfermedades metabdlicas.

En el Cuadro 7 se muestra la composicién proximal de los ingredientes destacando a
la chia por su alto contenido en grasa, siendo 13 veces mayor al comparar su contenido

con la carcumay el té verde.

Cuadro 7. Composicién proximal de los ingredientes utilizados para la elaboracién de
suplementos

Chia 33.83+0. 5a 0.63+0.08b 31.2+0.22a  22.48+0.10b 55.05+1.09 a

Curcuma 34.27 £0. 44a 1.08 £ 0.01a 0.42 + 0.08b 9.19+0. 12a 55.03 + 0.057a
Téverde 33.31+0.68a 0.02 £ 0.01c 0.5+0.071b 11.11 £+ 0.13c 11.69 + 0.89b

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los ingredientes.

El contenido de grasa encontrado en chia fue similar a lo reportado por Melo y
colaboradores, (2019), quienes reportan 31 % de grasa y 64 % de las grasas
corresponden a los acidos grasos omega-3 y el 20 % son acido grasos omega-6
(Peiretti & Gai, 2009). Por lo tanto, la chia una fuente importante de acidos grasos con
beneficios a la salud.
Por otro lado, con respecto al contenido de proteina, la chia nuevamente presento la
mayor concentracion al compararse con el resto de los ingredientes, siendo éste hasta
2.4 veces mayor. Asi mismo el contenido de proteina en semilla de chia fue similar a
lo reportado por da Silva y colaboradores (2017), quienes detectaron concentraciones
de 18.18-19.72 %, pero menores a lo reportado por Coates (2011), con un 26.03 % en
semilla de chia entera.
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Algunos autores han reportado que las caracteristicas nutricionales dependen del

clima, la region de cultivo y la fase de desarrollo de la planta. (Mohd et al., 2012).

6.3.1. Contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble presente en

los ingredientes de origen natural
En el Cuadro 8 se muestra el contenido de fibra dietaria encontrada en los diferentes
ingredientes de origen natural, asi como en las dos variedades orujo de uva

seleccionadas para el desarrollo del suplemento alimenticio (Syrah y Tempranillo).

Cuadro 8. Contenido de fibra dietaria en los orujos e ingredientes de origen vegetal

Orujo syrah 65.12+1.86d 13.45+1.86bc 78.57+£0.57bc
Orujo tempranillo 55.71+0.48d 13.91+0.48bc 69.63+3.04bc
Chia 8.09 + 1.03a 45.06 +5.47a 53.15 + 3.25b
Clrcuma 4.61 + 0.06b 25.71+0.02b 30.32 + 0.0458
Extracto de té 7.82+1.19c 79+3.91c 15.72 + 2. 052
verde

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para las cuatro variedades de orujo de
uva en el mismo renglén.

En este sentido, los orujos de uva mostraron una mayor concentracion de fibra dietaria
total, siendo hasta 5 veces mayor que los ingredientes. Asi mismo, el orujo de la
variedad Syrah presenté el mayor contenido de fibra dietaria; sin embargo, ésta fue
mayor estadisticamente al compararla con el orujo de la variedad Tempranillo.

Por otro lado, la chia presenté el mayor contenido de fibra dietaria total cuando se
compar6 con el té verde y la carcuma, siendo ésta 3.3 veces mayor. Ademas, es
importante mencionar que el contenido de fibra dietaria soluble e insoluble es
contrastante entre los ingredientes de origen natural y los orujos de uva, ya que el orujo

de uva mostré el mayor contenido de fibra dietaria insoluble, siendo 8.3 veces mayor
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que los ingredientes. Mientras que, el contenido de fibra de la chia fue 3.3 veces
superior que los orujos de uva. Estos contenidos contrastantes entre si pudieran
contribuir a mejorar los beneficios del orujo de uva con respecto a la salud y sus

propiedades fisicas.

6.4. Evaluacion del efecto de la chia sobre la precipitaciéon del orujo de uva

Uno de los problemas durante el desarrollo de los suplementos fue la inmediata
precipitacion del orujo de uva al tener contacto con el agua, puesto que como se ha
mencionado en el apartado anterior, el orujo presenta un alto contenido de fibra dietaria
insoluble; por tanto, tiene una baja absorcion de agua y afecta su solubilidad. Por tal
motivo, se realizaron diversas pruebas en el laboratorio, empleando algunas gomas
con la finalidad de encontrar aquella que evitdé o retardo la precipitacién del orujo de
uva, asi como su concentracion (Figura 4); asi mismo, se realizaron pruebas con
semilla de chia molida, con la cual se logré la mayor solubilidad del orujo de uva.

Con respecto a la semilla de chia se evaluaron diferentes concentraciones (0.2 — 4.8
%), en donde se observa que a partir del 2.8 % de chia la precipitacion del orujo de uva
se ve retardada a lo largo del tiempo. Si bien es posible observar que para las
condiciones con 3.6 y 4.8 % de chia la precipitacion es muy baja o en su defecto nula,
al evaluar dichas muestras se observé que ambas tenian una consistencia gelificante
lo cual podria dificultar el consumo del suplemento alimenticio (Figura 5). Por tal motivo,
la condicién de 2.8 % de semilla de chia retardé por mayor tiempo la precipitacion del

orujo y presento caracteristicas adecuadas para su consumo.

