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RESUMEN

Los subproductos agroindustriales, ricos en polifenoles extraibles y no extraibles,
se han asociado con la prevencion de enfermedades relacionadas con la obesidad
y sus complicaciones, como esteatosis hepatica y resistencia a la insulina. Sin
embargo, la biodisponibilidad de los polifenoles se ve afectada por factores como
sus interacciones con la matriz y la diversidad en sus estructuras. Por lo tanto, se
plante6 utilizar la descompresion instantanea controlada (DIC) para modificar la
estructura de los polifenoles de subproductos de uva y mango con objeto de mejorar
su absorcion y su efecto en el control de la obesidad, esteatosis hepatica y
resistencia a la insulina. Primero, se evaluaron los cambios causados por DIC en
los polifenoles totales: fenoles, flavonoides, antocianinas, < proantocianidinas
extraibles (EPA), proantocianidinas no extraibles (NEPA) y polifenoles hidrolizables,
asi como carotenoides totales. La aplicacion de DIC en subproducto de mango no
generd cambios importantes en la concentracion de polifenoles, tampoco en
material pre-secado y sometido a diferentes ciclos de DIC. En orujo de uva se
seleccionaron 2 tratamientos: 0.2 MPa-60 s, donde se favorecio el incremento en
antocianinas (25%) y EPA (11%). Y el segundo tratamiento de 0.4 MPa-120 s,
donde se obtuvo una disminucion de las NEPA (30%), un incremento de EPA (27%),
y un descenso de antocianinas (30%) asociado a el incremento de la temperatura
del sistema.

La evaluacion in vivo de los cambios en el perfil de los compuestos de orujo de uva
por DIC revel6 que, a pesar de haber favorecido la formacion de estructuras mas
sencillas o bien su liberacion de la matriz, no potenciaron los efectos beneficiosos
sobre la ganancia de peso. La resistencia a la insulina y los niveles de triglicéridos
en higado mejoraron en todos los tratamientos (orujo con y sin DIC). Por lo tanto,
los cambios inducidos por DIC en compuestos fendlicos y la hidrélisis parcial de
polimeros de flavan-3-oles, asi como, en la degradacibn de antocianinas
observados a 0.2 MPa-60 sy 0.4 MPa-120 s, no potenciaron los efectos biolégicos
observados en orujo de uva no tratados por DIC.

Palabras clave: polifenoles extraibles, polifenoles no extraibles, descompresion
instantanea controlada (DIC), orujo de uva, subproducto de mango.



ABSTRACT

Agro-industrial by-products, rich in extractable and non-extractable polyphenols,
have been associated with the prevention of obesity-related diseases and their
complications, such as hepatic steatosis and insulin resistance. However, the
bioavailability of polyphenols is affected by factors such as their interactions with the
matrix and the diversity in their structures. Therefore, the use of instant controlled
pressure drop (DIC) was considered to modify the structure of the polyphenols of
grape and mango by-products to improve their absorption and their effect on the
control of obesity, hepatic steatosis, and insulin resistance. First, the changes
caused by DIC in total polyphenols were evaluated: phenaols, flavonoids,
anthocyanins, extractable proanthocyanidins (EPA), non-extractable
proanthocyanidins (NEPA) and hydrolyzable polyphenols, as well as total
carotenoids. The application of DIC in mango by-product did not generate important
changes in the concentration of polyphenols, neither in material pre-dried nor
subjected to different DIC cycles. In grape pomace, two treatments were selected:
0.2 MPa-60 s, where the increase in anthocyanins (25%) and EPA (11%) was
favored. And the second treatment of 0.4 MPa-120 s, with a NEPA decrease (30%),
an increase in EPA (27%), and a decrease in anthocyanins (30%) associated with
the increase in temperature in the system.

The in vivo evaluation of the changes in the polyphenols profile of grape pomace by
DIC revealed that, despite having favored the formation of simpler structures or their
release from the matrix, they did not enhance the beneficial effects on the gain of
weight. Insulin resistance and liver triglyceride levels improved in all treatments
(pomace with and without DIC). Therefore, the changes induced by DIC in phenolic
compounds and the partial hydrolysis of flavan-3-ols polymers, as well as, in the
degradation of anthocyanins observed at 0.2 MPa-60 s and 0.4 MPa-120 s, did not
potentiate the biologicals effects observed in grape pomace not treated by DIC.

Keywaords: extractable polyphenols, non-extractable polyphenols, instant controlled
pressure drop (DIC), grape pomace, mango by-product.



l.  INTRODUCCION

El orujo de uva y el subproducto de mango son ricos en polifenoles extraibles (EPP)
presentes en las extracciones con solventes organicos; asi como en, polifenoles no
extraibles (NEPP), compuestos asociados a macromoléculas como proteinas y
carbohidratos (Saura-Calixto, 2012). EI consumo de ambos subproductos se ha
asociado con beneficios a la salud. En el caso del orujo de uva, sus polifenoles
extraibles se han asociado con la prevencion de diabetes y esteatosis hepatica
(Hogan y col., 2010; Li y col., 2016). La ingesta de la matriz completa del orujo, la
cual contiene EPP y NEPP, se ha relacionado con la mejora del peso corporal, la
esteatosis hepética y la resistencia a insulina (Yu y col., 2017). En el caso del
subproducto de mango, su consumo se ha asociado con una disminucion en la
resistencia a insulina y esteatosis hepatica (Rodriguez-Gonzéalez y col., 2017). Estos
beneficios dependen de que los compuestos bioactivos sean absorbidos y
transportados a los diferentes 6rganos o tejidos diana, lo cual se le conoce como
biodisponibilidad.

Se ha reportado que solo del 5-10% de los compuestos fendlicos se absorben en
intestino delgado, el resto pasa a intestino grueso para ser fermentado por la
microbiota coldnica; sin embargo, solamente se han detectado concentraciones
micromolares en plasma y orina (Chacar y col., 2018). Debido a la baja
biodisponibilidad ‘de los compuestos bioactivos, se ha propuesto la busqueda de
alternativas. que mejoren la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de bioactivos de

matrices alimentarias (Ribas-Agusti y col., 2017).

La descompresion instantdnea controlada (DIC) es una tecnologia capaz de
modificar la estructura de matrices alimentarias. El principio de la tecnologia se basa
en someter el alimento a altas presiones durante un tiempo determinado, y
someterlo a una abrupta caida de presion que genera la autovaporizacion del agua
dentro de la matriz, lo que resulta en la expansion de la misma, entendiéndose como
un incremento en su porosidad (Allaf y col., 2012). DIC se ha usado como estrategia

para el secado de alimentos (Peng y col., 2018), como proceso de texturizacion de



productos (Téllez-Pérez y col., 2014), asi como pre-tratamiento en la extraccion de
compuestos (Rashidi y col., 2018). El incremento de la porosidad de la matriz
alimentaria podria mejorar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos no
extraibles, y su posible fermentacion en el colon (Alexandre y col., 2017) y asi

ejercer su efecto benéfico.

Por lo tanto, se propuso evaluar la aplicacion de DIC en subproducto de uva y
mango para incrementar la bioaccesibilidad de los compuestos y de esta manera

potenciar su efecto benéfico in vivo.



[I.  ANTECEDENTES
2.1. Sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad han sido el foco de interés de muchas investigaciones
debido a su asociacion con enfermedades como diabetes tipo 2, enfermedad de
higado graso, hipertension, dislipidemia, problemas cardiovasculares, entre otras
(Galic y col., 2010). De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién en
México, el 75.2% de los adultos presentan sobrepeso u obesidad (ENSANUT 2018).

La obesidad es una enfermedad crénica que se caracteriza principalmente por un
almacenamiento excesivo de triglicéridos en el tejido adiposo, como resultado de un

desequilibrio entre la ingesta de calorias y el gasto energético.

2.2.Expansién del tejido adiposo
El tejido adiposo se considera un érgano importante encargado del almacenamiento
de energia. Existen dos tipos de tejido adiposo, tejido adiposo marron (BAT, por sus
siglas en inglés brown adipose tissue) y el tejido adiposo blanco (WAT, por sus
siglas en inglés white adipose tissue). WAT es el responsable del almacenamiento
de energia en forma de triglicéridos mas abundante e importante; mientras que, BAT

es importante en laregulacion de la energia a través de la termogénesis.

El incremento en WAT se ha asociado con mayor prevalencia de enfermedades
metabdlicas; sin embargo, algunos individuos obesos no muestran alteraciones
metabdlicas y se les conoce como obesos metabdlicamente sanos (Phillips, 2017),
lo que ha llevado a la propuesta de nuevas teorias que vinculan a la obesidad con
enfermedades metabdlicas. Una teoria sugiere que los trastornos metabolicos
aparecen cuando se excede la capacidad de almacenamiento de WAT, lo que
genera tejido adiposo disfuncional (Bluher, 2013). Cuando se tiene un exceso de
consumo de energia y, ademas de manera constante, los adipocitos se vuelven
hipertréficos (aumento del tamario por la acumulacion de lipidos) y/o hiperplasicos

(aumento en el numero de adipocitos, por adipogénesis) debido a la necesidad de



aumentar su capacidad de almacenamiento de lipidos. Se ha demostrado que el
tamafio de los adipocitos es un predictor de enfermedades metabdlicas,
asociandose principalmente con la resistencia a la insulina (Lundgren y col., 2007)
y dislipidemia, independientemente de la composicion corporal y distribucion de la

grasa (Veilleux y col., 2011).

2.3.Esteatosis hepética
La enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD, por sus siglas en inglés) es
actualmente la enfermedad hepatica mas comun en el mundo, con una prevalencia

global estimada en el 25% de la poblacion mundial (Younossiy col., 2015).

La acumulacién de grasa hepatica se debe a un desequilibrio entre la adquisicion y
eliminacién de lipidos, que se regulan a través de cuatro vias principales: captacion
de lipidos circulantes (1), lipogénesis de novo (DNL) (2), oxidacién de acidos grasos
(3) y exportacion de lipidos en proteinas de muy baja densidad (VLDL) (4) (Figura
1) (Ipseny col., 2018).
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Figura 1. Adquisicion y eliminacion de lipidos hepaticos (Adaptado de Ipseny col.,
2018)



Los acidos grasos liberados del tejido adiposo son transportados hacia el higado y
captados mediante transportadores celulares especificos como el cluster de
diferenciacion (CD36), regulados por el proliferador de peroxisoma PPARYy y la
proteina transportadora de acidos grasos (FATP) o por difusion pasiva. La
lipogénesis de novo mediada por SREBP1c (proteina de union al elemento
regulador de esterol) y ChREBP (proteina de unién al elemento sensible a los
carbohidratos) es una caracteristica clave de NAFLD que contribuye
significativamente a la acumulacion de lipidos. Por ultimo, la exportacién de lipidos
aumenta con los niveles de triglicéridos hepaticos. En el entorno de NAFLD, los
niveles de MTTP (proteina microsémica transportadora de triglicéridos) y apoB100
pueden disminuir, lo que limita la exportacién de VLDL y en su lugar facilita la
acumulacion de lipidos. El resultado neto es-un. circulo vicioso en aumento,
impulsado por la dislipidemia crénica y la sobrecarga de lipidos hepéticos, lo que
lleva a consecuencias perjudiciales para el metabolismo y la funcién del higado vy,

en Uultima instancia, promueve un dafio hepatico irreversible (Ipseny col., 2018).

2.4.Resistencia alainsulina
Los acidos grasos elevados crénicamente pueden alterar diversas vias metabdlicas
e inducir la resistencia ala insulina en muchos 6rganos, principalmente en higado,
musculo y tejido adiposo. Aunque cualquier alteracion de los efectos de la insulina
en los diferentes 6rganos podria etiquetarse como resistencia a la insulina, en la
practica clinica, esta ultima se define como una accion reducida de la insulina sobre

el metabolismo de la glucosa y los niveles plasmaticos (Barazzoni y col., 2018).

Desde hace varias décadas se ha relacionado la resistencia a la insulina con la
adiposidad. La obesidad es, por tanto, un factor de riesgo fundamental para la
aparicion y desarrollo de la resistencia a la insulina. Entre las posibles causas de
los trastornos metabdlicos inducidos por la obesidad, la disfuncion de los érganos
adiposos y sus procesos metabodlicos alterados juegan un papel fundamental
(Hocking y col., 2013).



La resistencia a la insulina en el tejido adiposo periférico aumenta la lipolisis y
aumenta el suministro de acidos grasos libres derivados del tejido adiposo al higado.
En particular, la obesidad aumenta la produccion del factor de necrosis tumoral a
(TNFa) en los adipocitos, facilita la resistencia a la insulina de los adipocitos y

aumenta la tasa de lipdlisis (Berlanga y col., 2014).

Por lo tanto, existe una necesidad inminente de disefiar regimenes dietéticos para
disminuir o prevenir la disfuncion metabdlica en la obesidad. Entre las principales
recomendaciones se encuentra el consumo de fibra dietaria (FD) y antioxidantes
como los compuestos fendlicos (CF) y carotenoides, debido a su capacidad
bioguimica de modular las vias de sefializacion del metabolismo de lipidos y de la

glucosa

2.5.Compuestos fendlicos y carotenoides

El grupo de los compuestos fendlicos incluye una amplia gama de compuestos que,
de acuerdo con su tamafio molecular, se clasifican en compuestos simples como
los &cidos fendlicos hasta polimeros complejos como las proantocianidinas. Sin
embargo, es mas conveniente clasificarlos tanto por su solubilidad como por sus
propiedades fisiologicas, en compuestos fendlicos extraibles (EPP) y compuestos
fenolicos no extraibles (NEPP) como se muestra en la Figura 2 (Pérez-Jiménez y
Torres, 2011).
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Figura 2.Clasificacion de los compuestos fendlicos de acuerdo con su analisis en
alimentos (Adaptado de Pérez-Jiménez y Torres, 2011).

Los EPP comprenden aquellos compuestos de bajo peso molecular, solubles en
disolventes organicos (metanol, acetona, etanol, acetato de etilo, entre otros). Estos
compuestos tienen una amplia gama de estructuras quimicas, incluyendo
flavonoides,  &cidos  hidroxicinAmicos e  hidroxibenzoicos, estilbenos,
proantocianidinas extraibles (EPA) y otros. Los EPP son absorbidos en el estbmago
y el intestino delgado, al menos parcialmente a través de la mucosa del intestino

delgado, en una proporciéon de un 5-10% de los compuestos (Chen y col., 2018).

Los NEPP son polimeros de alto peso molecular o polifenoles de bajo peso
molecular que aparecen bien unidos a macromoléculas, atrapados en el nucleo de
la matriz alimentaria. Los NEPP incluyen a las proantocianidinas no extraibles
(NEPA), y los polifenoles hidrolizables (HPP). Los NEPP no son bioaccessible en el
intestino delgado y viajan a través del tracto gastrointestinal como sustratos
insolubles que alcanzan el colon, donde la microbiota colénica cataboliza estos
polifenoles, lo que conduce a moléculas de tamafo pequefio que se absorben
mucho mejor por su bajo peso molecular y que a menudo muestran efectos

bioldgicos relevantes (Figura 3) (Saura-Calixto, 2012).
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Figura 3. El catabolismo de microbiota intestinal de polifenoles no extraibles
conduce a metabolitos fenoélicos biodisponibles de bajo peso molecular (Adaptado
de De Bruyne y col., 2019).

Por otro lado, respecto a los carotenoides, estos son compuestos lipdfilos que se
clasifican en dos grupos: carotenos, que son cadenas de carbonos; mientras que,
las xantofilas son derivados que contienen uno o0 mas atomos de oxigeno en su

estructura (Bhatt y Patel, 2020).

La bioaccesibilidad de los carotenoides es generalmente bastante baja y esta
limitada por diversos factores, en particular el grado de procesamiento de los
alimentos y la composicion de la matriz. Para su absorcién, primero deben liberarse
de la matriz alimenticia, seguido de una micelizacién. Esto se refiere a su
incorporacion en micelas, que son agregados moleculares que transportan material
soluble en grasa, lo que lo hace potencialmente accesible por el epitelio intestinal
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(Fernandez-Garcia y col.,, 2012). La parte principal del metabolismo de los
carotenoides se produce en el intestino delgado, donde los lipidos de la dieta
también deben solubilizarse y formar micelas antes de que puedan ser absorbidos.
Los lipidos son capaces de unirse a los carotenoides debido a su caracter
hidrofoébico, pero también pueden unirse a moléculas de agua que, junto-con-las
sales biliares, dan como resultado la formaciébn de micelas y . carotenoides
solubilizados en el sistema. Esto permite que los carotenoides se absorban
pasivamente desde la fase micelar a través de la luz del intestino hasta el sistema

circulatorio linfatico y sanguineo (Figura 4) (Palafox-Carlos y col., 2011).
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Figura 4. Biodisponibilidad de carotenoides (Adaptado de Kopec y Failla, 2018).

2.6.Fibra dietaria antioxidante
Uno de los principales componentes de estudio, que constituye la interaccion entre
los polifenoles y carbohidratos, es la fibra dietaria antioxidante. El término,

propuesto por Saura-Calixto (1998), se refiere a una matriz que combina los efectos
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beneficiosos de la FD y los de antioxidantes naturales asociados a la misma como
los compuestos fendlicos. Reciente investigaciones sugieren que la fibra dietaria
antioxidante brinda un mayor beneficio a la salud, debido a que la fibra es un medio
por el cual los polifenoles pueden ser transportados a través del intestino humano,
generando un mayor aprovechamiento de ambos compuestos. Su principal
caracteristica es que combinan los efectos fisiologicos de la FD y los antioxidantes

en un solo material (Saura-Calixto y col., 2011).

Unidos a la matriz de la FD se encuentran alrededor del 50% de los NEPP asociados
por fuerzas electrostaticas, enlace éster o puentes de hidrégeno, a polisacaridos
como carbohidratos y proteinas principalmente (Figura 5), por lo que pasan al
intestino grueso sin ser absorbidos. En intestino grueso, los NEPP son
metabolizados y, por la accion de la microbiota colénica, son liberados de la matriz
de fibra, produciendo metabolitos y un entorno antioxidante, por lo que una de las
funciones de la FD también es el transporte de polifenoles y carotenoides a través
del tracto gastrointestinal (Saura-Calixto, 2011).
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Figura 5. Asociacion de compuestos fendlicos con fibra dietaria (Adaptado de
Howarth y col., 2001).

Se ha demostrado que la FD tiene un papel importante en la regulacion del

metabolismo lipidico, ayudando a la prevencién de enfermedades relacionadas con
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la obesidad (Dikeman y Fahey, 2006). El efecto antiobesogénico de la FD se le
atribuye principalmente a la fibra dietaria soluble (FDS), debido a que tiene la
capacidad de retener agua y formar soluciones altamente viscosas lo que impide la
digestion y absorcion de lipidos y glucosa a través de la pared intestinal, y reduce
la eficiencia de la conversion de grasa en energia, interfiriendo fisicamente con-las
interacciones lipasa-grasa-sales biliares e inhibiendo a la enzima lipasa pancreética
(Wanders y col., 2011).