Figura 3. Gomas empleadas para evaluar la solubilidad del orujo de uva

a) Xantana, b) Tragacanto, c) Carboximetilcelulosa, d) Pectina, €) Arabiga, f) Carragenina, g) Semilla de
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de chia sobre la precipitacion del
orujo de uva.

El porcentaje de chia esta expresado con respecto a 250 mL de agua.

Se evalud el indice de sedimentacion del orujo de uva, en donde se observa
nuevamente que el 2.8 % de semilla de chia es la concentracion Gptima para retardar
la sedimentacién del orujo; puesto que, como se ha mencionado, a partir de 3.6 % de
chia, la mezcla mostré consistencias gelificantes. Ademas, no se mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras a lo largo del tiempo para la
concentracion de 2.8 %, indicandonos de esta manera que la mezcla parece tener un

comportamiento estable durante los 7 minutos evaluados (Figura 6).
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de chia en el indice de sedimentacion
del orujo de uva en funcion del tiempo.

Los resultados son expresados como la media + la desviacién estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para cada una de las
concentraciones de chia.

El efecto de la chia para retardar la precipitacion de orujo de uva puede atribuirse a los
altos contenidos de fibra dietaria soluble que presenta este pseudocereal (Cuadro 8).
Se ha reportado que la fibra soluble de chia tiene una mayor absorcion de agua; caso
contrario a la fibra insoluble mayoritaria presente en los orujos. Cuando la chia se
hidrata desprende un mucilago que son pequefios filamentos, que se van uniendo entre
si, hasta formar una red gelificante (Mufioz et al., 2012), en donde las particulas del

orujo quedan suspendidas disminuyendo la precipitacion.

6.5. Desarrollo de las formulaciones de los suplementos alimenticios a
base de orujo de uva
Se elaboraron 6 diferentes formulaciones de suplementos alimenticios en donde
Unicamente se realizaron diferentes combinaciones de las concentraciones de carcuma
y extracto de té verde (0.5, 0.7 y 1 g), tomando como referencia las concentraciones
minimas reportadas en la literatura con beneficios a la salud (Shao et al., 2012, Chen
et al.,, 2016, Singletary et al., 2020, Xicota et al., 2020). Esto debido a que ambos

ingredientes poseen caracteristicas de sabor fuertes con respecto a su amargor, lo cual
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afecta la aceptabilidad sensorial del suplemento. Para las diferentes formulaciones se
utilizd como edulcorante acelsulfame K, siendo éste un edulcorante no caldrico.
Ademas, se utilizé una premezcla de vitaminas (A, D3, E, K, B1, B2, B6, C, B5, B3,
B12, &cido fdlico y biotina) y minerales (calcio, fésforo, potasio, magnesio, zinc, hierro,
cobre y manganeso), adquiridas comercialmente. La cantidad de estos nutrientes fue
seleccionada de acuerdo con una revision realizada para suplementos alimenticios
comerciales (Hardvard TH CHAN, 2023).

6.6. Indice de solubilidad en agua

Para la seleccion de formulaciones se determiné el indice de solubilidad (ISA), la cual
nos indica la cantidad de componentes solubles liberados de la matriz del alimento
(Amaya-Cruz, 2021). Para las dos variedades del orujo de uva, las formulaciones 3, 5
y 6 mostraron un 63 % mayor de ISA, demostrando que, sin importar la variedad de
orujo de uva, estos se comportan de la misma manera al mezclarse con el resto de los
ingredientes. Por otro lado, aquellas formulaciones con bajos indices de ISA
(formulaciones 1, 2 y 4) fueron aquellas que contenian una mayor proporcion extracto
de té verde; por tanto, a mayor contenido de este extracto, la solubilidad del orujo de
uva disminuyo hasta 3.2 veces al comparase con las formulaciones 3, 5y 6 (Figura 7).
Como se ha mencionado en apartados anteriores, el extracto de té verde fue adquirido
comercialmente; por lo tanto, se desconoce el proceso y solvente de extraccion
empleados, asi como la presencia de otros aditivos.

Segun lo reportado por Amaya-Cruz (2021), el indice de solubilidad del orujo de uva es
bajo (18.96 = 0.83) por sus elevados contenidos de FDI; sin embargo; la solubilidad se

mejoro con la adicion de chia por sus elevados contenidos de FDS.
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Figura 6. indice de solubilidad en agua de las formulaciones de los suplementos
alimenticios para las dos variedades de orujo de uva Syrah (A) y Tempranillo (B).

Los resultados son expresados como la media + la desviacién estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para cada variedad de orujo de
uva. ISA: indice de solubilidad en agua

6.7. Aceptabilidad sensorial de los suplementos

Las pruebas sensoriales generalmente son procedimientos que nos permiten evaluar
la aceptabilidad de un producto por parte del consumidor, mediante el uso de escalas,
en donde se representa el grado de gusto o disgusto segun el consumidor (Lawless &
Heymann, 2010). Los resultados obtenidos en la prueba de aceptabilidad sensorial de
los suplementos se muestran en la Figura 8. La aceptabilidad se realizé en un rango
de 0 a 5, lo que corresponde a una escala heddnica de 5 puntos que va desde 1 me
disgusta mucho hasta 5 me gusta mucho. Asi mismo, se evaluaron cinco atributos
como apariencia general, color, olor, textura y sabor.

Se identificé que, para ambas variedades de orujo de uva (Syrah y Tempranillo), la
formulacion 3 obtuvo mayor aceptabilidad en los cinco parametros evaluados,
encontrando diferencias estadisticamente significativas con el resto de las
formulaciones. La formulacion 3 es aquella con menor contenido de extracto de té
verde. Ademas, dentro de los comentarios generales por parte de los panelistas, se
menciono que en las formulaciones 5y 6 se apreciaba un resabio desagradable, debido

probablemente a su mayor proporcion extracto de té verde.
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Figura 7. Evaluacién sensorial de los suplementos de los orujos de uva de las
variedades Syrah (A) y Tempranillo (B).

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican

diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para cada atributo sensorial.

Los resultados de preferencia de los suplementos con diferentes concentraciones de

extracto de té verde y carcuma se pueden relacionar a las variantes de perfil de sabor

que cada una de las formulaciones aporta. Por consiguiente, para los siguientes

objetivos de este proyecto se decidio trabajar con la formulacion 3 para ambas

variedades de orujo de uva (Figura 9).
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Figura 8. Formulacion final del suplemento base de orujo de uva

6.8.

6.8.

Evaluacién del consumo de las formulaciones sobre el control de la

obesidad.

1. Efecto del consumo de los suplementos alimenticios sobre la

disminucion de peso corporal.

El uso de modelos animales contribuye de manera importante al estudio de desérdenes

metabdlicos como la obesidad; por lo tanto, existen modelos animales de obesidad
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inducidos por dietas altas en grasa y fructosa que simulan la dieta comun en los
humanos con esta patologia (Lozano et al., 2016). En el presente estudio se evaluaron
los suplementos en animales con una obesidad ya establecida. Durante 9 semanas,
los animales se alimentaron Unicamente con una dieta alta en grasa y fructosa
presentando un incremento de peso corporal del 12 % con respecto a los animales del
grupo DE (p<0.05) al terminé de la hovena semana (Riascos et al., 2022).
Posteriormente en la décima semana los animales fueron alimentados con una dieta
alta en grasa y fructosa y suplementada con sus respectivos tratamientos. En la Figura
10 se presentan los resultados de peso corporal de los 6 grupos de experimentacion:
alimentados con una dieta estandar (DE), que corresponde al control sano; dieta alta
en grasa Yy fructosa (DAGF), que corresponde al control obeso; dieta alta en grasa y
fructosa y suplementada con los orujos de uva (Syrah y Tempranillo) al 2 %y los grupos
con dieta alta en grasa y fructosa adicionada con los suplementos de cada variedad al
6 %.Es importante mencionar que dentro del 6 % del suplemento alimenticio se incluye
el 2 % de orujo de uva (Shaw et al., 2008).

Durante el tiempo de tratamiento, no se observaron disminuciones estadisticamente
significativas en el peso corporal de los grupos que consumieron los orujos de uva y
suplementos, comparados con el grupo control obeso. Esto a pesar de que los animales
consumieron hasta 1.33 veces mas de compuestos fendlicos totales para los orujos de
uva y 2.42 veces para los suplementos alimenticios, con respecto al grupo DAGF. De
igual manera, el consumo de los compuestos fendlicos no extraibles mostré un
incremento de 1.5 veces para los orujos de uva y de 2.93 veces para los suplementos
alimenticios con respecto a DAFG, siendo el orujo y el suplemento de la variedad Syrah
quienes presentaron un mayor consumo para estos compuestos. Finalmente, y con
respecto al consumo de fibra dietaria, no se mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los tratamientos con respecto a DAGF (Cuadro 9). Al
extrapolar estos resultados, el equivalente al consumo de compuestos fendlicos
extraibles para un humano de 70 kg seria el siguiente: 980 mg/kg para orujo Syrah,
85.12 mg/kg para orujo Tempranillo, 2401 mg/kg para suplemento Syrah y 2016 mg/kg
para suplemento Tempranillo. Por lo tanto, el contenido de compuestos fendlicos
extraibles del orujo de uva es cercano a lo asociado a un estado saludable, pero

posiblemente como tratamiento se requiere una mayor concentracion de estos.
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Los efectos observados en este experimento fueron similares a lo reportado por Sotelo-
Gonzélez y colaboradores (2023), quienes reportaron que el consumo de bebidas con
frutos rojos con altos contenidos de polifenoles especificamente de antocianinas (1.6
mg Eq. C3G/mL) no disminuy6 el peso corporal en ratas Wistar alimentadas con DAGF,;
mientras que, los grupos tratados con orujo consumieron 1.7 mg Eq. Mv3g/mg y con
suplementos hasta 0.18 mg Eq. Mv3g/mg. Por otro lado, Meza-Martinez y
colaboradores (2023) utilizaron un modelo de ratas Wistar alimentadas con DAFG y
suplementada con tres variedades diferentes de orujo de uva durante 18 semanas, en
donde reportan una disminucion de peso corporal hasta del 15 % con el orujo de la
variedad Syrah, atribuyendo este efecto al contenido de polifenoles extraibles y no
extraibles. Es importante mencionar que este ultimo estudio fue preventivo; mientras
que, en la presente investigacion se traté de un estudio de tratamiento. Sin embargo,
Daniel y colaboradores, (2021) realizaron un estudio de tratamiento en donde
reportaron una disminucion de peso corporal en ratones de la cepa C57BL/6
alimentados con una dieta alta en grasa durante 10 semanas y suplementada con 250
mg/dia de orujo de uva. Estos autores asocian este efecto a una reduccion en la ingesta
de alimentos, atribuyendo a un aumento de la sensibilidad a la insulina, siendo, éste el