Adicionalmente, recientes investigaciones se han centrado en entender como los
polifenoles afectan al metabolismo de los carbohidratos, principalmente en relacion
con sus efectos sobre las enzimas digestivas, proteinas transportadoras de
membrana y los mecanismos de sefializacion celular (Zhu, 2017). Asi, se ha
propuesto que las interacciones entre polifenoles no extraibles y carbohidratos
tienen un impacto directo sobre el perfil nutricional de estos compuestos (Amoako y
Awika, 2016).

2.7.Bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos bioactivos
Si bien se ha reportado el efecto benéfico de los compuestos bioactivos, también es
de suma importancia el analisis de la bioaccesibilidad de estos y su
biodisponibilidad. Se ha reportado que la absorcion de los compuestos fendlicos es
baja debido a una serie de acciones dentro del tracto gastrointestinal que median
su transformacion y el flujo entérico para su eliminacion a través de las heces u

orina:

e - En el caso de polifenoles glucosilados, primero es necesaria la eliminacion
del azucar ligado por accion de enzimas glucosidasas para su difusion pasiva

y absorcion, en forma de agliconas libres (Scalbert y Williamson, 2000).

e Los ésteres de acidos fendlicos ligados a azucares requieren de enzimas
especificas que no se encuentran de manera endoégena en los tejidos
humanos, por lo que el Unico lugar para su metabolismo es por accion de la

microbiota colénica (Scalbert y Williamson, 2000).
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Las interacciones de la fibra con los polifenoles tienen una gran influencia
para su absorcion, ya que algunas fibras pueden secuestrar compuestos en
la luz del intestino, ya sea por un fendmeno fisico en un ambiente viscoso o
una unién fisicoquimica que reduce su absorcién en el intestino delgado,
permitiendo asi su biodisponibilidad para el proceso de fermentacion por la

microbiota colonica (Edwards y col. 2017).

La absorcién de polifenoles también depende del peso molecular, como es
el caso de las proantocianidinas, que por su elevado peso molecular no son
absorbidas tan facilmente en el intestino delgado (Santos-Buelga y Scalbert,
2000). Se ha reportado que fracciones de proantocianidinas con un grado de
polimerizacién <3 pueden ser absorbidas-en el intestino delgado; mientras
que, fracciones con un grado de polimerizacion >3 son fermentadas en el

colon por la microbiota colonica (Monagas y col., 2010).

La biodisponibilidad de estos compuestos también depende de las
interacciones con carbohidratos de la pared celular. La afinidad de las
proantocianidinas es mayor para pectinas, seguido de xiloglucanos, y con
baja afinidad por la celulosa. Asimismo, la interaccién entre proantocianidinas
y fibra es mayor cuando la matriz es mas flexible y porosa (Le Bourvellec y
col., 2005; Renard y col., 2017).

Finalmente, la biodisponibilidad de los compuestos depende en gran medida
de su transformacion por componentes especificos de la microbiota intestinal
por la actividad de esterasa, glucosidasa, desmetilasa, deshidroxilasa y

descarboxilasa (Possemiers y col., 2011).

Después de que las interacciones discutidas anteriormente tengan lugar en el lumen
gastrointestinal, los compuestos fenolicos (PP) deben pasar a través del epitelio
intestinal antes de llegar al torrente sanguineo y/o al sistema linfatico, asi como los
metabolitos generados por su fermentacion por la microbiota colénica (PP-M). Una

vez liberados, se transportan mediante mecanismos transcelulares como el
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transporte por difusidén pasiva, el transporte mediado por portador activo y facilitado

y el transporte paracelular en uniones estrechas de los enterocitos (Figura 6).
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Figura 6. Transporte y metabolismo de compuestos fendlicos (Adaptado de Redan
y col., 2016)

Donde PP (polifenoles), MCTL1 (transportador de monocarboxilatos), SGLT1 (transportador
de glucosa dependiente de sodio), MRP (proteina asociada a multirresistencia), P-gp (P-
glicoproteina), PP-M (metabolito fendlico).

2.8.Subproductos agroindustriales
Diversas investigaciones se han centrado en el estudio de las propiedades de los
subproductos agroindustriales, generando asi una alternativa de aprovechamiento
y valor agregado de estos subproductos. Los subproductos agroindustriales son
obtenidos de los procesos de transformacion de alimentos y representan una gran

proporcion de desperdicio. Sin embargo, se caracterizan por ser una fuente
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prometedora de fibra antioxidante y, por ende, una fuente de nutricion y compuestos

nutricional y funcionalmente importantes (Tejada-Ortigoza y col., 2016).

2.8.1. Subproducto de uvay sus propiedades
2.8.1.1. Composiciéon quimica
El orujo de uva es un subproducto originado durante la produccion de vino. Este
subproducto incluye partes solidas de la uva (piel, pulpa y semillas), cuya
composicidn incluye gua, proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas, minerales y
compuestos bioactivos, como polifenoles y fibra dietética (Deng y col., 2011; Sousa
y col., 2014).

En cuanto a los compuestos fendlicos, el orujo de uva contiene acidos fendlicos
simples del tipo hidroxicindmicos (acidos cumarico, cafeico, ferdlico y sinapinico) e
hidroxibenzoicos (acidos protocatecuico, galico, siringico y gentilico); flavonoides de
las subclases de los flavonoles (kaempferol, quercetina y miricetina), flavanoles
(catequina, epicatequina, epigalocatequina y galocatequina), antocianinas
(malvidina, delfinidina y cianidina); estillbenos (resveratrol); polifenoles poiméricos
(proantocianidinas, galotaninos y elagitaninos) (Beres y col.,, 2017). Estos
compuestos pueden presentarse en forma de EPP y NEPP, pero la mayor parte
aparecen como NEPP, especificamente como proantocianidinas no extraibles
(NEPA) siendo el orujo una de las fuentes descritas mas ricas en estos compuestos

(Pérez-Jiménez, Arranz and Saura-Calixto, 2009).

De manera general, el orujo de uva representa del 20-25% de las uvas trituradas en
la elaboracién del vino, y puede contener hasta un 60% de fibra dietética, la cual
esta.compuesta por pectina, celulosa, lignina y polifenoles, dependiendo de la
variedad de la uva y parte de la uva que conforman el orujo (Deng y col., 2011; Yu
y Ahmedna, 2013).
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2.8.1.2. Beneficios ala salud
Se ha reportado que este subproducto es una fuente de fibra antioxidante y que su
consumo puede contribuir a la reduccién de absorcion de grasa (Pérez-Jiménez y
col., 2008; Lachman y col., 2013; Sousa y col., 2014).

La suplementacion con un extracto de orujo de uva (liofilizado y afiadido a la dieta)
a ratas durante 10 semanas disminuyd la expresion hepatica de genes lipogénicos
relacionados con la sintesis de triacilglicerol como la enzima glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (Gpd2), que sintetiza glicerol-3-fosfato, Yy glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (Gpam), que sintetiza glicerolipidos a partir de glicerol -3-fosfato
(Yunoki y col., 2008). Estos beneficios solamente se han asociado con la inhibicion
de enzimas hepaticas lipogénicas como la sintasa de acidos grasos (FAS) y la acetil-
COA carboxilasa (ACC) (Yu y col., 2017).

Pocos estudios han reportado los mecanismos de accién del subproducto de uva
como matriz completa. La suplementacion de harina de semillas de uva
Chardonnay, en la dieta de hamsters durante 3 semanas redujo significativamente
las concentraciones de colesterol total, VLDL y LDL en plasma en comparacion con
el control (dieta estandar). La mejora del colesterol en plasma se correlacion6 con
la regulacion de la expresion génica relacionada con la sintesis de colesterol
(CYP51), acidos hiliares (CYP7A1l) y metabolismo de lipidos en higado y tejido
adiposo. Una reduccién del contenido de lipidos hepéaticos se asocié con el
incremento en la expresion de los genes relacionados con el metabolismo de los
lipidos (Kim'y col., 2014). Estos hallazgos sugieren que la harina de semilla de uva
rica en flavonoides indujo beneficios para la reduccién de colesterol y atenuacion de
esteatosis hepatica mediante la regulacion de la expresion génica relacionada con
el metabolismo de los lipidos, acidos biliares y lipidos en el higado y el tejido
adiposo. En humanos (hombres con al menos un criterio diagnéstico de sindrome
metabdlico), la suplementacién de orujo de uva (20 g) durante 16 semanas mejoro

la presion arterial, la glucemia e insulina pospandrial, ademas se observo un
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incremento de y-tocoferol y el &-tocoferol plasmaticos que se relacionaron con la

disminucién del dafio de proteinas oxidativas (Urquiaga y col., 2015).

2.8.1.3. Biodisponibilidad

Con relacién a la biodisponibilidad del orujo de uva, estudios de digestibilidad in vitro
demostraron que el 50% de los polifenoles del orujo de uva, incluyendo piel y
semillas, no son biodisponibles en el intestino delgado (Gofii y col., 2005). En ratas
sanas alimentadas con fibra dietaria antioxidante de uva se detectaron en orina por
un lado mono, di y tri conjugados de los mondémeros de epicatequina, con metilos,
sulfatos y glucoronidos, indicando una despolimerizacion parcial de las
proantocianidinas y, por otro, acidos fendlicos libres o conjugados causados por la
accion de la microbiota (Tourifio y col., 2009). La primera evidencia directa de la
transformacién de las proantocianidinas no extraibles por la microbiota fue
reportada por Mateos-Martin y col. (2012), se demostré que las NEPA son
una fuente de compuestos fenodlicos que se liberan progresivamente y liberan
especies fendlicas que entran en contacto con las paredes intestinales y estan
biodisponibles durante al menos 24 h después de la ingestion. Lo cual sustenta la
evidencia de que el incremento retardado (8 h) en la capacidad antioxidante de
plasma tras la ingesta de orujo de uva (10 g) en adultos sanos se atribuye a la
biodisponibilidad de los NEPP, ya que el incremento de la capacidad antioxidante
en las primeras horas (1-2) corresponde a los polifenoles extraibles (Pérez-Jiménez
y col., 2009).

En adultos sanos se evalué el efecto de una bebida que contenia orujo de uva y se
identificaron metabolitos en la orina de los individuos como &cido cafeico, acido
cafeico 3- y 4-sulfato, acido ferulico 4-sulfato, &cido isoferulico 3-sulfato y p acido —
cumarico, derivados de &cidos hidroxicinamicos. En cuanto a los derivados de
catequina y epicatequina se identificaron epigalocatequina, sulfato de catequina y
epicatequina, sulfato de glucurénido de catequina y epicatequina, catequina O-

sulfato, O-metil-(epi) catequina O-glucurénido, epigalocatequina 3-O-glucurénido,
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epigalocatequina 3'-O glucurdnido y epigalocatequina 7-O-glucurénido, 4'-O-metil-

epigalocatequina-O-glucuronido (Sasot y col., 2017).

2.8.2. Subproducto de mango y sus propiedades
2.8.2.1. Composiciéon quimica
El subproducto de mango esta constituido de la piel del mango y remanentes de
pulpa, el cual representa cerca del 40 al 60% del peso total de la fruta. El contenido
total de fibra dietaria varia de 40% al 72%, constituida principalmente por glucosa,
galactosa, arabinosa, xilosa, acido urénico, manosa y ramnosa, de la cual la fibra

soluble es aproximadamente un 30% y la fibra insoluble un-70 % (Alija y col., 2007).

Los componentes fendlicos de la cascara de mango incluyen compuestos
especificos del mango, como es la mangiferina, y otros mas ampliamente
distribuidos, como glucésidos de quercetina, acido elagico y kaempferol; los dos
mas abundantes son la mangiferina y la quercetina 3-O-galactésido (Berardiniy col.,
2004). En cultivares de color amarillo se reportaron los niveles mas altos de
carotenoides, siendo 3-caroteno y violaxantina los compuestos principales. Ademas
de que los carotenoides incrementan durante la maduracion de la fruta llegando a

concentraciones de hasta-31,18 ug / g (Ranganath y col., 2018).

2.8.2.2. Beneficios ala salud
La fibra soluble se ha asociado con el efecto hipoglucémico del subproducto de
mango, ya que podria estar relacionada con la inhibicion o retraso de la absorcion
intestinal de glucosa debido que puede aumentar la viscosidad intestinal,
promoviendo el atrapamiento de glucosa y lipidos por su alta capacidad de retencion
de agua y poder gelificante (Lattimer y Haub, 2010).

Ulla y col. (2016), alimentaron a ratas con dieta suplementada con el polvo de
cascara de mango (con polifenoles como quercetina, catequina, epicatequina, acido
vanilico, acido p-cumarico y acido siringico), la cual tuvo propiedades benéficas
contra el dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono (CCl,). Ademas, la

suplementacién con cascara de mango normalizé la ingesta de alimento en ratas,
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reduciendo la actividad de enzimas hepéaticas ALT (alanina aminotransferasa), AST
(aspartato aminotransferasa) y ALP (fosfatasa alcalina), las cuales estan asociadas
con la infiltracion de células inflamatorias, apoptosis y muerte celular. Finalmente,
la suplementacion disminuyé los niveles de MDA (malondialdehido), uno de los
principales marcadores de estrés oxidativo. Las propiedades antioxidantes.y anti-
peroxidacion lipidica del polvo de cascara de mango podrian atribuirse a sus

flavonoides y otros polifenoles (Yang y col., 2010).

En un estudio in vivo realizado con ratas alimentadas con una dieta hipercalorica y
suplementada con subproducto de mango, los animales no presentaron una
reduccion de peso corporal, pero se observé una disminucién de glucosa sérica y
del grado de esteatosis hepatica (Amaya-Cruz y col., 2015). Animales diabéticos
tratados con cascara de mango presentaron una regulacion en los niveles de
glucosa, y el extracto etandlico de la cascara mejoro la sensibilidad a la insulina
(Gondi y col., 2015).

2.8.2.3. Biodisponibilidad
Se ha reportado una bioaccesibilidad in vitro del 38-40% de los polifenoles del
subproducto de mango (Blancas-Benitez y col., 2015). Los principales polifenoles
liberados durante la digestién de la cascara fueron los acidos hidroxicinamicos vy el
acido vanilico. En relacion con los carotenoides, se ha reportado una baja
biodisponibilidad para B-caroteno del mango (10%) y esto se asocid con su baja
liberacién de la matriz alimentaria. Esto podria ser mejorado con tratamiento
térmico, debido a que facilita la degradacion de complejos caroteno-proteina (Bohn
y col.,.2015). Por otro lado, se ha reportado que la fibra inhibe la formacién micelar
de los carotenoides debido a su alta viscosidad, por lo tanto, disminuye su

biodisponibilidad (Velderrain-Rodriguez y col., 2016).

2.9.Tecnologias aplicadas a subproductos agroindustriales
Debido a que los subproductos agroindustriales son matrices ricas en compuestos
bioactivos, la aplicacion de tecnologias como campos eléctricos pulsados,

microondas, ultrasonido y altas presiones hidrostaticas se propone como una
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alternativa para generar cambios en su estructura para favorecer la extraccion de
dichos compuestos (Alexandre y col., 2017). La mayoria de dichas tecnologias
utilizan agua como conductor, de modo que el residuo sigue existiendo, siendo la
matriz sélida deficiente de dichos bioactivos y, en el contexto de la economia
circular, no se resuelve el problema del aprovechamiento integral de los
subproductos agroalimentarios. Ademas, para la obtencion de matrices alimentarias
ricas en compuestos bioactivos y fibra dietaria, se deben considerar dos puntos
importantes: a) minima degradacion de compuestos fendlicos inducida por el
procesamiento y b) cambios en la estructura de la matriz alimentaria, ya que ello
implica una mayor liberacibn de compuestos fendlicos durante el procesamiento
(Ribas-Agusti y col., 2017).

Por ello, surge la necesidad de aplicar una tecnologia capaz de generar cambios en
la composicion y estructura de las matrices de los subproductos con las minimas
pérdidas posibles de sus compuestos bioactivos durante su proceso y manteniendo
la matriz integra, sin generar una fase liquida y un nuevo residuo solido. En el caso
de la descompresion instantdnea controlada (DIC), durante el procesamiento de la
muestra se emplea vapor saturado y, por lo tanto, esto disminuye la liberacion de
bioactivos al medio, lo que podria permitir obtener una matriz completa con una

modificacién estructural que implicara una mayor bioaccesibilidad de los NEPP.

2.10. Descompresién Instantanea Controlada (DIC)
DIC es una tecnologia que produce modificaciones estructurales en la matriz
alimentaria. Se basa en efectos termomecéanicos que son inducidos cuando la
materia prima es sometida durante un periodo de tiempo corto a vapor saturado
(0.1-0.6 MPa), seguido de una abrupta caida de presion hacia un vacio
(aproximadamente de 5 kPa). Esta abrupta caida de presion provoca la
autovaporizacion simultanea del agua que se encuentra en el interior de la matriz y
enfriamiento instantaneo de los productos. Este ultimo detiene inmediatamente la

degradacion térmica; mientras que, el primero induce la hinchazén y posiblemente
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la ruptura de las paredes celulares (Figura 7) (Ben Amor y col., 2008; Allaf y col.,
2012; Romero-Cano y col., 2016).

De manera general, DIC consta de tres componentes principales: 1) camara de
tratamiento, que es una autoclave con una camisa de calefacciéon donde se coloca
la muestra y la presion es proporcionada por la inyecciéon de vapor saturado
(generador de vapor); 2) sistema de vacio, que consta de la cAmara de vacio y la
bomba de vacio, y 3) sistema de descompresion, donde la camara de tratamiento
estd conectada con la cdmara de vacio por medio de una valvula que se acciona
neumaticamente, por medio de la cual se somete la muestra a la abrupta caida de

presion (Chemat y col., 2017).

Vapor saturado
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Figura 7. Representacion esquematica de DIC (Adaptado de Romero-Cano y col.,
2016)

El proceso de DIC se ha utilizado para expandir matrices alimentarias con la
finalidad de disminuir tiempo de secado, extraccion de compuestos y esterilizacion.
Asi, el grano de café se ha sometido a este proceso para disminuir su tiempo de
tostado y mejorar los procesos de extraccion de cafeina (Kamal y col., 2008). La
presién de vapor tuvo un efecto positivo en relacién con la expansion y se observé

gue cuanto mayor era la presion de vapor se generaba mas autovaporizacion y, por
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lo tanto, mayor expansion. Dicha expansion también dependia del comportamiento
reologico del material, como la viscosidad. Los componentes principales de las
paredes celulares de los granos de café son los polisacéridos, como el manano, el
arabinogalactano y la celulosa, los cuales se ablandaban y se fundian parcialmente
durante el periodo de calentamiento, proceso esencial para lograr las caracteristicas
viscoelasticas. Para ello se requiere que la temperatura de calentamiento sea

uniforme en el material, igual a la temperatura del vapor (Kamal y col., 2008).

En la actualidad, DIC se usa ampliamente para procesos de extraccion de
compuestos bioactivos de matrices alimentarias. Ben Amor y Allaf (2009) emplearon
DIC como pretratamiento en la extraccion acuosa de antocianinas de célices de
jamaica; mediante este proceso, DIC increment6 tanto la cinética como el porcentaje
de extraccién de antocianinas de la flor de jamaica en un 135%, debido a que se
favorecio la formacién de una estructura porosa que intensificd los fendmenos de
transferencia de masa al mejorar la difusividad y la permeabilidad dentro de la matriz

y por ende la extraccion de antocianinas.

En cascara de granada se utilizé DIC como pretratamiento para texturizar la cascara
e incrementar su porosidad. Esto permiti6 una mayor extraccion de compuestos
fendlicos (20% de mayor eficacia), donde la presion de vapor saturado fue la
variable de mayor impacto en la extraccion de compuestos, seguida del tiempo de
proceso. Los resultados mostraron que la aplicacion de DIC no tiene un efecto
negativo sobre la actividad antioxidante (Ranjbar y col., 2016). En polvo de tallo de
uva .aumenté el contenido de compuestos fendlicos hasta en un 50% con un
tratamiento de 0.3 MPay 50 s (Sanchez-Valdepefas y col., 2015). Estas tecnologias
también permiten que la molienda sea mas facil con polvos de granulos expandidos
(Mounir y col., 2014). Asi, cuando DIC se aplicé a la cascara de tuna se observo
que parte de la pared celular presentaba carbohidratos mas hidrosolubles, y esto se
relacion6 con cambios en el grado de esterificacion de la pectina y en su
polimerizacién, también se mejoro la disponibilidad de compuestos fendlicos (83%)
y carotenoides (552%) (Namir y col., 2017).
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En el presente proyecto se utilizo DIC para realizar modificaciones estructurales a
subproductos agroindustriales (matrices completas) de uva y mango, los cuales
contienen tanto fibra, como compuestos fendlicos extraibles y no extraibles. Dichos
cambios se relacionaron con la capacidad antioxidante en suero como medida
indirecta de la absorcion de compuestos fendlicos y, por ultimo, se asociaron con
los beneficios a la salud descritos para estos subproductos, tales como control del

peso corporal, esteatosis hepética y resistencia a insulina.

24



ll.  JUSTIFICACION
Los subproductos provenientes de la industrializacion de frutos como uva y mango
son una fuente rica en compuestos bioactivos, a los cuales se les ha relacionado
con diferentes efectos beneficiosos a la salud, como el control de la obesidad y sus
complicaciones. Sin embargo, la actividad bioldgica de dichos compuestos esta en
funcién de su bioaccesibilidad y biodisponibilidad, las cuales a su vez dependen de
factores como su estructura quimica (peso molecular) e interacciones con la matriz
alimentaria. Para los polifenoles de peso molecular relativamente pequefio, como el
acido galico, se ha reportado una baja biodisponibilidad en el intestino delgado (5-
10%), seguida de una transformacion adicional y absorcién. en el intestino grueso:
Mientras que, los polifenoles mas grandes como las proantocianidinas no se
absorben facilmente en el intestino delgado. En su lugar, este tipo de estructuras

son transportadas al colon y ahi son transformadas por la microbiota colénica.

La descompresion instantanea controlada, bajo el principio de la autovaporizacion,
puede generar cambios estructurales que permitan la liberacion de compuestos, o
bien la hidrdlisis de estructuras complejas que faciliten la absorcion de polifenoles o

bien una mayor transformacion de los compuestos por la microbiota colénica.
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IV. HIPOTESIS

Dentro de la matriz alimentaria, los polifenoles extraibles como las antocianinas
tienden a acumularse en las vacuolas; mientras que, los flavonoides pueden
permanecer en el citosol. Por otro lado, los polifenoles no extraibles (NEPA 'y
polifenoles hidrolizables) generalmente estan unidos covalentemente  a los
polisacéaridos en la pared celular, lo que dificulta su bioaccesibilidad. Por lo tanto,
para mejorar la biodisponibilidad se requiere hidrolizar las paredes celulares, los
compartimentos celulares y la escision de los carbohidratos.

La tecnologia DIC, bajo el principio de la autovaporizacion.instantdnea, genera un
fendmeno de expansion de las matrices alimentarias que provoca la ruptura de
paredes celulares y la escision de carbohidratos, lo cual podria favorecer la
liberacion de compuestos no extraibles. Ademas, podria generar la hidrdlisis de
macromoléculas de alto peso molecular como las proantocianidinas, generando
estructuras mas sencillas, lo cual puede potenciar su absorcion o facilitar su
fermentacién por la microbiota col6nica al estar mas expuestas en la matriz
alimentaria. La mayor biodisponibilidad de compuestos bioactivos y sus metabolitos
microbianos podrian mejorar el control del peso corporal, la esteatosis hepatica y la

resistencia a insulina.
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V. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo general
Incrementar la bioaccesibilidad y absorcion de compuestos fendlicos y carotenoides
de subproductos de uva y mango mediante la aplicacion de la descompresion
instantanea controlada para mejorar su efecto en el control de la obesidad,

esteatosis hepatica y resistencia a insulina.

5.2.0bjetivos especificos
e Evaluar el efecto de la aplicacién de DIC en subproductos de mango sobre
los cambios en la cantidad de los compuestos fendlicos totales y

carotenoides.

e Analizar los cambios de los compuestos fendlicos en el subproducto de uva

sometidos a DIC:
-Contenido de compuestos fendlicos extraibles y no extraibles

-Grado medio de polimerizacion de las proantocianidinas extraibles y modificacion

en las proantocianidinas no extraibles.

e Determinar las modificaciones de la estructura de la matriz y composicion de

carbohidratos de los subproductos tratados con DIC.

e Determinar in vivo el efecto de orujo de uva modificado por DIC sobre el
control de la obesidad y esteatosis hepética.

e Determinar la absorcion de los compuestos de orujo de uva tratado con DIC
mediante el analisis de compuestos fendlicos totales y capacidad

antioxidante en suero y heces de ratas obesas.

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1.Recoleccién del subproducto de uvay mango
Se recolecto el orujo de uva Malbec de vifiedos la Redonda, Syrah de vifiedo Azteca
y Merlot del viiedo Magal ubicados en Querétaro, México. El orujo de uva esta

constituido por piel, tallos y semillas.
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El subproducto de mango se obtuvo de la Sociedad Cooperativa de Trabajadores
de Pascual, S.C.L ubicada en San Juan del Rio, Querétaro, México. Este se

encuentra constituido de la piel del mango y remanentes de pulpa.

Ambos subproductos se congelaron (-20 °C) en recipientes herméticos y protegidos

de la luz hasta su analisis.

6.2. Tratamiento de los subproductos de uvay mango
Para el andlisis del efecto de la aplicacién de DIC en subproducto de uva y mango
se utilizé un disefo factorial completo en parcelas divididas; donde el factor que
representa las parcelas fue la presion (0.20-0.40 MPa) y con diferentes tiempos de
procesamiento (60-120 s) (Cuadro 1).

Posteriormente, los subproductos se secaron a 45 °C en un horno con aire forzado
(humedad <6%), y se molieron a un tamafio de particula (<400 pum). Se utilizé6 como
control los subproductos sometidos Unicamente al tratamiento térmico (45 °C,
humedad < 4%).

Cuadro 1. Variables de proceso de DIC

Tratamiento. Presion (MPa) Tiempo (s)
Control 0 0
DIC-1 0.2 60
DIC-2 0.2 90
DIC-3 0.2 120
DIC-4 0.3 60
DIC-5 0.3 90
DIC-6 0.3 120
DIC-7 0.4 60
DIC-8 0.4 90
DIC-9 0.4 120
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6.3.Caracterizacion de las muestras tratadas con DIC
Los subproductos se analizaron para evaluar los cambios en la estructura de la
matriz alimentaria, donde las variables de respuesta para seleccionar los mejores
tratamientos fueron el contenido de polifenoles extraibles (EPP), antocianinas,
flavonoides, carotenoides totales y proantocianidinas extraibles - (EPA),
determinados en extractos y polifenoles no extraibles, proantocianidinas no
extraibles (NEPA) y polifenoles hidrolizables (HPP) como se ilustra en la Figura 8.
Ademas, se realizo la determinacién de propiedades fisicoquimicas como capacidad

de hinchamiento y capacidad de retencion de agua.

|Orujo deuva |

ifénoles extraibles total

Sobrenadante NSRS de metanol/agua y
acetonalagua

ianidinas extraibles (EFA)

R =
B

Precipitado Residuo de extrateign=” | Polifenoles hidrolizables (HPP)

r
| Proantocianidinas no extraibles (NEPA)

Piel de mango

Sobrenadante Extracto de metanol/aguay

-acetonal/agua Palifenoles extraibles totales

Extracto de hexano Carotenoides

Precipitado  Residua de extraccidn Polifencles hidrolizables (HPP)

Figura 8. Representacion esquematica de la determinacion de polifenoles

extraibles en extractos y no extraibles en los residuos de extraccion.

A continuacion, se detalla los procesos de extraccion y cuantificacion de las

diferentes variables respuesta.

6.3.1. Cuantificacién de los polifenoles extraibles (EPP)
Para la obtencién de la fraccion de EPP se emple6 la metodologia descrita por

Jiménez-Escrig y col. (2001) en ambos subproductos. Se pesaron 0.5 g de muestra,
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se le agregd 20 mL de una solucién de metanol/agua (50:50) acidificada con HCI
para obtener un pH final de 2, se agitd a temperatura ambiente durante 1 h.
Posteriormente, se centrifugd por 10 min a 3000 g y se recupero el sobrenadante
(extracto A). Al residuo se le agrego nuevamente una mezcla de 20 mL de
acetona/agua (70:30), y se agito a temperatura ambiente por 1 h, posteriormente se

centrifugo por 10 min/ 3000 g y se recupero el sobrenadante (extracto B).

Se mezclaron ambos extractos A y B, se ajust6 el volumen final a 50 mL con agua
destilada para realizar la determinacion de fenoles totales y antacianinas. El residuo

se guardo para las determinaciones de NEPP.

6.3.1.1. Determinacion de fenoles totales
Para la determinacion de polifenoles totales extraibles se utilizé el método de Folin
y Ciocalteu. Se tomo6 6 uL del extracto de cada una de las muestras obtenido en el
punto anterior (EPP), se colocd en una microplaca y se ajusté el volumen a 50 pL
con agua destilada. Se adicioné 25 L del reactivo de Folin Ciocalteu 1 N (diluido
1:1 con agua destilada); se agité durante 5 min, y luego se agreg6 125 uL de Na2COs
al 20%; se reposo6 durante 30 min en la oscuridad y, finalmente, la absorbancia se

leyd a 760 nm.

La cuantificaciébn se realizé por interpolacion de los resultados en una curva
estandar de acido galico, y se expresaron los resultados como mg equivalentes de

acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g) (Singleton y col., 1999).

6.3.1.2. Antocianinas monoméricas
Las antocianinas totales se cuantificaron en el subproducto de uva. Se empleé el
método de diferencial de pH descrito por Giusti y Wrolstad (2001). Se emplearon
dos soluciones amortiguadoras (KClI, 0.025N a pH 1.0 y CH3COONasH20, 0.4 M a
pH 4.5). La cuantificacion de antocianinas totales se expresé como mg equivalentes
de malvidnia-3 glucésido por gramo de muestra (mg EM3G/g), se emplearon las

siguientes ecuaciones:

ADSiot2=[ (ADS510 nm=AbS700 nm)pH 1-(ADS510 nm=AbS700 nm)pH 4.5]
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Abs*PM*factor de dilucién

Antocianinas monomeéricas= T .
g*distancia

Donde:

Abs= Absorbancia total

PM= Peso molecular: 463.3 g/mol de la malvidina-3-glucésido

¢ = Coeficiente de extincién molar: 28000 M-1*cm-1para malvidina-3-glucésido
Distancia= 1 cm

6.3.1.3. Proantocianidinas extraibles (EPA)

Para la determinacion de las EPA se realiz6 una primera extraccion (0.5 g de
muestra, orujo de uva) con 20 mL de una solucion de metanol/agua (50:50)
acidificada con HCI para obtener un pH final de 2, se agit6 a temperatura ambiente
durante 1 h. Posteriormente, se centrifug6 por 10 min a 1500 g a 4 °C y se deseché
el sobrenadante. Al residuo se le agregé nuevamente una mezcla de 20 mL de
acetona/agua (70:30), y se agité a temperatura ambiente por 1 h, posteriormente se
centrifugd por 10 min a 1500 g a 4 °Cy se recupero el sobrenadante. Se tomaron 5
mL del segundo sobrenadante para la determinacion de las EPA. Para lo cual se
sigui6 la misma metodologia que para las NEPA.

6.3.2. Antioxidantes macromoleculares o polifenoles no extraibles
(NEPP)
El residuo de la extraccion de la cuantificacion de polifenoles extraibles se sometio
a dos tratamientos &cidos para la liberacion de los NEPP (Pérez-Jiménez y col.,
2008).

6.3.2.1. Cuantificacién de proantocianidinas no extraibles (NEPA)
La cuantificacion de NEPA se realiz6 mediante la hidrdlisis acida con n-butanol, en
muestras de orujo de uva. Los residuos secos se mezclaron con 10 mL de
HCl/butanol (5:95, v/v) que contiene 0.7 g de FeCls/L y se incubaron a 100 °C por 3
h. Los tubos se centrifugaron a 2500 g por 10 min, y se recuperaron los
sobrenadantes. Posteriormente, se realizaron dos lavados del precipitado con 5 mL

de HCl/butanol/FeCls, se aforé a un volumen final de 25 mL. Las absorbancias se
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leyeron a las longitudes de onda de 450 y 555 nm. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de proantocianidinas por 100 g de muestra (mg EPA/Q)
(Zurita y col., 2012).

6.3.2.2. Cuantificacion de polifenoles hidrolizables (HPP)
Para el andlisis de HPP, se realizd una hidrélisis acida para cuantificar los
compuestos asociados a fibra por medio de enlaces glucosidicos principalmente. El
residuo se mezclo con 2 mL de metanol/H2SO4 (90:10) y se incubda 85 °C durante
20 h. Después de este tiempo, la muestra se centrifugd a 5000 g durante 10 min 'y
se recuper6 el sobrenadante. Después de dos lavados con agua destilada, el
volumen final se ajust6 a 50 mL (Hartzfeld y col., 2002). Se cuantificaron los
polifenoles hidrolizables con el método de Folin Ciocalteau. Los resultados se

expresaron como mg EAG/g.

6.3.3. Carotenoides totales
El contenido de carotenoides se llevo a cabo para el subproducto de mango. Para
el procedimiento de extraccion de carotenoides se usoO la metodologia propuesta
por Barba y col. (2006), con algunas modificaciones. La extraccion se llevo a cabo
bajo condiciones de oscuridad. Se pesaron 0.5 g de muestra seca y, se afadié 20
mL de solucién de extraccion de hexano-acetona-etanol (2:1:1 v/v/v). Se agit6é
durante 30 min y se agregd 3 mL de agua destilada, posteriormente se dejo en
reposo para permitir la separaciéon de fases. Se obtuvo la fase organica (superior) y
se guarddé protegida de la luz. El procedimiento se repitid una vez mas. Las fases
organicas se mezclaron y se leyo la absorbancia a 446 nm (Barba y col., 2006). La

concentracion de [3-carotenoides se calcul6 con la ley Lambert-Beer:

Abs*PM*factor de diluciéon
g*distancia

Concentracion de 3 caroteno=

Dénde:
Abs= Absorbancia a 446 nm

PM= Peso molecular (536.8726 g/mol)

32



e= Coeficiente de extincién molar para 3 caroteno (24686 M-1*cm™)
Distancia= 1 cm

6.3.4. Caracterizacion fisicoquimica
Por otro lado, se realizé la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas; capacidad

de hinchamiento y capacidad de retencién de agua.

6.3.4.1. Capacidad de hinchamiento
En una probeta graduada de 10 mL se agreg6 0.5 g de muestra, posteriormente se
le agregd 5 mL de agua destilada. Se agité ligeramente para eliminar las burbujas
de aire atrapadas. Se dejo reposar 18 h a temperatura ambiente con la finalidad que
la muestra precipite. Finalmente, se midio el volumen ocupado por la muestra (mL).
La capacidad de hinchamiento se expres6 como mL/g de muestra seca (Mateos-
Aparicio y col., 2010).

6.3.4.2. Capacidad de Retencion de Agua (CRA)
Se realiz6 de acuerdo con el método propuesto por Robertson y col. (2000). A1 g
de muestra se le afiadié 10 mL de agua destilada y se dej6 hidratar durante 18 h.
Posteriormente, la muestra se centrifugé a 3000 g por 20 min y el precipitado se
secO a peso constante. La CRA se expres6é como la cantidad de agua retenida por

g de muestra seca.

6.3.5. Analisis de las muestras seleccionadas
Con los resultados obtenidos, se seleccionaron los tratamientos de acuerdo con la
concentracion de compuestos y caracteristicas fisicoquimicas. Se realizé el perfil de
compuestos bioactivos por medio de HPLC, analisis de fibra dietaria y microscopia

electrénica de barrido.

6.3.5.1. Identificacion de antocianinas monomeéricas de orujo de
uva mediante UHPLC-QgQ-ESI-MS
Para la extraccién de antocianinas, 25 mg de muestra seca se mezclaron con 500

uL de acetona/agua (70:30, v/v), y homogenizada a 6000 g durante 1 min,
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posteriormente se centrifugd a 2000 g durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue
recuperado y se volvid a realizar el proceso de extraccion con el precipitado; el
extracto se concentré a vacio en un SpeedVacTM, finalmente se resuspendié en

100 pL de la fase mavil inicial.

Para la identificacion tentativa de antocianinas, se usaron las siguientes condiciones
de elucién y ionizacion. La fase movil consistié en 0,5% (v/v) de acido férmico/agua
(A) y 0,5% (v/v) de &cido formico/metanol (B). La ionizacion por electropulverizacion
(ESI) en condiciones positivas fue la siguiente: voltaje capilar de 3,5 kV, temperatura
de desolvatacion de 450 °C, temperatura de la fuente de 120 °C, flujo de gas de
desolvatacion de 800 L/h y flujo de gas de cono de 150 L/h, el flujo de gas de colision
fue de 0,13 mL/min, energia de colisibn en modo MS 5.0 y energia de colision en
modo MS/MS 20.0 (Lambert y col., 2015). Se registr6 el modo de monitoreo de
reaccion multiple (MRM) para muestras (Diaz-Rivas y col., 2018). Los resultados se

expresan en areas de picos identificados.