principal mediador de la mejora del perfil metabdlico (Daniel et al., 2021).
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Figura 9. Ganancia de peso corporal de los animales obesos con una dieta alta en
grasa y fructosa y adicionada con orujo de uva y sus respectivos suplementos.

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar (n=8). Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los diferentes grupos de
estudio. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa.
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Cuadro 9. Consumo de compuestos fenodlicos y fibra dietaria de los animales
alimentados con una dieta DAGF y adicionada con suplementos alimenticios.

Compuestos fendlicos  Compuestos fendlicos  Fibra dietaria
totales (mg EAG/dia) no extraibles (mg/dia) total (g/dia)

145.50 + 0. 52a 402.60 + 9.32d 10.86 £ 0. 67a
65.59+0.18d 241.5+16.80e 6.64+0.20b
87.27+0.85¢C 366.5 + 42.11b 8.1+0.22b
75.36+0.34e 289.43+46.50ca 7.88+0. 40b

212.76%0. 27a 708.78 £ 32.70a 7.68+0.57b
176.58+0.61b 492.8+22. 58a 7.55+0.54b

Los resultados son expresados como la media + la desviacion estandar (n=8). Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los diferentes grupos de
estudio.
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6.8.2. Evaluacion del efecto del consumo de DAGF y suplementos
alimenticios sobre la hipertrofia de tejido adiposos visceral

Cuando un individuo tiene un consumo de energia de manera constante el tejido
adiposo se vuelve hipertrofico, es decir, aumenta su tamafio por la acumulacion de
lipidos. En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos en la regulacion de la
hipertrofia en tejido adiposo de los animales que fueron alimentados con DAGF y con
los suplementos alimenticios. Las frecuencias promedio de 0-1000 y 1500-8500 pum?
de area de adipocitos (um?) fueron de 59.71 %y 29.26 % para el grupo alimentado con
la DE, respectivamente; mientras que, las frecuencias para los animales alimentados
con la DAGF las frecuencias fueron de 41.15 % y 49.05 % respectivamente. Estos
resultados indican que los animales alimentados DAGF presentaron un mayor tamafio
de adipocitos (Figura 11a).
Respecto a los animales tratados con los orujos Syrah y Tempranillo, se observo que
el area de adipocitos de 0-500 pum? fue de 33.30 % y 29.38 %, respectivamente, en
tanto que para los animales alimentados con DAGF fue de 26.85 %. Mientras que, la
frecuencia de los adipocitos de 1500-7000 um? fueron de 40.93 %, 46 % y 46.98 %
para los grupos Syrah, Tempranillo y DAGF, respectivamente. Dichos resultados
muestran que los animales tratados con el orujo Syrah presentaron menor frecuencia
de adipocitos del area mencionada anteriormente.
Finalmente, para los tratamientos con los suplementos de Syrah y Tempranillo se
observo que la frecuencia del area de adipocitos de 0-500 um?fue de 35.61 %y 27.49
%, respectivamente, a diferencia de los animales alimentados con DAGF los cuales
mostraron un mayor porcentaje de frecuencia (45.41 %). En tanto que, la frecuencia
del area de adipocitos de 1500-6500 um? para estos mismos tratamientos fueron de
33.4 % para el suplemento Syrah, 39.29 % para el suplemento Tempranillo y 45.41 %
para los animales alimentados con la DAGF (Figura 12). Por lo tanto, los grupos
alimentados con el orujo y el suplemento Syrah presentaron adipocitos de menor
tamafio comparado con el grupo DAGF.
La disminucién del area de adipocitos se debe a una mayor absorcién de acidos grasos
por los adipocitos, mediante la expresion de la lipoprotein lipasa (LPL) y del gen CD36,
los cuales aumentaron en ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa y

suplementada con orujo de uva (Daniel et al., 2021). De igual manera, Van Hul y
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colaboradores (2018), en un estudio preventivo, reportan un tamafio menor de
depdsitos de adipocitos en ratones C57BL/6 alimentados con 8.2 g/kg de orujo de uva,

asociando estos beneficios en una tendencia en la reduccion de los niveles plasméticos

de leptina.
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Figura 10. Evaluacién de la hipertrofia en tejido adiposo mesentérico de los animales
alimentados con DAGF adicionada con orujo de uva y suplementos alimenticios. A) DE y DAGF,
B) DAGF, DAGF y orujo Syrah, DAGF y orujo Tempranillo, C) DAGF, DAGF y suplemento
Syrah, DAGF y suplemento Tempranillo

Los resultados son expresados como la media + la desviacidon estandar. Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los diferentes grupos de
estudio. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta alta en grasa y fructosa.
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Suplemento
Syrah