6.3.5.2. Perfil de compuestos bioactivos de las muestras tratadas
con DIC

Para la extraccion de compuestos fendlicos, se utilizé el extracto obtenido para la
identificacion de antocianinas, descrito en el punto anterior. Los compuestos fueron
identificados y cuantificados por cromatografia liquida de alto rendimiento (UPLC)
acoplada a un espectrometro de masas de tandem de ionizaciébn por
electropulverizacion (ESI-MS / MS), se utilizé un sistema Xevo-TQS (Waters Co,
Milford, USA).

Las muestras se inyectaron en una columna Acquity BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7
pgm). El equipo se operd a 34 °C con un flujo de 0.5 mL/min. La fase mdévil utilizada
fue el solvente A: acetonitrilo: agua (10:90 v/v) con 1% &acido férmico y el solvente
B: acetonitrilo.

Las condiciones de espectrometria de masas fueron las siguientes, la temperatura

de la fuente se ajusté a 150 °C y se utilizd nitrogeno como gas de desolvatacion
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(800 L h -1) a 500 °C. Los voltajes del cono de muestreo y del capilar fueron de 50
V y 1.5 kV, respectivamente. La identificacion se realizé mediante el monitoreo
programado de reaccion multiple (MRM) en modo negativo (ES-). La cuantificacién
se llevo a cabo con estandares de acidos fendlicos y flavonoides. Los resultados se

expresan como ug/g.

6.3.5.3. Determinacion del grado medio de polimerizacion de las
proantocianidinas

El grado de polimerizacion de las proantocianidinas se midié después de la catalisis
acida en presencia de floroglucinol, segun Kennedy y Jones (2001), con algunas
modificaciones. La extraccion de proantocianidinas se realiz6 con
acetona/agua/acido acético (70/28/2). Después, el extracto de proantocianidinas se
mezclé con HCI 0.1 N en MeOH, que contenia 50 g/L de floroglucinol y 10 g/L de
acido ascorbico, a 50 °C durante 20 min. Finalmente, la reaccion se detuvo con
acetato de sodio acuoso 40 mM. Los aductos de floroglucinol se analizaron
mediante UPLC de fase inversa. El método utilizado fue un sistema solvente binario
compuesto por acido acético acuoso al 2.5% v/v (A) y acetonitrilo (B). Los
monomeros de flavan-3-ol y aductos de floroglucinol se identificaron por su orden
de elucidn, su espectro UV y su patrén de MS. La cuantificacion se realizé a 280 nm
con la curva de calibracion de (+)-catequina. Para calcular el grado medio aparente
de polimerizacion (mDP), la suma de los monémeros de flavan-3-ol y aductos de

floroglucinol (en moles) se dividié por la suma de los monémeros (en moles).

6.3.5.4. Capacidades antioxidantes
La capacidad antioxidante del extracto de EPP se determiné mediante los ensayos
DPPH (Brand-Williams, Cuvelier y Berset, 1995) y ABTS (Re y col., 1999). La
absorbancia se midio a 510 y 734 nm respectivamente. El porcentaje de inhibicion
se calcul6 con una curva de calibracion con el estandar Trolox y los resultados se
expresaron como pumol de Trolox/g. Se afiadié 200 uL de DPPH o0 230 uL de ABTS
al extracto de metanol/acetona. La mezcla se incubo durante 6 min y se midieron

las absorbancias a 517 y 734 nm, respectivamente.
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6.3.5.5. Determinacion de fibra dietaria
El contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble, se determin6 por el método
enzimatico-gravimétrico (AOAC 985.29, 2002) con el kit comercial Total Dietary
Fiber Assay Kit (Sigma-aldrich, Saint Louis, USA). Se utiliz6 1 g por muestra
desgrasada, se agreg6é 50 mL de regulador de fosfatos pH 6.0 y 0.1 mL de alfa
amilasa termoestable. Posteriormente, las muestras se incubaron por 15 min a 100
°C con agitacién, se dejé enfriar a temperatura ambiente y se ajusté el pHa 7.5 con
10 mL de NaOH 0.275 N. Se adicion6 0.1 mL de una solucion de proteasa (50
mg/mL de regulador de fosfatos) y se incubd durante 30 min a 60 °C con agitacion
constante. Una vez concluido lo anterior, se dejo enfriar a temperatura ambiente y
se ajustd el pH a 4.5 con HCI 0.0325 M. Se agreg6 0.1 mL de amiloglucosidasa y
se incubo por 30 min a 60 °C con agitacion constante. Se filtrd para separar la fibra

soluble de la fibra insoluble.

A la porcidn liquida donde se encuentrala fibra soluble se agreg6 cuatro volimenes
de etanol 99%, con el objetivo de precipitar la fibra soluble, posteriormente se dej6
reposar las muestras toda la noche. Las muestras se filtraron y se realizaron lavados
en el residuo con etanol 78%, etanol 95% y acetona. Se dejé secar a 100 °C toda
la noche y se registré el peso. Se determind cenizas y proteina total por el método
de Kjeldahl en los residuos. Se calculé el porcentaje de fibra soluble e insoluble, con

la suma de ambas se determind la fibra dietaria total.

6.3.5.6. Andlisis de subproductos sometidos a DIC por
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja se utilizd para estudiar los estados vibracionales de

orujo de uva y cascara de mago con y sin proceso de lavado, sometidos a

descompresion instantanea controlada para diferentes presiones y tiempos. Los

espectros se llevaron a cabo en un PerkinElmer Spectrum Two equipado con un

accesorio ATR (reflectancia total atenuada) con un cristal de diamante en el rango

espectral de 600 a 4000 cm-1 a una resolucién espectral de 4 cm-1.
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6.3.5.7. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Los analisis morfolégicos de las muestras de orujo de uva y mango se llevaron a
cabo en un microscopio electronico de barrido JEOL JSM-6060 LV (SEM). Las
mediciones se realizaron con un voltaje de aceleracion de electrones de 20 kV.
Antes del analisis, cada muestra se fijo en un portamuestras de cobre con cinta-de
carbono y se cubrié con una pelicula fina dorada para que fueran conductivas antes

de la prueba.

De manera adicional, debido a que en las pruebas anteriores no se observaron
cambios relevantes de subproducto de mango y debido a que el efecto de DIC en
matrices alimentarias esta en funcion del contenido de humedad, como segunda
alternativa para la aplicacion de DIC en mango el'material se sometié a un lavado y
presecado (hasta un 30% de humedad) con tres niveles cada uno (60, 90y 120 s;

1, 2 y 3 ciclos respectivamente).

6.4.Evaluacion del efecto de aplicacién de DIC sobre las modificaciones
en proantocianidinas no extraibles
Dadas las modificaciones de DIC en las proantocianidinas de orujo de uva Malbec,
se seleccionaron 3 materiales con contenido contrastante de dicha fraccion. Orujo
de uva Syrah, Merlot y Malbec. Cada material se sometié a DIC en un disefio con
tres factores (presion, tiempo y ciclos) con diferentes niveles (0.2 y 0.4 MPa; 60 y

120 segq; con y sin ciclos, respectivamente).

De manera adicional, debido a que en las pruebas anteriores no se observaron
cambios relevantes en subproducto de mango y debido a que el efecto de DIC en
matrices alimentarias esta en funcidén del contenido de humedad, como segunda
alternativa para la aplicacion de DIC en mango el material se sometio a un lavado y
presecado (hasta un 30% de humedad). Posteriormente se utilizo un disefo factorial
23: dos factores (tiempo y ciclos) con tres niveles cada uno (60,90y 120 seg; 1,2y

3 ciclos, respectivamente).
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Finalmente, los subproductos se secaron a 45 © C en un horno con aire forzado
(humedad <6%) y se molieron a un tamafo de particula (<400 um). Se utilizaron
como control los subproductos sometidos Unicamente al tratamiento térmico (45 °
C, humedad < 6%). Se llevo a cabo el andlisis de compuestos totales de acuerdo

con las metodologias antes descritas.

6.4.1. Determinacion de las fracciones de celulosa, hemicelulosay

lignina de los materiales de orujo de uva sometido a DIC
Se realiz6 una caracterizacién de la fibra en orujo de uva para evaluar el efecto de
DIC en la matriz. La determinacion de celulosa, hemicelulosa y lignina se realizo
con el célculo de las fracciones de fibra detergente neutra (NDF = celulosa +
hemicelulosa + lignina + ceniza) y fibra detergente 4cida (ADF = celulosa + lignina
+ ceniza). La NDF se cuantifico mediante el-método de Van Soest y Wine (1967),
afiadiendo la enzima a-amilasa termoestable (Sigma Aldrich, A3306). Las muestras
(Syrah, Malbec y Merlot) se pesaron (0.5 g) en bolsas de filtro y se colocaron en
vasos de precipitados de vidrio Berzelius de 500 mL con 50 mL de solucion ND
(dodecil sulfato de sodio, EDTA, pH 7,0). Los vasos de precipitados se colocaron en
un aparato de reflujo. Cuando la solucién empezé a hervir, se afladieron 50 uL de
a-amilasa termoestable y se hirvié durante una hora. La solucion de ND se descarto
y las bolsas de filtro se enjuagaron con agua destilada hirviendo y acetona.
Finalmente, las bolsas se secaron a 105 °C durante la noche y se pesaron, la
fraccion de NDF se calcul6 por diferencia de peso.

Las bolsas de filtro que contenian NDF se colocaron en un vaso de precipitados
para calentarlas a reflujo. El procedimiento para el calculo de ADF fue similar a la
cuantificacion de NDF, excepto que las muestras se hirvieron en 50 mL de solucién
de AD (bromuro de cetiltrimetil amonio en H2SO4 1N). Las bolsas de filtro se
enjuagaron como se menciond anteriormente, se secaron y se pesaron. Finalmente,
al residuo se le adicionaron 20 mL de solucion de acido sulfurico (72%) (bolsas
filtrantes con ADF) y se realiz0 la extraccion de celulosa por tres horas. La muestra

se lavo y peso, se recupero la fraccion de lignina + cenizas. La cantidad de ceniza
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en la muestra se determind en un horno de mufla durante 4 h a 550 °C. La celulosa
y la hemicelulosa se calcularon restando lignina y ceniza de ADF y ADF de NDF,

respectivamente.

6.4.2. Determinacion del perfil de compuestos de los materiales de
orujo sometidos a DIC por UPLC-ESI-Q-ToF MS
El perfil de polifenoles se evalué en un cromatografo UPLC-MS-Q-ToF con una
interface ESI. El extracto obtenido para EPP (1 mL) se sec6 al vacio (Speedvac,
Savant, Thermo Fisher Scientific, MA, EE.UU.) y se resuspendié en 200 uL de
metanol. Se filtr6 (0.45 um) y las muestras se inyectaron en una columna BEH
Acquity C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 m)a 35° C.

El gradiente de elucién se realizé con un sistema binario que constaba de (A) agua
con acido formico al 0.1% y (B) acetonitrilo .con acido férmico al 0.1% a 0.5 ml/min.
Se aplico el siguiente gradiente: 0 min al 0% B, 2.5 min al 15% B, 10 min al 21% B,
12 min al 90% B, 13 min al 95% B, 15 min al 0% B y 17 min al 0% B. Se utilizaron
las condiciones de MS: voltaje capilar, 2.0 kV (ESI-) y 3.5 kV (ESI +); voltaje de
cono, 40 eV; baja energia de colision, 6 V; alta energia de colision, 15-45 V;
temperatura de la fuente, 120 ° C; gas de desolvatacién, N2a 450 °C y 800 L/h; flujo
de gas de cono, 50 L/h. Los datos se adquirieron en modo de ionizacién negativo y
positivo (ESI- y ESI+, respectivamente) dentro de un rango de masa de 100-1800
Da. Los polifenoles se identificaron con el analisis de su masa exacta (error de masa
<5 ppm), distribucion de is6topos y patron de fragmentacion. Las curvas de
calibracion se construyeron con &cido galico (4cidos hidroxibenzoicos), (-)-
epicatequina (flavanoles), naringenina (flavanonas), quercetina (flavonoles) y

cloruro de cianuro (antocianinas) (Reynoso-Camacho y col., 2021).

6.4.3. Determinacion de la capacidad antioxidante en los materiales de

orujo de uva sometidos a DIC en matrices completas y extractos
Se aplicaron procedimientos Q-DPPH y Q-ABTS (Del Pino-Garcia y col., 2015) en
orujos de uva en polvo después del tratamiento DIC para evaluar la capacidad

antioxidante derivada de matrices completas que incluyen fracciones de EPP y
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NEPP. En el caso de Q-DPPH, se colocé 1 mg de muestra en un tubo cubierto de
la luz, se agregaron 10 mL de DPPH y la mezcla se agité durante 30 min. La
absorbancia se ley6 a 517 nm. Para evaluar la capacidad antioxidante por el
méetodo Q-ABTS, se colocé 1 mg de la muestra en un tubo cubierto de la luz, se
agregaron 10 mL de ABTS acuoso y la mezcla se agitd durante 30 min. La
absorbancia se ley6 a 734 nm, en ambos casos. Los resultados se expresaron como

equivalentes de pmol de Trolox/ g de muestra.

Para observar el efecto de la aplicacion de DIC en la liberacion de los compuestos
se determind la capacidad antioxidante en los extractos de los diferentes materiales
de orujo de uva mediante ensayos de DPPH (Brand-Williams y col.,1995) y ABTS
(Re y col., 1999). Los extractos (EPP) se obtuvieron de acuerdo a la metodologia
descrita en el apartado 6.3.1. Se utilizaron 20 pL de extractos de metanol /acetona
y se afladieron 200 uL de DPPH o0 230 uL de ABTS. La mezcla se incub6 durante 6
min y se midieron las absorbancias a 517 y 734 nm, respectivamente. Los

resultados se expresaron como equivalentes umol de Trolox/ g de muestra.

6.5.Evaluacion de la suplementacion de la dieta con orujo de uva Malbec
modificado por DIC sobre obesidad y sus complicaciones.
Se utilizaron ratas Wistar de 160-180 g, n=40, 8 ratas por grupo. Después de una
semana de aclimatacion, los animales se clasificaron en dieta estandar (grupo
control sano), grupo control obeso (DAGF), grupo obeso + subproducto de uva
control sin la aplicacion de DIC (DAGF+GP), grupo obeso + DIC-1 (DAGF+DIC1,
0.2 MPa-60 s), grupo obeso + DIC-9 (DAGF+DIC9, 0.4 MPa-120 s).

Los animales sanos se alimentaron con dieta estandar (proteina 28.5%, lipidos
13.4%, carbohidratos 57.9%) y los animales obesos con una dieta alta en grasa
saturada y fructosa (DAGF) [croqueta comercial o dieta estandar (60%), manteca
de cerdo (20%), fructosa (20%), vitaminas y minerales (1 g x 3 kg de alimento)]. La
administracion de las dietas y los tratamientos se realizé ad libitum durante 18

semanas y, el consumo de alimento se registro cada semana. Las dietas de los

40



grupos DAGF+DIC1 y DAGF+DIC9 se suplementaron con orujo de uva en una

relacion de 1 g/kg de peso de rata.

6.5.1. Evaluacién de la suplementacién de la dieta con orujo de uva
Malbec sometido a DIC en obesidad y sus complicaciones
La evaluacion de obesidad se realiz6 por medio de un monitoreo quincenal del peso

corporal. Una semana antes del sacrificio se les realiz6 una prueba de tolerancia
oral a la glucosa. Las ratas de todos los grupos recibieron una dosis de glucosa (2
g/kg) después de un ayuno de 12 h. Los niveles de glucosa en sangre se
determinaron en la sangre obtenida de la cola de los animales mediante un
analizador de glucosa (ACCU-CHEK, Roche); estas medidas se tomaron a tiempos
0 (antes de la glucosa oral), 30, 60, 90 y 120 min despues de la administracién de

glucosa oral y se determino el &rea bajo la curva por medio del método del trapecio.

Al final de las 16 semanas de experimentacion, los animales tuvieron un ayuno de
8-12 h antes del sacrificio, el cual se realizé por decapitacion, recogiendo la sangre
en tubos vacutainer. La sangre se centrifugd a 2. 500 g durante 10 min para obtener
suero, el cual se almacend a -80°C. Los 6rganos recolectados fueron higado, tejidos

adiposo mesentérico, epididimal y retroperitoneal.

La cuantificacion de. glucosa en suero se realizé por medio del kit
colorimétrico/enzimatico, Spinreact (Santa Coloma, ESP) y los resultados se
expresaron como mg/dL de suero. La cuantificacién de insulina se realiz6 mediante
un kit de ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en
inglés) de insulina de rata de la marca Milllipore (MA, USA). Con los datos obtenidos

se realizo el calculo del indice de HOMA-IR con la siguiente ecuacion.

Glucosa en ayunas (%) * insulina en suero en ayunas(%)

HOMA — IR = 2430

El tejido hepéatico se fij6 en formalina al 10%, se secciond (3 um) y se tifid con
hematoxilina y eosina (H&E). Se tomaron imagenes representativas de secciones

de higado de cada grupo. El contenido de triglicéridos hepaticos se determiné segun

41



Norris y col. (2003). Después de la reaccion de digestion con KOH, se recolectaron
los sobrenadantes de las muestras de higado para cuantificar el contenido de TAG
en el higado con el kit enzimatico TAG GPO-POD de la marca Spinreact (Santa
Coloma, ESP).

6.5.2. Evaluacion del estado oxidativo en suero y heces
Los compuestos fendlicos generalmente actian como antioxidantes in vitro, pero se

ha visto que en sistemas bioldgicos lo que hacen es actuar como pro oxidantes bajo
algunas condiciones promoviendo el aumento de los sistemas antioxidantes
endogenos. Por lo que, el estado oxidativo se evalu6 en suero y heces a través del
contenido total de polifenoles mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu (Roura y col.,
2006); mientras que, las capacidades antioxidantes se estimaron mediante el
ensayo ABTS (Re y col., 1999). Las muestras-de suero se desproteinizaron con un
volumen igual de acetonitrilo (1:1), después de un periodo de incubacion de 2 min
a 25 °C. El suero desproteinizado se centrifugd (10 min, 9500 g, 4 °C) y se recupero
el sobrenadante y se cuantificé el contenido total de polifenoles y medir la capacidad
antioxidante (Chrzczanowicz y col., 2008).

Para las muestras de heces, 50 mg de muestras se mezclaron con 1 mL de metanol:
agua (50:50 v/v) durante 60 min, después la muestra se centrifug6 (15 min, 3000 g)
y se recupero el sobrenadante. Al residuo obtenido se afiadi6 1 mL de acetona:
agua (70:30 v/v).durante 60 min, se centrifugé nuevamente (15 min, 3000 g) y se
recuperd el sobrenadante. Los sobrenadantes se combinaron y se utilizaron para
determinar el contenido de polifenoles y la capacidad antioxidante. El contenido de
polifencles se midié con el ensayo de Folin Ciocalteu. Brevemente, se mezclaron
10 uL de suero desproteinizado o extracto de polifenol de heces con 40 uL de agua
destilada ultrapura y 25 uL de reactivo de Folin (1:1 v/v). Se adicionaron 125 pL de
Na2COs (5% m / v) a la mezcla, se incubo durante 30 min y se midi6 la absorbancia
a 765 nm. Los resultados se expresaron en mg de acido galico equivalente/mL para

muestras de suero.
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El ABTS se midié en suero desproteinizado y extracto de polifenoles de heces. El
radical ABTS se prepar6 al mezclar ABTS con persulfato de potasio 2.45 mM y se
dej6 incubar durante toda la noche en la oscuridad. Se diluy6é en tampoén fosfato 5
mM con NaCl 0.145 M ajustado a pH 7.4, para obtener una absorbancia de 0.70 =
0.02 a 730 nm. Las muestras (10 uL de extractos) se mezclaron con 200 uL del
radical ABTS y se midi6 la absorbancia después de 6 min a 734 nmy los resultados

se expresaron como mmol TE/mL (Rey col., 1999).

6.6.Andlisis estadistico
Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Los datos se

analizaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk para determinar la distribucion
normal de los datos. Las medias se compararon mediante el analisis de varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey. Se realiz6 un
andlisis de ANOVA bidireccional (Presidn, tiempo y compuestos fendlicos) para
comparar la interaccion. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
JMP (SAS Institute, Cary, NC, EE. UU.).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con el principio de DIC, la evaporacion automatica del agua dentro del
producto permite su expansion, generando cambios fisicoquimicos en la matriz
alimentaria que podria favorecer la liberacion de compuestos bioactivos (Hamoud-
Agha & Allaf, 2019). A continuacion, se muestras los resultados obtenidos de la

aplicacion de DIC en los subproductos de mango y uva.

7.1 Efecto de ladescompresién instantdnea controlada en-subproducto
de mango

7.1.1. Compuestos fendlicos totales, polifenoles hidrolizables y
carotenoides
En cuanto a la aplicacién de DIC en subproducto. de mango, en el Cuadro 2 se

muestra los contenidos de EPP: fenoles totales y carotenoides, y NEPP del tipo
HPP.

Para fenoles totales, la muestra sometida al tratamiento de mayor presién y mayor
tiempo, 0.4 MPa y 120 s, dio lugar a un contenido de fenoles totales
estadisticamente mayor al resto de los tratamientos (191.6+3.7 mg AG/g muestra).
En comparacion con la muestra control sin lavado (116.042 mg AG/g muestra) el
incremento fue del 65%; mientras que, para la muestra control lavada (149.2 +3.5
mg AG/g muestra) fue del 28%. Similar al efecto en orujo de uva, el incremento de
fenoles totales se podria atribuir al rompimiento de la estructura celular de la matriz,
generando_liberacion de compuestos extraibles o facilitando la difusiébn de los

solventes de extraccion utilizados.

También se observé que durante el lavado se presenta un incremento en la
concentracion de compuestos fenolicos. Esto puede atribuirse a un efecto de
concentracion, ya que durante el lavado se eliming parte de la pulpa que contenia

el subproducto de mango vy, por lo tanto, algunos azucares simples
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Cuadro 2. Compuestos fendlicos extraibles y carotenoides en piel de mango

sometida a la descompresion instantanea controlada

Tratamiento | presion | Tiempo | Compuestos

fendlicos HPP? Carotenoides?

(MPa) (s) totales?

Control lavado 149.2+3.59 | 20.2+0.3%° 162.1+0.63bcde
Control sin lavar 116.0£1.7" | 15.7+0.4° 129.2+3.49
DIC-1 0.2 60 146.5+2.99 | 24.0+2.12 151.4+0.1°¢f
DIC-2 0.2 90 149.6+4.29 | 23.7+1.02 147.6+0.3f
DIC-3 0.2 120 150.1+4.99 | 22.2+1.72 163.0+3.1bcd
DIC-4 0.3 60 158.4+5.0¢ | 22.4+2.12 172.9+0.32
DIC-5 0.3 90 169.3+5.3¢¢ | 21.8+0.82 156.2+3.0cdef
DIC-6 0.3 120 177.1+4.9% | 22.6+1.32 163.8+1.030¢
DIC-7 0.4 60 162.5+3.1% | 23.1+]1.22 170.3+0.4%
DIC-8 0.4 90 180.7+4.8° | 22.0+1.82 161.8+4.3bcd
DIC-9 0.4 120 191.6+3.72 | 21.2+1.92 153.6+0.79%f

Datos expresados como media + DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. HPP, polifenoles
hidrolizables. Valores con _diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa
(p<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). 'mg EAG/g (EAG, equivalentes de acido galico). ?mg B-
caroteno/g.

En cuanto a los carotenoides, la aplicacion de DIC no produjo un efecto significativo,
solamente se presentd una disminucion del 10% respecto al tiempo para 0.4 MPa.
El efecto mas claro en el contenido de carotenoides se presenté para el proceso del
lavado del subproducto, ya que se observo un incremento de hasta un 36%
comparando con la muestra control sin lavado. Estos resultados no son acordes a
lo reportado por Sanchez y col. (2014), quienes demostraron que los carotenoides
son altamente estables a alta presion combinados con temperaturas desde
moderadas a altas (625 MPa; 5 min; 20, 70 y 117 °C).
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Namir y col., (2017) reportaron un incremento en la concentracion de carotenoides,
lo cual lo atribuyeron a la expansion de la estructura y posible ruptura de pared
celular. Sin embargo, no se ha deducido de manera clara como DIC puede afectar
también la estructura de los cromoplastos, donde se encuentran incluidos los

carotenoides.

En cuanto a los polifenoles hidrolizables, el tratamiento con DIC produjo poco efecto,
y de nuevo el efecto mas importante se presentdé huevamente durante el proceso

de lavado del subproducto de mango con un aumento del 28%.

7.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas
En cuanto a las propiedades fisicoquimicas del subproducto de mango sometido a

DIC, los resultados de la CRA y capacidad de hinchamiento se presentan en el
Cuadro 3. La descompresion instantanea controlada generé un mayor efecto en el
subproducto de piel de mango comparado con el orujo de uva. En concreto, un
incremento del 20% en la capacidad de-hinchamiento y hasta un 11% de incremento
en la capacidad de retencion de agua, en matrices sometidas a lavado. De manera
general se puede decir que la CRA es alta cuando se somete a una presion mayor
a 0.2 MPay un tiempo de 90 y 120 s, ya que de acuerdo con Leterme y col., (1998)

ésta debe oscilar en el rango de 10-12 g de agua/g de fibra.

Un aspecto importante para entender estos resultados es que, en el subproducto de
mango, la relacion de fibra soluble: fibra insoluble es diferente a la de orujo de uva,
siendo mayor la cantidad de fibra soluble en subproducto de mango hasta de un
30% del total de la fibra. La CRA esta influenciada por la fibra soluble, pues al
atrapar agua forma soluciones viscosas e interactla con colesterol, grasas y
azucares disminuyendo de esta manera su absorcion intestinal y por lo tanto su

concentracion en sangre (Blackwood y col., 2000).

En cuanto a la capacidad de hinchamiento, ésta fue mayor a la reportada por el
orujo de uva. El incremento fue de hasta un 20% (7.73 mL/g) comparado con la
muestra control sin lavado (6.39 mL/g) (Cuadro 3). Incluso la capacidad de
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hinchamiento fue mayor a lo reportado en otros trabajos, 6.81 mL/g (Noor y col.,
2015), 6.4 mL/g (Martinez y col., 2012).

Cuadro 3. Capacidad de hinchamiento y retencion de agua en piel de mango

sometido a la descompresion instantanea controlada

Tratamiento | Presion Tiempo
CRA? Hinchamiento?
(MPa) (s)

Control Control lavado 9.38+0.21°¢d | 6.39+0.01¢
DIC-1 0.2 60 9.23+0.25¢ 6.58+0.01¢
DIC-2 0.2 90 9.42+0.27% | 7.07+0.07°¢
DIC-3 0.2 120 9.86+0.042b¢d | 7.26+0.14b¢
DIC-4 0.3 60 9.81+0.172b¢d | 7.33+0.01b¢
DIC-5 0.3 90 10.10+0.123b¢ | 7.33+0.07b¢
DIC-6 0.3 120 10.41+0.652 | 7.73+0.082
DIC-7 0.4 60 9.94+0.463%d | 7.43+0.132
DIC-8 0.4 90 10.05+0.142b¢ | 7.33+0.07°¢
DIC-9 0.4 120 10.32+0.092 | 7.39+0.14b¢

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

7.1.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Integrando los resultados, los principales cambios en compuestos fendlicos totales,
polifenoles huidrolizables y propiedades fisicoquimicas por la aplicacion de DIC
fueron con las condiciones de 0.4 MPa a 120 s, ya que con este tratamiento se
incrementd la concentracion de compuestos fendlicos totales, o que sugiere una
hidrolisis de compuestos mas complejos. También se incluyo el tratamiento de 0.2
MPa durante 60 s, debido a que con esta condicion se incremento la concentracion
de HPP.
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La espectroscopia infrarroja se aplico para observar posibles cambios vibracionales
de las moléculas presentes en las muestras seleccionadas de subproducto de
mango. En la Figura 9 se muestra el espectro FTIR del subproducto de mango,
donde cada pico en el espectro representa un tipo de vibracibn de enlaces
especificos que presentd la muestra analizada. Las asignaciones de picos se
realizaron con lo reportado en trabajos previos para subproducto de mango (Cuadro
4). Los resultados mostraron que no se produjeron nuevos picos en el subproducto
de mango sometidos a DIC, por lo que se descarta la posibilidad de formacion de
nuevos grupos funcionales. Sin embargo, se puede observar la definicion de picos
como (a)1442, (b)1146y (c)719 cm-1. La formacion de dichos picos pudiera deberse
al efecto de lavado de las muestras, debido a que Unicamente en las muestras
control sin lavado (linea 4) es donde la intensidad-de los picos es menor. En cuanto
a la aplicaciéon de DIC (linea 1y 2) y muestra control (3), no se observa la formacién
ni eliminacion de picos, por lo que en el andlisis de espectroscopia en subproducto
de mango no se observa un efecto de modificacion de enlaces o formacion de

nuevos grupos por la aplicacién de DIC.
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Figura 9. Espectro de FTIR de subproducto de mango sometido a DIC

Donde 0.4P120T, la muestra expuesta a una presion de 0.4 MPa durante 120 sy 0.2P60T,
la muestra sometida a 0.2 MPa durante 60 s.
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Cuadro 4. Frecuencia de los grupos funcionales presentes en muestras de

subproducto de mango sometidas a DIC

Grupo Numero de | NUmero de | Referencia
funcional | onda (cm-1) onda (cm-1)
3290 -OH stretching 3418 Igbal y col., (2009)
3292 Sanchez-Orozco y col., (2014)
2918 C-H streching 2925 Igbal y col., (2009)
2920 Sanchez-Orozco y col., (2014)
2849 C-H streching 2853 Igbal y col., (2009)
1716 C = O stretching | 1732 Igbal y col., (2009)
1717 Sanchez-Orozco y col., (2014)
1608 C = O stretching | 1612 Sanchez-Orozco y col., (2014)
1619 Igbaly col., (2009)
1535 C = C stretching | 1520 Igbhal y col., (2009)
1517
1442 —CH3 bending 1448 Sampaio y col., (2019)
1320 —CH3 bending 1328 Sanchez-Orozco y col., (2014)
1146 C=0 streching 1150 Sampaio y col., (2019)
1020 C-0O streching 1016 Sanchez-Orozco y col., (2014)
1024 Sampaio y col., (2019)

7.1.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de subproducto de
mango
La Figura 10 muestra'los cambios en la morfologia del subproducto de mango sin

lavado (A), lavado (B) y con aplicacion de DIC (C y D). En los resultados se puede
observar que durante el lavado se produjo la remocion de pequefias particulas,
posiblemente parte de fibra soluble o azlcares simples. La aplicacion de DIC en el
subproducto de mango generd un cambio morfoldgico en el subproducto de mango,
C) a una presiéon de 0.2 MPa-60 s (DIC-1), de manera que se formaron poros y se
produjo una ruptura de la estructura. Dicho fenOmeno se incrementa con la
aplicacion de 0.4 MPa-120 s (DIC-9) (D).
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Figura 10. Microscopia electrénica de barrido en subproducto de mango

A) Muestra control sin.lavado, B) Muestra control con lavado; C) Muestra
sometida a DIC-1; D) Muestra sometida a DIC-9.
7.1.5. Efecto de la descompresion instantanea controlada en

subproducto de mango pre secado y con ciclos
En la primera etapa del proyecto, con la aplicacién de DIC, solo se observd un

incremento en la concentracién de los compuestos fendlicos, sin cambios en los
compuestos no extraibles, ni en carotenoides. Lo anterior puede relacionarse con el
exceso de agua que contenia el material (70%) y, debido a que el efecto de DIC
esta relacionado con la autovaporizacion del agua que se encuentra en el interior
de la matriz (Ben Amor y col., 2008; Allaf y col., 2012), la energia administrada en
el sistema, posiblemente permitié eliminar el agua contenida en la superficie de la
matriz, evitando asi que la energia administrada fuera suficiente para autovaporizar

la que se encontraba en el interior, por lo tanto, se realizé un presecado (hasta un
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30% de humedad) en el material para evaluar el efecto de DIC y se aplicaron ciclos

en los tratamientos.

7.1.6. Compuestos fenodlicos extraibles
En cuanto a la aplicacion de DIC en subproducto de mango con diferentes ciclos, el

contenido de compuestos fendlicos se presenta en el Cuadro 5. Los resultados son
muy similares en cada uno de los tratamientos. Sin embargo, el mayor incremento
en compuestos fendlicos totales fue del 10% en el tratamiento de 0.4 MPa-90 s
(165.73 mg EAG/g muestra) y del 9% con tratamiento con 3 ciclos de 90 s cada uno
a 0.4 MPa (164.50 mg EAG/g muestra).

Cuadro 5. Concentracion de fenoles en subproducto de mango sometido a DIC

Presion | Tiempo NGmero Compuestos
MPa (s) de ciclos | fendlicos totales?!
Muestra control lavada 150.45+5.782
0.4 60 1 163.22+0.712
0.4 90 1 165.73+1.573b
0.4 120 1 154.96+5.67°
0.4 60 2 141.87+8.282
0.4 90 2 155.28+2.752
0.4 120 2 149.44+12.79%
0.4 60 3 157.48+7.912
0.4 90 3 164.50+4.552
0.4 120 3 157.48+4.893b

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

EAG/g (EAG, equivalentes de acido galico).

Por lo tanto, la aplicacion de DIC en subproducto de mango generé cambios poco
relevantes el en contenido de compuestos fendlicos totales. Esto se relaciona con
la composicion del material que, de acuerdo con lo reportado por Maldonado-Celis
y col. (2019), el subproducto de mango es un material rico en pectina y celulosa, lo
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gue sugiere que, para generar cambios en su solubilidad, la disminucién en el
contenido de humedad y energia administrada no es suficiente para romper la

estructura de este tipo de matrices.

7.2  Efecto de la descompresion instantanea controlada sobre orujo de
uva

7.2.1. Compuestos fenodlicos extraibles
En el Cuadro 6 se puede observar el efecto de la aplicacion de DIC sobre los

compuestos extraibles, fenoles totales y antocianinas monoméricas de orujo de uva.
Se observé un incremento en el contenido de fenoles totales conforme se
incrementa el tiempo y la presion de procesamiento, hasta un 21% (0.4 MPa-120 s,

75.69 mg AG/g) (Cuadro 6) comparadas con su muestra control (62.59 mg AG/q).

El incremento observado en la determinacién de fenoles totales durante la
aplicacion del DIC pudiera atribuirse al rompimiento de la estructura celular de la
matriz alimentaria, lo que favorece la liberacibn de compuestos fendlicos que se
encuentran dentro de vacuolas o liberacion de compuestos atrapados en la misma
matriz (Ben Amor y Allaf, 2009). De acuerdo con Wang y col. (2014) el incremento
en la extraccibn de compuestos se debe a que los cambios microestructurales
permiten o facilitan el contacto de estos con los solventes utilizados durante su
extraccion. Por otro lado, Hamoud-Agha y Allaf (2019) indican que el esfuerzo de
extension dentro-del producto generado durante la aplicacion de la descompresion
crea una nueva estructura expandida y porosa, la cual aumenta la superficie
especifica y la difusividad de la transferencia de masa, asi como la accesibilidad del
producto, lo que mejora el proceso de extraccion con solventes y muchas otras

propiedades funcionales de los alimentos.

En cuanto a la cuantificacion de antocianinas monomeéricas se observo que, en los
primeros tratamientos (DIC-1 y DIC-2), la combinacion de una presion de 0.2 MPa
con tiempo de 60 y 90 s, increment6 el contenido de antocianinas monoméricas

hasta un 25% comparando con la de la muestra control. Sin embargo, conforme se
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incrementd el tiempo a 120 s y la presion a 0.3 y 0.4 MPa, la concentracion de

antocianinas disminuy6 hasta un 30%, comparado con el valor de la muestra control.

Cuadro 6. Polifenoles extraibles en orujo de uva sometido a la descompresion

instantanea controlada.

Presion | Tiempo
Tratamiento ; C'()lrnpuestols‘, 1 Antocianinas?
(MPa) (s) enolicos totales

Control 0 0 62.59 + 1.2f 5.15 + 0.02b°
DIC-1 0.2 60 63.31 + 2.0f 6.45 + 0.072
DIC-2 0.2 90 65.71 + 1.2¢f 6.48 + 0.092
DIC-3 0.2 120 67.51 +1.1% 5.39 + 0.07"c
DIC-4 0.3 60 70.88 + 1.9bcd 5.77 £ 0.102°
DIC-5 0.3 90 71.29 + 1.4bc 4.79 + 0.07°¢
DIC-6 0.3 120 69.18 + 1.4cde 4.63 +0.19¢
DIC-7 0.4 60 75.69 +1.82 4.80 + 0.20¢
DIC-8 0.4 90 73.93 + 1.48b 4.94 + 0.18¢
DIC-9 0.4 120 72.64+2.4a0c 3.60+0.04f

Datos expresados como media £ DE. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (a4<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). Img
EAG/g (EAG, equivalentes de acido galico). 2mg EM3G/g (EM3G, equivalentes de malvidina-3-
glucésido).