Suplemento
Tempranillo

Figura 11. Analisis histoldgico del tejido adiposo mesentérico y area de adipocitos de
ratas alimentadas con DAFG y suplementada con las diferentes variedades de orujo
de uva y sus respectivos suplementos alimenticios. DE: Dieta estandar, DAGF: Dieta
alta en grasa y fructosa. (Cortes tefiidos con H&E 100X)

6.9. Efecto del consumo de suplementos alimenticios en la concentracién
de triglicéridos y colesterol en suero

En el Cuadro 10 se muestran los resultados obtenidos de la concentracion de
triglicéridos y colesterol sérico de los animales control y alimentados con los orujos y

los suplementos alimenticios.
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Cuadro 10. Efecto de los suplementos a base de orujo de uva sobre los niveles de
lipidos en ratas alimentadas con DAGF.

Tratamiento  Triglicéridos mg/dL e R
DE 51.9+6.3b 64.4+£2.7a 22.844. la
DAGF 73.5+3.8ab 64.3t4.7a 21.3£3. 4a
DAGFy orujo 50.1+6.9ab 52.7+3.9a 20.1+2.7a
Syrah
DAGF y orujo
Tempranillo 91.2+16.4a 55.44+2.9a 23.2t4.4a
DAGFy
suplemento Syrah 50.9+3.7b 52.2+6.7a 18.9+1.9a
DAGFy
suplemento 65.9+10.5b 51.1+6.2a 24.3+1.5a
Tempranillo

Los resultados son expresados como la media + el error estanda (n=8). Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa p<0.05 con la prueba de Tukey para los diferentes grupos de
estudio.

Con respecto a los triglicéridos séricos en los animales que fueron alimentados con
DAGF, las concentraciones fueron superiores y se encontraron diferencias estadisticas
significativas al compararlo con el grupo que consumié DE, siendo este incremento
hasta de un 38 %. Por otro lado, los animales alimentados con DAGF y el orujo Syrah
y DAGF y el suplemento Syrah presentaron una menor concentracion de triglicéridos
en suero al compararlos con el resto de los tratamientos, siendo esta disminucién de
hasta 18 % y 37.4 %, respectivamente. En un estudio preventivo realizado con ratas
Wistar macho alimentadas con DAGF y suplementada con orujo de la variedad Syrah
se observd una disminucion del 16 % en la concentracion de triglicéridos séricos,
comparado con el grupo alimentado con DAGF (Martinez-Meza et al., 2023). Taladrid
y colaboradores (2023) reportaron que el consumo de orujo disminuye los triglicéridos
en torrente sanguineo y este efecto esta relacionado con el contenido de fibra dietaria,
debido a que ésta interfiere en el proceso de emulsificacion que es necesaria para la
hidrolisis de triglicéridos y la posterior absorcion de grasas. Por otro lado, la
concentracion de triglicéridos en los animales tratados con orujo Tempranillo fue mayor

hasta en un 24 % comparado con la del grupo alimentado con DAGF; mientras que, el
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grupo alimentado con el suplemento Tempranillo disminuyé un 14 %. Dicho efecto
podria estar relacionado con el contenido de azucares solubles del orujo Tempranillo,
el cual fue del 1.06 %, mientras que, Syrah contiene 3.45 %. Esta mayor concentracion
de azlcares podria inducir una mayor sintesis de triglicéridos.

Para los contenidos de colesterol y colesterol HDL no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los controles y el grupo alimentado con DAGF.
Con base estos resultados, el principal efecto observado inducido por el orujo de uva
fue el hipotrigliceridémico y éste fue mejorado por el suplemento. Por lo tanto, la
presencia de té verde y curcuma potencian los beneficios del orujo de Syrah y

contrarrestan la hipertrigliceridemia producida por el orujo de tempranillo.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio encontré diferencias significativas en el contendido de compuestos
fendlicos y fibra en los orujos de uva de diferentes variedades, lo que puede tener
implicaciones en su su potencial para su uso en formulaciones de suplementos
alimenticios. Estas diferencias pueden ser influenciadas por una variedad de factores,
incluyendo el proceso de la elaboracion del vino, o bien el proceso de extraccion de

compuestos fendlicos.

La adicién de chia retardé la precipitacion de orujo de uva debido al alto contenido de
fibra dietaria soluble presente en la semilla de este pseudocereal, lo que favorecié las
propiedades fisicas y funcionales de la mezcla.

El extracto de té verde disminuyd la solubilidad de las formulaciones de los
suplementos alimenticios. Dicho extracto afectd la aceptabilidad sensorial de las
formulaciones, prpduciendo un resabio al consumir las formulaciones con una mayor

concentracion de este ingrediente.

Los suplementos desarrollados no mejoraron la capacidad del orujo de uva para
disminuir el peso corporal, a pesar de que los animales consumieron una mayor
concentracion de compuestos fendlicos extraibles (34.58 %), compuestos fendélicos no
extraibles (56.54 %) y fibra dietaria soluble (34 %). Estos hallazgos resaltan la
complejidad de los efectos de los compuestos fendlicos en la obesidad y sugieren que

los resultados pueden variar segun las condiciones especificas del estudio.