Se ha reportado que la temperatura y la presién son factores involucrados en la
degradacion de las antocianinas. A temperatura constante, las antocianinas se
degradaron mas rapidamente a medida que aumentaba la presion (Buckow y col.,
2010).

comportamiento de la temperatura puede ser descrita con la ecuacion de Antoine,

Aunque el equipo no cuenta con termosensor, tedricamente el
la cual establece que a 0.2 MPa la temperatura es de 120.2 °C, a 0.3 MPa es de
133.54 °C y a 0.4 MPa es 143,63 °C. En otros productos alimenticios como el

Roselle de Malasia, se aplicé DIC antes de la extraccién de antocianinas con

53



solventes. A baja presion (0.09-0.18 MPa) y en poco tiempo (5-30 s), se incremento
el rendimiento de extraccién (Ben Amor & Allaf, 2009). Por lo tanto, se sugiere que
conforme se incrementa la presion y tiempo de procesamiento, compuestos como
las antocianinas se van a ver afectadas al disminuir su concentracion, y que
presiones bajas con tiempos cortos pueden ser utilizados en las matrices para

potenciar la extraccion de las antocianinas.

7.3.2 Proantocianidinas extraibles y no extraibles

Actualmente, existe una creciente evidencia cientifica de' la existencia de una
relacion entre las dietas ricas en antioxidantes naturales y la prevencion de varias
enfermedades cronicas. Sin embargo, la investigacion actual se centra solamente
en una fraccién de los polifenoles de la dieta, correspondientes a los que se pueden
extraer de los alimentos con disolventes acuosos y organicos. Asi, comuanmente los
EPP se consideran como el contenido total de polifenoles y se utilizan como base
para los célculos de ingesta dietética, estudios de biodisponibilidad y para el disefio
de estudios de intervenciébn u observacién. Mientras que, los NEPP, que
permanecen en los residuos correspondientes después de la extraccién de los
extraibles, no han sido considerados en el contenido total de fenoles en diversas
matrices. Sin embargo, los NEPP tras su transformacién por la microbiota col6nica
generan metabolitos absorbibles para los que se han descrito distintas actividades

bioldgicas (Pérez-Jiménez y col., 2013).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados del efecto de DIC en los NEPP: NEPA 'y
HPP. Aunado a ello se determinaron las EPA, ya que la disminucién observada en
las NEPA pudiera deberse a su hidrdlisis, generando un incremento en las EPA.
Asi, en el tratamiento de mayor presion y mayor tiempo (DIC-9, 0.4 MPa-120 s), se
observo una disminucion en la concentracion de las proantocianidinas no extraibles
(30%) y un incremento en la cuantificacion de las proantocianidinas extraibles
(27%).
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Cuadro 7. EPA, NEPA y NEPP en orujo de uva sometido a DIC

Tratamiento P(r'\j;ig)n TiG(rSn)po EPA! NEPA? HPP2
Control 0 0 454.2+413.0° | 7805 +1632 21.4+1,5%
DIC-1 0.2 60 517.2+1.2° 7405 +1732 25.1+1.32
DIC-2 0.2 90 516.1+4.8b° 7432 +832 23.3+1.02
DIC-3 0.2 120 503.5+2.2b° 7098 +128.420 [ 24.0+2.12
DIC-4 0.3 60 528.0+12.52> | 6377 #1673 | 22.7+1.0%
DIC-5 0.3 90 523.1+12.7° | 6329 +982P 21.8+1.3%
DIC-6 0.3 120 513.74#11.3% | 6747 £127% | 21.4+1.4%
DIC-7 0.4 60 504.2+12.8P [ 6348 +1792> | 20.3+1.0P
DIC-8 0.4 90 537.7+12.82 | 5008 +943 20.6+1.92
DIC-9 0.4 120 578.2+18.48 | 5470 +170P 22.9+0.4%

Datos expresados como media + DE. EPA, proantocianidinas extraibles; NEPA, proantocianidinas
no extraibles; HPP, polifenoles hidrolizables. Experimentos con tres réplicas cada uno. Valores con
diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (a<0.05) (Prueba de Tukey-
Kramer). Img EPA/g. 2mg EAG/g (EAG, equivalentes de &cido galico).

De acuerdo con Pérez-Jiménez y col. (2013), los NEPP interactian con la matriz
alimentaria a través de diferentes mecanismos: a) enlaces de hidrégeno, b)
interacciones hidrafobas, incluida la posible encapsulacién en bolsas hidréfobas con
proantocianidinas no extraibles, (c) enlaces covalentes (para formar ésteres y
enlaces éter), en el caso de acidos fendlicos, y posiblemente de NEPA y taninos
hidrolizables. Hasta el momento, no hay estudios del efecto de DIC en los NEPP,
por lo que la disminucion en la concentracion de NEPA se asocio con el rompimiento
de las interacciones débiles como los puentes de hidrogeno e interacciones
hidrofobas por efecto de DIC, debido a que el sistema aporta la energia necesaria

para romper dichos enlaces.

De acuerdo al analisis ANOVA (Figura 11), el factor mas critico para la expansion

de la matriz es la diferencia de presion en el sistema, y esta modificacion de la matriz
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esta relacionada con el aumento de la concentracion total de compuestos fendlicos.
En cuanto a las antocianinas, el tiempo y la presion fueron significativos; la
degradacion de estos compuestos fue mayor en tiempos mas largos y presiones
mas altas. Esto podria explicarse porque al aumentar la presion aumenta la

temperatura dentro del sistema, disminuyendo la estabilidad de las antocianinas.

Compuestos fenolicos totales NEPA

Di Sum 8q MeanSq Fvalue Pr(=F) DI SumSq MeanSq Fvalue Pr(=F)
Factor pressure 2 222,43 111,22 30548 0.000]1 %= Factor pressure 2 5965105 (2982553  3.049 0.098
Factor time 2 0.88 044 0121 {.8880 Factor time 2 223224 11162 0114  0.8930
Factor pressure*time 4 31.21 7.80 2143 0.1570 Factor pressure*fime 4 805109 . 223800 0229 0.9150
Residual 9 32.77 164 Residual 9 8802998 978111
Signif. codes: 0 ¥¥* 0,001 ***#' 0.01 *** 0.05°.70.1*" | Signif. codes: 0 ****7 0,001 ***70.01 **%0:05°." 0.1* " 1
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Df SmmSq MeanSg Fvalue Pri(=F)
Factor pressure 2 2393 11965 1.216 0.341
Factor time 2 712 3559 0.362 0.706
Factor pressure*time 4 5222 13055 1.327 0.331
Residual ] 8854 9837

Signif. codes: 0 ***#7 0,001 *** 0.01 **" 0.05°°0.1* "1

Figura 11. Analisis ANOVA bidireccional para compuestos fendlicos totales, antocianinas,
EPA, NEPA Yy HPP

7.3.3 Caracteristicas fisicoguimicas
Debido a que el orujo de uva tiene un alto contenido de fibra (40-60%) y que muchos

de los beneficiosa la salud son reportados por la fibra dietaria se determiné algunas
de sus propiedades fisicoquimicas. En el Cuadro 8 se muestran los resultados de
sus propiedades de hidratacion: CRA y capacidad de hinchamiento del orujo de uva
sometido a DIC. En cuanto a la CRA se observo que a 0.4 MPa, 120 s (DIC-9) se

incrementa hasta un 20%, y la capacidad de hinchamiento en un 15%.

De manera general, se puede decir que la CRA es baja, ya que ésta debe oscilar
entre 10 y 12 g de agua/g de fibra. Sin embargo, la baja CRA se puede deber a que
el orujo de uva es un subproducto con baja concentracion de fibra soluble (3% del
total de la fibra). La CRA esta influenciada por la fibra soluble, pues al atrapar agua

forma soluciones viscosas, esto le da también la propiedad de atrapar colesterol,
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grasas y azucares disminuyendo de esta manera su absorcion intestinal y por lo

tanto su concentracion en sangre (Blackwood y col., 2000).

Cuadro 8. CRA y capacidad de hinchamiento en orujo de uva sometido a DIC

Tratamiento P(r&s}slg)n Tle(rsn)po CRA! Hinchamiento?
Control 0 0 4,10 +£0.03" | 0.99 +0.01°
DIC-1 0.2 60 4.00 + 0.15° | 0.99 + 0.01°
DIC-2 0.2 90 4.28 +0.04" | 0.99 + 0.01°
DIC-3 0.2 120 | 4.15+0.02° | 1.04/+0.01%
DIC-4 0.3 60 4,03 +0.14" | 0.99+0.01°
DIC-5 0.3 90 4.24 +0.10° | 0.99 + 0.01°
DIC-6 0.3 120 | 4.25+0.07° | 1.14 +0.07%°
DIC-7 0.4 60 4.26 £ 0.07° | 1.00 + 0.01°
DIC-8 0.4 90 4.68+0.15* | 1.05 + 0.08%
DIC-9 0.4 120 | 4.67+0.08% | 1.14 +0.07%

Datos expresados como media £ DE. Experimentos.con tres réplicas cada uno. Valores con diferente
letra en la misma columna indican diferencia significativa (a<0.05) (Prueba de Tukey-Kramer). 1CRA,

capacidad de retencion de agua (g/g). ?Hinchamiento (mL/g).

En el Cuadro 8 se presentan los resultados de la capacidad de hinchamiento, que
es la relacion entre el valumen ocupado por la muestra inmersa en un exceso de
agua después de que alcanza un equilibrio y el peso de la muestra; representando
asi el volumen de muestra hidratada bajo la fuerza de gravedad. La fibra dietaria
puede interactuar con el agua a través de la retencion de agua en estructuras
capilares como resultado de la fuerza de tension superficial, y por medio la retencién

de agua a través de puentes de hidrégeno o formas dipolo (Chen y col., 1984).

No se observaron diferencias estadisticas significativas en la capacidad de
hinchamiento, posiblemente porque el orujo de uva es rico en fibra insoluble, la cual

no fue afectada por la aplicacién de DIC.

7.3.4 Analisis de las muestras seleccionadas
Integrando los resultados anteriores, los principales cambios por aplicacién de DIC

se obtuvieron con las condiciones de 0.4 MPa a 120 s (DIC-9). Este tratamiento
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disminuyo la concentracion de compuestos fendlicos no extraibles, el cual fue uno
de los objetivos del proyecto, ya que podria potenciar su absorcion o favorecer su
fermentacion por la microbiota colonica al estar mas expuesta en la matriz
alimentaria. Sin embargo, esta condicion disminuye de manera importante el
contenido de antocianinas. Por ello, también se incluyé el tratamiento de 0.2 MPa
durante 60 s (DIC-1), ya que se mantiene la concentracion de compuestos fendlicos,
pero se incrementa las antocianinas. A continuacion, se presentan la determinacion
del perfil de antocianinas, compuestos fendlicos y flavonoides, la-determinacion del
grado medio de polimerizacibn de las proantocianidinas, el analisis de sus

carbohidratos y efecto en la morfologia de la matriz de ‘orujo.

7.3.5 Identificacién de antocianinas monoméricas
Se realiz6 la identificacibn de las antocianinas. presentes en ambas matrices

después de los tratamientos (DIC-1 y DIC-9). Se observo que la muestra DIC-9 se
degradaron las siguientes antocianinas: malvidina con sus diferentes
conjugaciones, peonidina-3-cumaroil-hexosido y petunidina-3-cumaroil-hexdsido
(Cuadro 9). El hecho de que se observaran tendencias opuestas para el contenido
de antocianinas dependiendo de las condiciones de DIC muestra que, aunque este
proceso tiene un efecto general en la matriz alimentaria, liberando ciertos
compuestos fendlicos, sus condiciones especificas pueden afectar sustancialmente
a las caracteristicas finales de la muestra con respecto al contenido de antocianinas.
Ademas, esto explica por qué en nuestro estudio, algunas condiciones condujeron
a una disminucién en el contenido de antocianinas; mientras que, otros estudios
publicados, con diferentes condiciones, no observaron esta reduccion (Ben Amory
Allaf, 2009).

58



Cuadro 9. Identificacion tentativa de antocianinas extraibles en orujo de uva con diferentes tratamientos DIC, determinado

por analisis UPLC-MS

Compuesto TR Amax Transicion MRM Control DIC-1 DIC-9
Pelargonidina glucésido 01.76 240 273.525  447.1>271.1  0.19+0.01° 016+001® 0.12+0.01°
Cianidina 3-O-hexésido 13.98 240, 280,511 4492 >287.1  031+0.02% 13.42+0.98% 10.70 + 0.00°
Cianidina 3,5-di hexésido 14.21 240, 279,538  611.2>287.2 .0.89+0.05° 0.75+0.04@ 0.77 + 0.05°
Cianidina 3-O-acetil hexosido 14.16 240, 278,517  491.2>287.1 . 11.44+054> 0.40+0.03* 0.30 + 0.02°
Cianidina 3-O-rutinésido 13.94 240 280,519 5952>287.1 - '831+0.13® 1.99+010° 1.62+0.02°
ﬁgg'gi'(;‘g 3-O-coumaroil 13.96 240 280,514 5952 >287.1 0.80+0.05% 1.71+0.14%® 1.40+ 0.05
Delfinidina 3-O-hexésido 13.50 240, 278.525  6452>303.1  1.94+0.09° 21.36+1.60° 21.20+0.77"
Delfinidina 3-O-acetil hexésido 13.95 240 278.520  507.2>303.0  1.88+0.14%° 1.29+0.06® 1.02+0.08
E:)'(fég'i‘é'ga 3-O-coumaroil 13.47 240,278,533 . 611.2>303.1  4.80+0.17%° 4.35+0.39° 4.95+0.14°
Malvidina 3-O-hexésido 11.11 240 277,517 4932>331.2  137+0.10° 7.11+028" 2.92+0.10°
Malvidina 3,5-di hexésido 13.88 240, 278,525  655.2>331.2 26.80+0.44% 234+005° 1.46+0.13"
Malvidina 3-O-acetil hex6sido 13.81 240, 277,517 535.2>3312 4157+250° 6.33+0.60° 4.42+0.03"
r'\‘"ea;"c,’)ggj 3-O-coumaroil 14.06 20, 280, 511 639.2>331.2 84.01+7.09° 40.12+217° 25.41+0.92°
Pirano-malvidina 3-O-hexésido ~ 13.07 240278, 512  517.2>3551  11.85+0.718 24.79+008° 7.24+0.21°
Petunidina 3-O-hexésido 14.01 240 270,510  479.2>317.2 522+041% 09096+0.82% 7.74+0.16°
Eee;‘é';'igg‘a 3-O-coumaroyl 13.97 240,280,525  625.2>317.2  7.84+075 208+0.12° 1.59 + 0.05
Peonidina 3-O-hexésido 13.95 240 278,511  463.2>3012  6.78+0.80° 1.12+0.09° 0.99 + 0.042
Peonidina 3-O-acetil hexésido 13.76 240, 278,532  505.2>301.2 22.74+1.20° 0.41+0.03° 0.24+0.02°
Peonidina 3-O-rutindsido 14.06 240, 280, 515  609.2 > 4632  928+061*° 3.35+0.32° 1.65+0.08°
Peonidina 3-O-coumaroil 14.00 240 281,519  609.2>301.2  6.78+0.80° 2.66+0.17° 1.17+0.06

hexdsido

Los resultados se expresan como media + desviacién estandar (n = 3). Los resultados se expresan en area del pico dividida entre 1000. Valores

con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (a <0.05).TR; tiempo de retencién
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7.3.6 Perfil de compuestos bioactivos; acidos fendlicos y flavonoides
La conversion microestructural tiene una gran influencia en la conversion quimica

dentro de las matrices (Wang y col., 2014). En el Cuadro 10 se muestran los
cambios en el perfil de acidos fendlicos y flavonoides de orujo de uva bajo DIC.
Como se puede observar, conforme se incrementan la presién y el tiempo, cambi6
la concentracion de los compuestos, lo cual generé modificaciones en el perfil de
compuestos fendlicos extraibles, posiblemente por la liberacion de dichos
compuestos atrapados en la matriz alimentaria o por la hidrélisis de polifenoles de
alto peso molecular. Hasta el momento, el incremento en-la concentracién de
compuestos extraibles por efecto del tratamiento con DIC se ha relacionado con el
aumento en gran medida de la porosidad, haciendo que la estructura fuera mas
accesible para los solventes y de esta manera la mayor liberacién de los
compuestos de la matriz (Kamal y col., 2008).

En cuanto a &cidos fendlicos, los acidos caftarico, elagico, galico vanilico y shikimico
aumentaron mas del 50% en comparacion con la muestra control, desde 1212.66
ug/g (muestra control) hasta 2874.54 ug/g para el &cido caftarico y de 55.44 ugl/g
hasta 150.11 pg/g para el acido galico. Meyer y col. (1998) determinaron que los
acidos hidroxicinamicos, como el acido caftarico, presentaron altas actividades
antioxidantes in vitro, dichos autores usaron un ensayo de oxidacién de LDL. Por
otra parte, Harnafi y col. (2013) reportaron que el &cido caftarico redujo los

triglicéridos en higado en un 58%.