Los triglicéridos en suero disminuyeron con el orujo de Syrah y su suplemento, dicho
efecto podria ser asociado al contenido de proantocianidinas extraibles y no extraibles

las cuales se encontraron en mayor proporcion en dicha variedad.

La adicion de otros ingredientes vegetales en el suplemento de orujo de uva no mejoro
los beneficios de este subproducto en el control del peso corporal, en un modelo de

obesidad inducido con dieta; a pesar de que la concentracion de compuestos fenélicos

62



equivalente a un consumo humano fue hasta de 2401 mg/dia.
Por lo tanto, los suplementos alimenticios, a pesar de su mayor contenido de fibra y

compuestos fendlicos, no presentaron mejores beneficios a la salud comparado con el

orujo de uva.
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ANEXOS

Anexo 1. Poster para participacion en evaluacion sensorial

“Suplemento de orujo de uva adiciomado con
ingredientes de origen vegetal para mejorar
sus beneficios en el control de la obesidad™

Realizando evaluaciones sensoriales pericdicamente..
Requisitos:

- Edad 20-35 afos

- Género indistinto

- No presentar enfermedades que alteren su percepcion de
sabor

~ No estar embarazada ni lacdando
- No presentar alergias a la fibra y/o compuestos fendlicos

ﬂ_h&h—*_
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Anexo 2. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD ATONOMA DE QUERETARO
Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

Carta de consentimiento para participar en un proyecto de investigacion

Titulo del proyecto: Suplementos de orujo de uva adicionado con ingredientes de
origen vegetal para mejorar sus beneficios en el control de la obesidad
Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de andlisis sensorial del parque
biotecnoldgico, Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro.
Investigador principal: Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Investigador asistente: |.A. Berenice Valdez Rodriguez
Invitacidon: Se extiende la presente invitacion para realizar 6 evaluaciones sensorial en
diferentes dias, asi como a través de posters y redes sociales para particpar en este
proyecto de investigacion. En los siguientes apartados se presenta informacién
resumida e importante del proyecto de investigacion, con el fin de que usted conozca
el alcance de este. A este procedimiento se le conoce como procedimiento informado.
Siéntase libre de preguntar cualquier asunto que no sea claro. Una vez que haya
conocido y comprendido el estudio y, si usted desea participar, entonces se le solicitara
que firme este consentimiento informado, del cual se le entregara una copia firmada y
fichada.

l. Justificacion del estudio
El aumento de la obesidad y sus complicaciones en la poblacion mexicana, son los
principales problemas relacionados con una alimentacion rica en azlcares y grasa que
pueden causar problemas al corazon. Se ha identificado que los residuos generados
principalmente por la industria vitivinicola tienen altas cantidades de compuestos
bioactivos y fibra, los cuales se han asociado con la mejora de obesidad y sus
complicaciones. Por otro lado, existen algunos otros ingredientes de origen natural a
los cuales se les ha atribuido el mismo efecto, tal es el caso de la circumay el té verde.
Por lo tanto, la mezcla puede utilizarse para la elaboracién de suplementos alimenticos,
con la finalidad de potenciar sus beneficios a la salud.

Il. Objetivo del estudio
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El propodsito del presente estudio es desarrollar un suplemento alimenticio a base de
orujo de uva, adicionado con curcuma y extracto de té verde, éste con la finalidad de
observar los efectos benéficos que este suplemento puede aportar en el control de
obesidad.

Il. Beneficios del estudio al participante
Este estudio ofrecera informacion relevante sobre la aceptabilidad sensorial del orujo
de uva adicionado con ingredientes de origen natural, asi como la seleccién de
formulaciones con mayor aceptabilidad, para ser utilizadas en estudios in vivo con la
finalidad de evaluar los beneficios a la salud.

V. Criterios de reclutamiento
El estudio incluira 50 panelistas, hombres y mujeres en un rango de 20 a 35 afios edad
de la Universidad Autonoma de Querétaro. El reclutamiento se realizard mediante
poster colocados en la Facultad de Quimica y publicado en redes sociales (Facebook
e Instagram). Se excluira a personas que presenten alguna enfermedad que altere su
percepcion del sabor, manifiesten alergias a cualquiera de los ingredientes de la
formulacion (compuestos fendlicos o fibra), mujeres embarazadas o en lactancia,
personas con discapacidad mental o que se encuentren bajo algun tratamiento médico.

V. Procedimiento del estudio
La prueba consistird en proporcionar a cada uno de los participantes 5 g de cada una
de las muestras (4-6 muestras) con 25 mL de agua purificada a temperatura ambiente
en vasos transparentes, los cuales estaran marcados con un cédigo de 4 digitos
aleatorios. Ademas, se proporcionaran cucharas de plastico para disolver el polvo en
agua, asi como servilletas, un vaso con agua purificada y una galleta neutra
“habaneras” para que sean utilizados entre el cambio de cada una de las muestras con
el fin de limpiar el paladar.
Para la prueba sensorial de agrado se utilizar4 una escala hedédnica de 5 puntos en
donde se pedira marcar en las opciones de acuerdo con su percepcion. Por otro lado,
para la prueba de preferencia se pedira al panelista ordenar cada una de las
formulaciones segun su nivel de agrado. La evaluacion sensorial tendra una duracion
de 10-15 min aproximadamente. Bajo buenas condiciones de iluminacioén y ventilacion,
a temperatura ambiente asegurando la comodidad del panelista.

VI. Riesgos asociados al estudio
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El producto posee las caracteristicas de calidad y microbiol6gicas necesarias para no

ocasionar ningun riesgo a la salud. El producto incluye ingredientes con alto contenido

en fibra y compuestos fendlicos, los cuales podrian causar cierto malestar a personas

gue presenten alergias a estos compuestos. No obstante, si en el tiempo en que se

esta realizando el analisis algun de los participantes exhibe algun malestar sera

excluido de la evaluacion y enviado a los servicios médicos del equipo de salud ubicado

en el edificio 1 de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro,

en el cual se cubriran los gastos médicos por parte del equipo de investigacion, ademas

se realizard un seguimiento y monitoreo de la salud del personal afectado.

VII.

VIII.

Aclaraciones

* Su seleccion para participar en las evaluaciones sensoriales es
completamente voluntaria.

» Para cada evaluacion sensorial se le solicitara firmar un consentimiento en
caso de participar en mas de uno. Se le indicara el nUmero de evaluaciones
sensoriales que se realizaran y los dias en los que se corresponden.

* No ocurrira ningun efecto desfavorable para usted en caso de no aceptar la
invitacion.

* Usted es libre de retirarse de la degustacion en el momento que lo
considere, pudiendo informar o no las razones de su decision, la cual sera
respetada en su totalidad.

* En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo al investigador responsable.

* La informacién que se consiga en este estudio se conservara con estricta
confidencialidad por el grupo de investigacion.

* En el supuesto caso de que usted presente una conducta indebida hacia
los participantes del estudio y/o aplicadores de este, falta de respeto a las
reglas del procedimiento de la evaluacion sensorial, se le pedira apartarse
del estudio.

Informacién de contacto

Si tiene alguna duda acerca de su participacién en el estudio, puede comunicarse con

el director del proyecto Dra. Rosalia Reynoso Camacho al correo

rrcamacho@yahoo.com.mx y teléfono 4422300371 o con la I.A. Berenice Valdez
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Rodriguez al correo bere02414@gmail.com y teléfono 4731081977. Si desea la opinidn
de otra persona, es libre de consultar al médico de su confianza.

IX.  Aceptacion de consentimiento informado
Yo, he

leido y comprendido la informacion sobre el proyecto y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y

fechada de esta forma de consentimiento

Nombre, fecha y firma del participante
He explicado al Sr (a) la

naturaleza y los propositos de la investigacion, describiendo los riesgos y beneficios
gue implican su participacion. He contestado todas las preguntas y he preguntado si
tiene alguna duda sobre el estudio. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar la investigacion con seres humanos y 46 me apego a ella.
Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas se procedi6 a firmar el presente

documento.

Nombre, fecha y firma del investigador

X. Carta de revocacion de consentimiento informado
Titulo del proyecto: “Suplementos de orujo de uva adicionado con ingredientes de
origen vegetal para mejorar sus beneficios en el control de la obesidad”
Investigador principal: Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Sede donde se realizard el estudio: Laboratorio de analisis sensorial del Parque
Biotecnoldgico, Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro.
Nombre del participante: Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de
esta investigacion por las siguientes razones (opcional):
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Nombre, fecha y firma del participante

Formato 1

Sexo:

INSTRUCCIONES: Frente s usted se presentan 8
muestras de formulaciones de suplementos alimenticios.

Escala de sgrada:

1. Me gusts mucho

2 Me gusta

3. No me gusta ni me disgusts
NOTA: No chide enjuagar con agua su boca cads vez que
termine de probar una muestra

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA
MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
Evaluacién sensorial

Formato 1

Por favor, pruebe cadas una de ellas de izquierda 8
derecha. Indique el grado en &l que le gusts o disgusta el
sabor, textura, color, olor y apanencia de cada muesira,
colocando el nimero en |a opcidn de scuerdo con el
siributo, asi coma colocando el nimero de la muestra en
la linea comrespondiente.

4. Me disgusta
5. Me disgusta mucho
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Codigo de la muestra

Codigo de la muestra

Atributo Escala de agrado Atrnibuto Escala de agraco
Sabar oabor
Textura Textura
Color Color
Chor Olor
Apanencia Apanencsa
Codigo de la muestra Codigo de la muestra
Atnbuto Escala de agrado Alributo Escala de apgrado
Sabar Sabor
Texura Textura
Color Color
Chor Olor
Apanenca FEpanenca
Codigo de Iz muestra Codigo de [z muestra
Atributo Escala de agrado Aributo Escala d= aprado
Sabor Sabor
Texdura Textura
Color Color
Chor [ Olor
Apanencia Apanenca
Formato 2
Formato 2.
Ity UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
5 E/‘ﬁg‘ = FACULTAD DE QUIMICA
| az [F MAESTRIA EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
Eormnato 2
Fecha:
Edad: Codigo de la muesira Orden de Preferencia
Saxo:

INSTRUCCIONES: Frente & usted se presentsn las
muestras de formulacones de suplementos shmenbcios.
Por favor, prusbe cada una de ellas de zguierda &
derecha. Indigue &l orden de preferencia de cada una de
Iss muestras, colocando el codigo de s muestra