El incremento en la concentracion de acidos fendlicos puede atribuirse también a la
formacion de productos de degradacibn de las antocianinas, las cuales
disminuyeron conforme se incremento la presion y el tiempo de procesamiento. De
acuerdo con Zhao y col. (2013), la degradacion de las antocianinas puede dar lugar
a ciertos acidos fendlicos, como es el caso del acido siringico de malvidina-3-O-
glucosido, el acido vanilico de la peonidina-3-glucosido, el acido protocatecuico de

la pelargonidina-3-glucdsido y el acido 2,4-dihidroxibenzoico del cation flavilio.
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Cuadro 10. Perfil de acidos fendlicos y flavonoides de orujo de uva sometido a la descompresion instantanea controlada

Compuesto TR MRM Control* DIC-1* DIC-9*
Acidos fendlicos

Acidos hidroxibenzoicos

Acido benzoico 9.84 121.10 > 77.06 1.28 + 0.15° 2.20 £ 0.242 1.04 +0.18°
4-hidroxibenzoico 6.29 137.04 > 93.05 2.28 + 0.44° 448 +0.132 3.65 + 0.44%
Trans-cindmico 11.96 147.17 > 103.08 0.57 £ 0.302 0.94 +£0.182 1.25 + 0.262
2,4-dihidroxibenzoico 5.85 153.15 > 108.92 7.06 +1.35° 10.87 + 0.06° 20.85 + 1.502
2.,4,6-trihidroxibenzaldehido 8.29 153.15 > 153.52 2.04 + 0.11° 4.38 + 0.022 487 +0.67%2
Protocatecuico 5.08 153.15 > 109.05 6.75+ 0.95° 11.08 + 0.39° 19.75+ 2.732
Vanilico 7.00 167.18 > 123.09 12.43 + 2,90 29.84 + 0.692 27.21 + 5.622%
Galico 3.59 169.15 > 125.05 55.44 +10.24° 136.54 + 2.562 150.11 + 15.472
Siringico 7.28 197.21 > 153.11 24.79 + 1.80° 55.07 £ 0.742 58.44 + 8.492
Acidos hidroxicindmicos

Cafeico 7.06 179.19 > 135.08 4.19 + 0.45° 7.69 + 0.022 8.44 + 1.502
Caftarico 4,92 311.27 > 149.05 1212.66 + 92.05° 2771.60 £ 151.412 2874.54 + 382.582
Cumérico 8.36 163.24 > 119.08 5.15+0.37° 11.98 + 0.462 8.60 + 0.70°
Elagico 8.35 301.00 > 229.00 89.98 + 6.80° 167.69 + 21.092 116.13 + 4.49%
Shikimico 1.67 173.18 > 111.07 55.77 + 7.90° 95.58 + 12.192 103.04 + 1.532
Sin4pico 8.80 223.24.> 149.04 3.81 £ 0.642 4.06 + 0.692 4.44 +0.752
Flavonoides

Catequina 5.96 289.02 > 245.04 78.97 £ 4.70° 197.40 + 6.482 182.91 + 7.142
Epicatequina 7.39 289.02 > 245.04 87.75 + 3.70¢ 201.46 + 6.232 170.84 + 1.96°
Epicatequina galato 8.14 441.05 > 168.92 11.24 + 0.40°¢ 28.19 + 7.37° 81.83 +9.312
Kaempferol 11.74 285.22 > 151.02 24.40 £ 2.222 16.40 + 1.03° 17.83 £ 0.67°
Kaempferol 3-O-glucésido 8.61 447.30 > 284.24 2451 +2.122 12.35+0.77° 12.25 + 0.76°
Luteolina 10.49 285.21 > 133.04 9.05+1.212 8.20+0.782 8.64 + 0.08%
Procianidina B2 6.42 577.44 > 289.18 64.26 + 5.67¢ 172.24 + 3.972 119.65 + 3.03°
Quercetina 10.57 301.20 > 151.02 33.17 + 3.63° 49.86 + 6.552 67.33 + 2.342
Quercetina 3-O-glucésido 8.02 463.36 > 300.42 15.14 + 0.08° 38.59 + 3.402 30.38 + 1.262
Rutina 7.75 609.28 > 300.24 14.34 +£ 0.312 13.52 + 0.552 13.64 + 0.852

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia
significativa por la prueba de Tukey (a <0.05). TR; tiempo de retencién. *ug/g
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Con respecto a los flavonoides, se observd un aumento de catequina (hasta 33
veces), epicatequina (hasta 27 veces) y galato de epicatequina (hasta 10 veces).
Estos flavonoides son las unidades estructurales mas comunes de las
proantocianidinas, que forman parte de los principales compuestos del orujo de uva
(Khanal y col., 2009), implicando estos resultados una despolimerizacion parcial-de

proantocianidinas.

La quercetina 3-O-glucésido también se vio incrementada. De acuerdo con Hollman
y col. (1995), los glucosidos de la quercetina se absorben mas eficazmente que la
propia quercetina. Por lo que la aplicacion de DIC presentaria una oportunidad para
incrementar la bioaccesibilidad y, por ende, la biodisponibilidad de compuestos
como la quercetina 3-O-glucdésido.

7.3.7 Determinacion del grado medio - de polimerizacion de las
proantocianidinas de orujo de uva sometido a DIC

De acuerdo con el analisis del grado de polimerizacién de las proantocianidinas, se
respalda el supuesto de la hidrélisis de proantocianidinas, debido a que el grado
medio de polimerizacion disminuy6 de 2.43 (muestra de control) a 2.3 y 1.89 con
DIC-1y DIC-9, respectivamente. Esto sugiere que DIC realizé una hidrolisis parcial
de NEPA; un hecho que, hasta donde sabemos, no se habia informado
previamente. Esto es fisiol6gicamente relevante ya que, segun Monagas y col.
(2010), el grado de polimerizacion es uno de los principales factores que afectan su
biodisponibilidad. Fracciones de las proantocianidinas con grado de polimerizacion
<3 se pueden absorber en el intestino delgado; mientras que, las proantocianidinas
con grado de polimerizacion >3 son fermentadas por la microbiota col6nica,
generando  metabolitos  microbianos  (3-4  dihidroxifenil  acético, 3-4
dihidroxifenilpropionico, valerolactonas, entre otros) los cuales se han asociado con
efectos beneficiosos a la salud. Por lo tanto, la liberacion e hidrolisis de las
proantocianidinas en orujo de uva por DIC pude favorecer su absorcion o su

fermentacién por la microbiota colénica.
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7.3.8 Capacidad antioxidante
La capacidad antioxidante de las matrices alimentarias tiene una relacion directa

con el contenido de sus compuestos fenolicos. Debido a que estos compuestos
aumentaron en las muestras tratadas con DIC, las capacidades antioxidantes se
determinaron usando ensayos ABTS y DPPH (Cuadro 11). En el ensayo DPPH, el
tratamiento de DIC-9 fue significativamente mayor en comparacion con la muestra
de orujo de uva sin DIC; mientras que, en el ensayo ABTS, ambos tratamientos DIC-
1 y DIC-9 fueron mayor comparado con la muestra de orujo de-uva control. El
mecanismo de neutralizacién del radical ABTS es por transferencia de electrones;
mientras que, para el radical DPPH se trata de un mecanismo de transferencia de
hidrogeno. Por otro lado, el ensayo ABTS determina compuestos antioxidantes
hidrofilos y lipdfilos; mientras que, el ensayo DPPH utiliza un radical disuelto en
medios organicos y, por lo tanto, es aplicable a compuestos con baja polaridad (Kim
y col.,, 2002). Segun estos resultados, se sugiere que DIC genera la liberacion

principalmente de compuestos polares.

Cuadro 11. Capacidad antioxidante de orujo de uva sometido a DIC

Método Control DIC-1 DIC-9
ABTS 21.25 + 3.44° 52.73 +1.99P 95.35+6.572
DPPH 24,13+ 1.26° 26.39 + 1.90b 3258 + 2.152

Los resultados se expresan.como media + desviacién estandar (n = 3). Valores con diferente letra
en la misma columna.indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (a <0.05). ABTS y DPPH
se expresan como.pumol Trolox/g DPPH (2,2-difenill-picrylhydrazyl), ABTS [&cido 2,2'-azinobis-

(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)].

7.3.9 Contenido de fibra dietaria (FD)
Ademas de la modificacion de compuestos bioactivos por DIC, también se
observaron cambios en el contenido de FD. La FD es el principal componente del
orujo de uva (60-70%), por lo que cabe esperar que los procesos que se le aplican
modifiguen el contenido, la composicion, las propiedades fisicoquimicas,

funcionales y nutricionales de este componente (Yuy Ahmedna, 2013).

Los resultados del efecto de DIC en FD se muestran en el Cuadro 12. Ambos

tratamientos con DIC condujeron a una disminucion leve, aunque significativa (p
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<0.05), en el contenido de fibra dietaria total, de 68.3% en la muestra de control a
64.9% en DIC-1y 63.4% en DIC-9.

Esto se atribuye principalmente a una disminucion en la fibra dietaria insoluble ya
que, de hecho, hubo un aumento significativo en el contenido de fibra soluble. Es
bien sabido que DIC genera hidrdlisis de la pared celular (Peng y col., 2019),
explicando, por lo tanto, los resultados observados. Tal efecto se confirmé con las
determinaciones de azlcares simples como equivalentes de dextrosa, ya que su
contenido aumenté hasta un 70.6% para DIC-9 en comparaciéon con el control. Al
mismo tiempo, el aumento de fibra soluble podria estar relacionado con la
degradacion de la fraccidon insoluble de la fibra. En particular, si se producen
irregularidades en la estructura ordenada en los polisacaridos (cadena principal o
ramificacion), estos enlaces seran mas débiles y la estructura ordenada se disociara
mas facilmente (Lovegrove y col., 2017). Ademas, la temperatura aumenta la
solubilidad de los polisacéridos al romper los enlaces débiles y, por lo tanto, la
estructura ordenada se ve afectada (Garau y col., 2007)

Cuadro 12. Contenido de fibra dietaria en muestras sometidas a DIC

Contenido Control DIC-1 DIC-9

Fibra dietaria total (%) 68.3 +1.472 64.9+0.89* 63.4+0.32°
Fibra dietaria insoluble (%) 58.3+1.752 53.4+0.65° 51.1+0.15°
Fibra dietaria soluble (%) 10.0 £ 0.54¢ 11.5+0.24°> 12.3+0.272

Los resultados se expresan como media = desviacion estandar (n = 3). Valores con diferente letra

en la misma_ columna indican diferencia significativa por la prueba de Tukey (a <0.05).

Ambas fracciones de fibra, soluble e insoluble, tienen efectos beneficiosos
asociados a la prevencion de enfermedades relacionadas con la obesidad. FDS
aumenta la viscosidad y la capacidad de retencién de agua de la digesta e induce
la formacion de geles en el estobmago; dichas propiedades pueden retrasar el
vaciado gastrico y al mismo tiempo aumentar la distension estomacal, la cual se
considera como un factor causal en la cadena de eventos que conducen a la
saciedad (Tan y col., 2017). La fibra insoluble, con constituyentes como la celulosa

y la hemicelulosa, benefician la salud metabolica e intestinal al acelerar el transito
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intestinal, aumentando el volumen fecal; mientras que, también influye en la
absorcion de macronutrientes presentes en la dieta. En conjunto, el consumo de
alimentos ricos en DF puede mejorar la salud de muchas maneras, tales como
limitar la reabsorcion de bilis, proporcionar metabolitos bioactivos ventajosos, a
través de la fermentacion microbiana, y fortalecer la barrera intestinal, o gque asu
vez protege contra una serie de desafios inflamatorios mediados por microbiota
(Singh y Vijay-Kumar, 2020).

7.3.10 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Debido al cambio en las concentraciones de fibra y compuestos bioactivos, se
procedié a realizar el analisis por espectroscopia infrarroja para determinar los
posibles cambios vibracionales que tienen lugar en las moléculas presentes en la
estructura del orujo de uva debido al procesamiento de la descompresion
instantanea controlada (DIC). En la Figura 12 se presenta los espectros que muestra
los cambios en el estado vibracional del orujo de uva control (linea 3) y las muestras
sometidas a DIC (linea 2, muestra sometida a 0.2 MPa-60 s; linea 1, muestra
sometida a 0.4 MPa-120 s) en el rango de 4000 a 600 cm™2.

Las asignaciones de picos se realizaron con lo ya reportado en trabajos previos para
orujo de uva (Cuadro 13). De acuerdo con los resultados mostrados, no se
produjeron nuevas bandas de grupos quimicos en el orujo de uva sometidos a DIC.
Por lo que se descarta la posibilidad de formacion de nuevos grupos funcionales;
sin embargo, se puede observar la eliminaciéon de picos como (a)1397, (b)1304,
(c)12100 y (d)1065 cm-1.

De acuerdo con Gnanasambandam y Proctor (2000), los picos entre 1300-1000 cm-
1 (b, cy d) corresponden a la “huella digital de la pectina”. Los cambios en los picos
b, c y d por DIC se relacion6 con el rompimiento de enlaces éster C=0 de pectina,
lo cual gener6é més grupos funcionales capaces de absorber mas energia y por ende
la disminucion de la intensidad de los picos conforme se incrementa la presion y

tiempo de procesamiento. También se relaciono con la hidrdlisis de enlaces éster
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entre polisacaridos y compuestos fendlicos, asociado también a el incremento en
compuestos fenolicos totales.
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Figura 12. Espectro FTIR de orujo de uva sometido a DIC (diferente presion y
tiempo)

Donde 0.4P120T, la muestra expuesta a una presion de 0.4 MPa durante 120 s y 0.2P60T,
la muestra sometida a 0.2 MPa durante 60 s.
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Cuadro 13. Frecuencia de los grupos funcionales presentes en muestras de orujo
de uva sometidas a DIC

Grupo Frecuencia (Numero | Numero de Referencia
funcional de onda cm-1) onda (cm-1)
3311-3269 -OH stretching 3322 Zhao y col., (2015)
3650-3000 Lu y Hsieh, (2012)
2920 C-H streching 2925 Zhao y col., (2015)
2924 Nayak y col., (2018)
2851 C-H streching 2854 Nayak y col., (2018)
1741 C = O stretching 1741 Lu y Hsieh, (2012)
1740 Gowmany col., (2019)
1606 C = O stretching 1627 Zhao y col., (2015)
1616 Gowman y col., (2019)
1520 C = C stretching 1519 Zhao y col., (2015)
1530 Lu y Hsieh, (2012)
1438 —CH3 bending 1444 Zhao y col., (2015)
1430 Lu y Hsieh, (2012)
1377 —CH3 bending 1377 Zhao y col., (2015)
1366 Lu y Hsieh, (2012)
1300-1000 C=0 streching 1306-1030 Gnanasambandam y
Proctor (2000)

7.3.11 Microscopia electronica de barrido (SEM) de orujo de uva

La microscopia electronica de barrido es una técnica utilizada para el estudio de la
morfologia de los materiales. En la Figura 13 se observa la micrografia tomada a
las muestras de orujo seleccionadas; A) muestra control, B) muestra sometida a DIC
a 0.2 MPa-60 s (DIC-1) y C) muestra a 0.4 MPa-120 s (DIC-9). Como se puede
observar, la aplicacién de DIC generé la modificaciéon de la estructura de la matriz
de orujo de uva; de manera que, conforme se incrementa el tiempo y la presion, la

formacion de poros es mayor.

En la Figura 13A se presenta la muestra control con una estructura definida, B) se
empieza a observar la formacién de poros de hasta 10 um de tamafio y C) se
observa un incremento en numero y tamafio de poro de hasta de 20 um de tamafio.
La formacion de poros se debe a que la autovaporizacion del agua en la matriz
genero la expansion de esta, y también posiblemente la liberacion de compuestos

fendlicos. De acuerdo con Mounir y col. (2012), la expansién del producto depende
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del estrés que se genera por la cantidad de agua autovaporizada. La cantidad de
vapor generado depende de la diferencia de temperatura del material antes y
después de la caida de presion. Cuanto mayor es la presién de vapor, mas vapor

se genera por vaporizacion y mayor es la relacion de expansion.

Figura 13. Microscopia electrénica de barrido de orujo de uva sometido a DIC.

A) Muestra control, B) Muestra sometida a DIC-1, 0.2 MPa-60 s; C) Muestra sometida a DIC-9, 0.4
MPa-120 s.
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7.4. Efecto de DIC sobre las modificaciones en NEPA utilizando
materiales con diferente contenido

A continuacién, se presentan experimentos adicionales realizados con el orujo de
uva. De manera conjunta los resultados expuestos previamente demuestran que la
aplicacion de DIC gener6 cambios en la composicion de compuestos fenglicos de
orujo de uva Malbec, incrementando el contenido de los EPP y disminuyendo los
NEPP; esto sugiere que hay rompimientos de enlaces o liberacion de compuestos
de la matriz. El comportamiento de ambas fracciones (EPP y NEPP) en este material
nos lleva a plantear la posibilidad de que la aplicacion de DIC libera compuestos
mas simples a partir de NEPP, es decir, que con la aplicacién de DIC se podria
incrementar la bioaccesibilidad de compuestos simples, a partir de orujos con altas
concentraciones de NEPP. En base a los resultados anteriores se planteo el andlisis
del efecto de DIC con las condiciones seleccionadas (0.2 MPa-60 sy 0.4 MPa-120
s) de la primera fase experimental sobre diferentes materiales de orujo de uva con

contenido de compuestos (EPP y NEPP) contrastantes.

7.4.1. Efecto de DIC en los EPP de los diferentes materiales de orujo de
uva

Una vez determinado que el orujo de uva es modificado cuando se somete al
tratamiento con DIC, se considero la composicion de 3 variedades de orujo de uva
provenientes de diferentes vitivinicolas. Considerando los datos reportados por
Copado-Romero (2020) de 10 muestras analizadas, se seleccionaron 3 materiales

con composiciones contrastantes y a continuacion se describen.

Malbec es el material que se trabajo en la primera parte experimental, y éste se
caracteriza por ser un material muy abundante en ambas fracciones de compuestos
fendlicos. Asi, los EPP (polifenoles totales, antocianinas, y EPA) suponen el 56%
de sus polifenoles; mientras que, los NEPP (NEPA y HPP) son un 44%. El orujo de
la variedad Syrah es un material abundante en NEPP (77%) y con menor contenido
de EPP (23%). Mientras que, el orujo de la variedad Merlot tiene mayor contenido
de EPP (61%) comparado con el de NEPP (39%) (Figura 14).
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Figura 14. Contenido de EPP y NEPP de orujo de uva de diferentes variedades.

Los orujos de los materiales de Merlot y Malbec presentan concentraciones muy
similares de compuestos fendlicos totales, pero el orujo de la variedad de Merlot
tiene menor concentracion de flavonoides totales (35.58 mg EC/g) y NEPA (34.64
mg EPA/g), comparada con las concentraciones del orujo de la variedad de Malbec
(49.78 mg EC/g y 49.42 mg EPA/g respectivamente). Estas diferencias en la
composicién de polifenoles son esperadas por diferentes variedades de uva y
también estén asociadas con el clima, las condiciones de crecimiento, la madurez y

la vinificacion (Yu y Ahmedna, 2013).

El efecto sobre los compuestos fendlicos totales de orujos de uva Malbec (MAC),
Merlot (MER) y Syrah (SYR) por el proceso DIC se muestra en el Cuadro 14. Si bien
los orujos de las variedades Malbec y Merlot fueron los materiales con mayor
contenido de EPP y flavonoides, la aplicacién de DIC generé un mayor porcentaje
de incremento en estos compuestos en el material Syrah a alta presion (0.4 MPa)
en comparacion con su respectivo control (sin la aplicacion DIC MAC, MER y SYR).
En particular, cuando los materiales se sometieron a una presion de 0.4 MPa y 4
ciclos, en el caso de SYRA4, el incremento fue de 97.71 y 138.79%, respectivamente
en cada fraccién; mientras que, estos valores en MAC4 fueron de 64.77 y 40.64%,

y el incremento en MER4 fue de 54,31y 37,45%. Por lo tanto, cuando la presion y
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los ciclos aumentaron, se observo una liberacion mas significativa de compuestos

fendlicos extraibles totales y flavonoides extraibles totales.