Anexo 4. Dictamen de aceptacion, por parte del comité de Bioética

Dra. Rosalia Reynoso
CamachoFacultad de
Quimica

Presente

C.U., Querétaro, mayo 25,
2022No. de oficio.
CBQ22/056

At’n. Berenice Valdez Rodriguez

El protocolo de investigacion titulado “Suplementos de orujo de uva
adicionado con ingredientes de origen vegetal para mejorar sus beneficios en
el control de la obesidad” sometido a evaluacion por parte del Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica involucra la participacién de sujetos
humanos y el uso deanimales de experimentacién. Las caracteristicas del
disefio del protocolo de investigacién son resumidas a continuacién:

Tipo de estudio

Intervencion (andlisis sensorial con panel no
entrenado)

Poblacion de estudio

Mujeres y hombres de 25 a 35 afios que no
tengan alergias a alguno de los componentes
de la formulacion ni enfermedades que no les

permita realizar el analisis sensorial, que no

estén en tratamiento médico, embarazo ni
lactancia

Tamafo de muestra

50 personas

Reclutamiento

Invitacion con carteles y por redes sociales

en la UAQ
Aviso de reclutamiento Incluido
. . ., Alimentaria (ingrediente a base de orujo de
Tipo de intervencion
uva)
Duracién del estudio 10-15 min

Variables de medicion

Encuesta de evaluacion sensorial de
preferencia y agrado

Manejo de RPBI

No aplica

Toma de muestra biologica

No aplica
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Personal capacitado para
valoraciones

No aplica
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Riesgos a los participantes

Minimo (se seguiran buenas practicas de
manufactura y se realizaran analisis mi-
crobioldgicos previos a la intervencion)

Atencion médica SuSalud UAQ
Consentimiento informado Incluido

Revocacién del con- Incluido
sentimiento informado

Tipo de estudio In vivo

Modelo experimental

Ratas macho Wistar (160-180 g) adquiridas
del bioterio del INB (UNAM, Juriquilla)

Tamafno de muestra

40 ratas

Alojamiento

Jaulas de acero inoxidable de 258 cm? enbio-
terio a 23 °C, 50% HR y ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 h

Alimentacién

Alimento estandar (Rodent Diet 5001) y agua
potable ad libitum

Induccion de enfermedad

Obesidad con dieta alta en grasa y fructosa

Monitoreo de animales

Registro de parametros de crecimeinto y de

consumo de alimento

Suplementacion ad libitum con 4.6% de los

suplementos

Decapitacion
Se contratara un servicio para la recoleccion

de los RBPI generados durante el estudio
Heces, sangre, tejido adiposo
Andlisis histolégico de tejido adiposo,

variables antropométricas e ingesta caldrica

Administracion de tratamiento

Método de eutanasia

Manejo de RPBI

Recoleccién de 6rganos

Variables de medicién

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de
la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la
revision de proyectos de investigacion con la participacion de sujetos
humanos (directamente en ensayos clinicos, investigacion observacional o
por empleo de muestras biologicas), asi como del uso de animales de
experimentacion, le comunicamos queel protocolo de investigacion titulado
“Suplementos de orujo de uva adicionado con ingredientes de origen vegetal

para mejorar sus beneficios en el control
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de la obesidad”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una
resolucionde aprobado en lo referente a los aspectos bioéticos del proyecto.

Sin més por el momento, guedamos a sus 6rdenes para cualquier dudao
aclaracion.

SO
Ry /T

Dr. Mamadou Moustapha Bah M.I.M. D Gutiérrez
e ~‘\
Representante investigador Representante investigador
Ccp archivo
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Carta
compromiso

Como investigador responsable del protocolo de investigacion
“Suplementos de orujo de uva adicionado con ingredientes de origen
vegetal para mejorar susbeneficios en el control de la obesidad”, el cual
fue evaluado por el Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la
Universidad Autonoma de Querétaroen la sesiéon del dia 25 de mayo de
2022 con una resolucion de aprobado éticamente (CBQ22/056), me
comprometo a:

1 Notificar al Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la Uni-
versidad Auténoma de Querétaro cualquier enmienda (excluyendo
aspectos logisticoso administrativos del estudio) realizada al proto-
colo de investigacion aprobado antes de ser implementada.

1 Reportar al Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la Uni-
versidad Auténoma de Querétaro de manera oportuna cualquier
evento adversopresentado durante el desarrollo de la investigacion.
Dependiendo del riesgoy relacién del evento adverso suscitado, se
podré decidir la suspension o la culminacion del estudio.

1 Notificar al Comité de Bioética de la Facultad de Quimica de la Uni-
versidad Auténoma de Querétaro en caso de la cancelacién del pro-
tocolo de investigacion.

Como investigador responsable del proyecto entiendo que cualquier
incumplimientode los compromisos anteriormente descritos o la falta de
seguimiento de las normas éticas durante el desarrollo del proyecto de
investigacion aprobado por el Comité deBioética de la Facultad de Quimica
de la Universidad Autonoma de Querétaro sera reportado ante las
instancias correspondientes.

Atentamente,

Dra. Rosalia Reynoso Camacho f 7 30-05-2022
Nombre del investigador responsable  Firma '
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