También se observé un aumento en la fraccion de EPA. El mayor porcentaje de
incremento se observd en MAC4 (42,97%), seguido de MER4 (34,95%) y SYR4
(31,14%), cada uno en comparacion con su respectiva muestra que no fue sometida
al proceso DIC. En el orujo de uva de la variedad de Malbec, el aumento en el
contenido de EPA por la aplicacion de DIC se asocio6 con la disminucion de NEPA 'y
se atribuyo tanto a una liberacion parcial de NEPA como a la despolimerizacion
parcial de todas las proantocianidinas (Martinez-Meza .y col., 2021). Aqui, la
disminucién en NEPP fue mas notable cuando se aumento la presion a 0.4 MPa con
4 ciclos en los tres materiales. EI mayor porcentaje en su disminucion, en
comparacion con la muestra no sometida a DIC, se observd en MER4 (46%),
seguido de MAC4 (41%) y SYR4 (33%).

En cuanto a las antocianinas extraibles totales, se observé una disminucion debido
al tratamiento con DIC. Syrah fue el material mas susceptible a la pérdida de
antocianinas, con una disminucién de 59.18%; mientras que, la reduccién en Malbec
y Merlot fue de 45.45 y 41.17%, respectivamente. La pérdida de antocianinas es el
resultado del incremento en la temperatura del sistema. La disminucién fue mas
significativa a medida que aumentaron la presion y los ciclos de procesamiento, lo

gue concuerda con el estudio anterior que realizamos (Martinez-Meza y col., 2021).
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Cuadro 14. Concentracion de fenoles totales en diferentes materiales de orujo de uva sometido a DIC.

Muestra Presion Ciclos Fenoles Flavonoides?® Antocianinas EPA? NEPA?®
(MPa) (#) extraibles! monomeéricas®

MAC 0 0 45.87 + 0.419F 43.62 +3.76°°0 2.86 +0.113A 7.33'+ 0.2200E 68.80 + 1.20°C
MAC1 0.2 2 62.36 + 1.57°C 48.45 + 0.70°®8  2.25 + 0.128 7.77 £ 0.14% 73.68 + 3.463A8
MAC2 0.2 4 61.66 + 1.07°C  49.03 £ 2.26"2  2.26 + 0.11"8 8.54 + 0.16¢C 70.94 + 4,082°BC
MAC3 0.4 2 65.35 + 2.16"8 45,96 + 2.68BC 1.99 + 0.09¢C 9.48 + 0.58P 50.45 + 1.54°
MAC4 0.4 4 75.58 +1.39%A 61.35+2.50% 1.56+0.23%° 10.48 £ 0.29%  40.49 + 1.069F
MER 0 0 43.84 + 2.129F 35.14 +2.15° _ 0.68 + 0.043 5.41 + 0.08¢CH 47.20 £ 1.203%F
MER1 0.2 2 41.19+2.179¢ 41.85+1.64°° 0.52 + 0.04°5F 4,98 + 0.15% 39.10 + 1.07°F
MER2 0.2 4 50.47 + 0.56°F 43.37 £1.18P°0 0.54 + 0.00°EF 553 + 0.32°C 41.32 + 1.35bF
MER3 0.4 2 55.78 + 1.34°0  43.66 + 1.14°C0  0.47 + 0.03¢F 6.33 + 0.19%F 28.91 + 1.65¢¢
MER4 0.4 4 67.65 + 1.0928 48.30+2.58%® 0.40 £ 0.039F¢  7.30 + 0.26% 25.47 + 1.479C
SYR 0 0 16.20 £ 0.39%  7.94 + 0.289 0.49 + 0.023F 3.05 £ 0.02 71.11 + 2.4998C
SYR1 0.2 2 16.30 £0.53%  8.06 + 0.319 0.27 £ 0.01PGH 2,36 + 0.14% 77.34 + 2.65%
SYR2 0.2 4 18.08 +0.14% 9.14 + 0.28H 0.26 £ 0.02°¢H 2,71 + 0.06%K 70.78 + 1.56"8¢
SYR3 0.4 2 24.45+ 0.66b°' 14.41 +£1.08°¢ 0.25 + 0.02°¢H  3.66 + 0.06% 63.35 * 2.49°P
SYR4 0.4 4 32.03 +0.652" 18.96 +1.113 0.20 + 0.02¢H 4.00 £ 0.03 47.19 + 1.609

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). En cada columna, diferentes letras mindsculas en superindice indican
diferencias significativas entre las condiciones para el mismo material; mientras que, diferentes letras mayusculas en superindice indican
diferencias significativas entre todos los tratamientos, en ambos casos segun la prueba de Tukey (a = 0,05) .1GAE mg / g, 2CE mg / g,
3M3GE mg /g, 4EPAs mg /g, SNEPAs mg/ g. GAE, equivalentes de &cido gélico; CE, equivalente de catequina; M3GE, malvidin-3-glucésido;
EPA, proantocianidinas extraibles; NEPA, proantocianidinas no extraibles. MAC, orujo de la variedad Malbec; MER, orujo de la variedad
Merlot; SYR, orujo de la variedad Syrah.
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7.4.2. Analisis de interacciones entre los factores de presion, ciclos y tipo

de material en compuestos EPP y NEPP

Dado que en el estudio se modificaron diferentes factores (presion, ciclos y
material), se realizé un andlisis de interaccion para evaluar el impacto de cada uno
de ellos y poder valorar su significancia en los cambios observados en el perfil de

los compuestos por la aplicacién de DIC.

En general, se observé una interaccion de tres factores en los compuestos fendlicos
extraibles totales, los flavonoides extraibles y las antocianinas (valor de p = 5.52e-
07, 2.90e-08, 0.000468 respectivamente). El efecto de la presién en la modificacion
estructural dependi6 de material evaluado y del numero de ciclos. Por ejemplo, en
la Figura 15A se pueden ver los diferentes efectos en los compuestos fendlicos
extraibles totales: en el orujo de la variedad Malbec el cambio de 2 a 4 ciclos a una
presion de 0.2 MPa no fue significativo, pero a 0.4 MPa el cambio de ciclos genero
un incremento importante. EI comportamiento del orujo de la variedad Syrah fue
similar. Sin embargo, en el orujo de la variedad Merlot a 0.2 MPa se observé un

aumento notable al cambio de ciclos, que fue similar a 0.4 MPa.

Este efecto fue similar al observado en la variable de respuesta de flavonoides
totales (Figura 15B). En el caso de los flavonoides totales, a una presion de 0.2 MPa
el cambio de ciclos generé un aumento de contenido en la variedad de Merlot, lo
gue no sucedio con los demas materiales. Pero a 0.4 MPa, el cambio de ciclos
generd un aumento en los tres materiales, principalmente en el material de Malbec,

seguido por Merlot y Syrah.

Con respecto a las antocianinas totales, (Figura 15C) fueron mas susceptibles al
cambio en el material de Syrah a 0.2 MPa, dependiendo del numero de ciclos.
Mientras que, a 0.4 MPa el cambio de ciclos gener6 una disminucion en todas las

muestras (Malbec, Merlot y Syrah).

En el caso de EPA y NEPA se observo una interaccion de dos factores (Figura 15D,

15E). Es decir, los efectos de interaccién simple entre dos factores son los mismos
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en todos los niveles del tercer factor. Para los EPA, la interaccion de ciclos*material
fue la mas significativa (valor de p = 0,00087). El cambio de ciclos de 2 a 4 fue mas
importante en el material del orujo de uva Malbec, seguido por el orujo de la variedad
Merlot y finalmente, el orujo de la variedad Syrah.

Con respecto a los NEPA, la interaccion ciclo*presion (9.10 e-15) fue mas
significativa que presidon*material (1.21e-08) y ciclo*material (valor de p = 2.81e-07).
Esto significa que, para cualquier material, la disminucion de NEPA se observo
significativamente por un cambio en los ciclos de 2 a 4 a una presion de 0.4 MPa,
en comparacién con lo observado a 0.2 MPa. Considerando el material, el orujo de
uva Malbec fue méas susceptible a la disminucion de NEPA cuando se generan
cambios de presion de 0.2 a 0.4 MPa. En el caso de los ciclos, Syrah fue el material
donde se observé una mayor disminucién de NEPA al pasar de 2 a 4 ciclos. Mientras
que, para el orujo de la variedad Merlot, el cambio de ciclos no fue significativo. La
composicion del material y la interaccion de las proantocianidinas con otros
compuestos podrian estar relacionadas con el impacto de DIC. De acuerdo con
Bautista-Ortin y col. (2016), las antocianinas pueden competir con las
proantocianidinas por los sitios de adsorcion de la pared celular. Asi, los presentes
resultados sugieren que la presencia de antocianinas en el material Malbec redujo
la adsorcién de proantocianidinas, facilitando asi su liberacion.
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Figura 15. Interacciones de factores evaluados en la aplicacion de DIC a los diferentes
materiales de orujo de uva.
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7.4.3. Efecto de DIC en las fracciones de celulosa, hemicelulosay lignina

de los diferentes materiales de orujo de uva

Se sabe que, en células intactas, las proantocianidinas se localizan en vacuolas de
piel y células de las semillas. Estos compuestos se liberan durante el proceso de
trituracion a medida que se rompen las vacuolas de las células. La mayoria de las
proantocianidinas se liberan al vino durante el proceso de maceracion, aunque
también pueden adsorberse e interactuar con los solidos de la pared celular del
orujo de uva (Bindon y col., 2010). Por tanto, el efecto de DIC sobre los diferentes
materiales del orujo de uva podria estar asociado con la ruptura de estas
interacciones. Los polisacaridos de la pared celular (celulosa, pectina y
hemicelulosas) pueden formar enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobas con
las proantocianidinas, debido a sus grupos hidroxilo como atomos de oxigeno

aromaticos y glicosidicos (Bautista-Ortin y col., 2014).

Para este analisis se seleccionaron las muestras sometidas a 4 ciclos y a diferente
presion, 0.2 y 0.4 MPa, ya que, en algunos de los parametros descritos
anteriormente, no se observé diferencia significativa entre las muestras que no se
sometieron a DIC y las que se sometieron a 2 ciclos y a 0.2 MPa. En el caso de los
flavonoides y antocianinas extraibles totales, los resultados no mostraron
diferencias significativas entre las muestras que se sometieron a 0.2 MPa con 4
ciclos y 0.4 MPa con 2 ciclos. Por tanto, se fijo la aplicacién de 4 ciclos a diferente
presion para poder evaluar los cambios en las fracciones de celulosa, hemicelulosa

y lignina (Cuadro 15).

De acuerdo con el Cuadro 15, el material Syrah presenté mayor contenido de
fraccion de hemicelulosa y el orujo de la variedad Malbec de fraccién de celulosa.
Por tanto, el menor porcentaje observado en la liberacion de proantocianidinas
podria estar asociado a su interaccion con esas fracciones de la pared celular.
Segun el resultado, el tratamiento DIC genera una degradacion parcial de celulosa
(disminucion del 12,7% en la muestra de Syrah, 37,5% en la de Malbec y del 14,5%
en el orujo de la variedad de Merlot) y lignina (6,5% en Syrah, 16,8% en Malbec y
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12,2% en Merlot). EI aumento observado de hemicelulosa puede estar asociado a
una expansion de la matriz; por ejemplo, Kocabas, Kdle y Yagci (2020) reportaron
que la extraccidbn de hemicelulosa de tallos de amapola de opio (Papaver
somniferum L.) se mejor6 mediante el pretratamiento DIC a 0.5 MPa y 540 s de
tratamiento.

Cuadro 15. Cambios en las fracciones de fibra, celulosa, hemicelulosa y lignina de

orujo de uva de diferentes variedades sometidas a la descompresion instantanea
controlada.

Muestra Celulosa Hemicelulosa Lignina
SYR 11.8+1.8%8 30.9+1.0%B¢ 21.3+1.078¢
SYR2 10.7+0.38 35.1+0.0"48 19.7+0.2¢€
SYR4 10.3+0.48 39.6+0.4* 19.9+0.5¢
MAC 16.8+1.8* 19.6+2.5P 23.2+0.778
MAC2 14.6+1.5"8 26.6+2.130BCD 20.3+0.65¢
MAC4 10.5+1.18 35.0+2.0%8 19.3+1.8¢
MER 13.8+0.278 24.5+0.1°P 23.6+0.0%
MER2 11.8+1.578 29.6+3.4ABCD 20.8+0.0b”BC
MER4 11.8+1.178 30.1+2.8%8¢ 20.7+0.3PABC

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 3). En cada columna, diferentes
letras mayusculas en superindice indican diferencias significativas entre condiciones para un mismo
material; mientras que, diferentes letras mindsculas en superindice indican diferencias significativas
entre todos los tratamientos, en ambos casos segun la prueba de Tukey (a = 0.05). Los resultados
se expresan como porcentaje. MAC, orujo de la variedad Malbec; MER, el orujo de la variedad Merlot;
SYR, orujo de la variedad de Syrah.

7.4.4. Cambios en el perfil de compuestos por la aplicacion de DIC a los

diferentes materiales de orujo de uva

El efecto de DIC sobre el perfil de polifenoles (excluyendo antocianinas) de la
fraccion EPP, medido por UPLC Q-ToF MS, se muestra en el Cuadro 16. Este
analisis se realiz6 en las muestras seleccionadas para la caracterizacion de las
fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina. Los compuestos mas abundantes

fueron (+)-catequina, (-)-epicatequinay el dimero procianidina B2, lo que concuerda
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con estudios previos que analizan el perfil fenolico de diferentes partes de la uva

(Monagas y col., 2003).

Se observé un aumento en flavonoides, principalmente en catequina, epicatequina
y galato de epicatequina, que son unidades estructurales de las proantocianidinas
del orujo de uva. De acuerdo con Martinez-Meza y col. (2021), el aumento de estas
estructuras podria asociarse a una despolimerizacion parcial de proantocianidinas.
Esta observacion coincide con los resultados aqui mostrados, ya que el material
originalmente mas rico en NEPA, Syrah, presentd el mayor porcentaje en el
aumento de estos flavanoles, principalmente en catequina la cual aumentd hasta
229 veces. A diferencia de los materiales Malbec y Merlot, la presencia de trimeros
como el de porcianidina C (cinanamtanina Al) isémero I, trimero de procianidina C
(cinanamtanina Al) is6mero Il y un tetramero, el tetramero de prodelfinidina
(cinanamtanina A2) se identificaron después de la aplicacion de DIC en Syrah y
especialmente en SYR4, lo que indica-una despolimerizacion parcial de NEPA y
concuerda con los resultados previamente proporcionados para el contenido de
NEPA en este material (Cuadro 14).

El aumento de compuestos como la (+)-catequina podria estar asociado con la
modificacién estructural enlas fracciones de lignocelulosa por DIC o con la ruptura
de las interacciones (+)-catequina con dicha fraccion. En particular, se ha informado
gue un alto contenido de lignina aumenta la adsorcion de (+)-catequina a través de
la interaccién de las orbitas 1 y la formacion de enlaces de hidrogeno entre los
grupos nucleofilicos de la lignina y los grupos hidroxilo de las catequinas (Ye y col.,
2009). Aunque no se observo una diferencia estadisticamente significativa en la
fraccion de lignina (Cuadro 15), se ha reportado que la hemicelulosa permite la
asociacion entre lignina y celulosa (Berglund y col., 2020) y puede afectar la
interaccion de compuestos como la catequina con lignina, por lo que esto podria

estar involucrado en los resultados observados.

Con respecto a los flavonoles, en el material Syrah la quercetina fue el flavonol mas

abundante, en Malbec y Merlot fue el (iso)-rhamnetina hexdsido. Sin embargo, el
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aumento de presion y ciclos generé un aumento solo de quercetina y se observo
una disminucion en el hexdsido de (iso)-ramnetina. Aunque el aumento de ciertos
flavonoles puede estar asociado con la expansion de la matriz debido al efecto DIC,
la disminucion puede estar asociada con la temperatura dentro del sistema. Segun
Tomaz y col. (2018), los flavonoles mas inestables de extractos polifenélicos de
pieles de uva tinta después de los tratamientos térmicos fue la isorhamnetina-3-O-

glucésido.
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Cuadro 16. Perfil de compuestos de los materiales de orujo de uva sometidos a DIC por medio de UPLC-ESI-Q-ToF MS.

Componente SYR SYR2 SYR4 MAC MAC2 MAC4 MER MER2 MER4
Acidos hidroxibenzoicos

Acido galico 1.31+0.0P 2.61+0.3P 4.61+£1.5°0  58.7+3.98 112+07 61.3+0.08 20.3+3.2¢ 13.6+0.3°P  18.1+6.9¢P
Flavanoles

(+)-Catequina* 0.25+0.1°¢  6.12+0.1°C  57.3+5.638C  156+1bB 346134 33214234 131+12b8 293+0.52A 3081702~

(-)-Epicatequina* 0.63+£0.07¢C  13.3+0.7°C  70.1+4.188C  Q98.4+]1.2%8 233182~ 188+332A 984908 215+0.73A 201+452bA
Galato de epicatequina 0.09+08¢ 0.51+0.01¢ 12.8+2.2B¢  7.2+0.2BC 19.6+1.1BC  41.7+1448 19.64£2.2°8C  36.6+0.72B  72.5+19.02A
Epicatequina hexésido | ND ND ND 0.26+0.1B 0.83+0.14 0.53+0.2%8  0.21+0.1B 0.16+0.08 0.16+0.068

Epicatequina hexosido Il 0.10+0.1°°  0.42+03bCP  1.39+0.43¢0  4.73+0.1B 9.91+0.424 5.03+2.13% 3.30+0.58¢  2.44+0.1BCD  2.30+0.78CP
Dimero de procianidina Bl  0.07+0.00° 0.35+0.04°  10.4%4.1° 47.7+1.95C0 1 132+43AB 167+263A 55.147.2bC0  08+(0.23bBC  ]157+333AB
Dimero de procianidina 0.17+0.00%F 1.10+0.07F  29.4+8.05F  62.4+3.4PDE " 134+13bABC  193+3134 71.548PCDE  108+03PBCD  152+303AB
BlI F

Trimero procianidina Cl ND 0.12+0.0P 1.22+0.2°0 6.97+0.55€D  30.5+]aABC 37.148.12A 11.1+1.88€0  20+0.2ABCD  31+13.0AB
Cinnamtanina Al Il ND ND 1.34+0.0° 6.15+0.61°C 26.0+1.92A 23.246.23A 12.5+1.68 23.0+0.7A 25.8+12.1A
Cinnamtanina A1l lll 0.06+0.0°0  0.26+0.01° 4.32+1.2€0  19,5+1bBCD  56,0+]1.82A 53.1+8.5%A 26.4+4,18BC  42.7+0.5%8  51.4+13.7A
Cinnamtanina A2 ND ND 0.25+0.02€ -~ 1.31+0.08¢  5.77+0.404 3.61+1.948 2.70+0.3ABC  3,25+0.0ABC  3,37+0.6ABC
Cinnamtanina A3 ND ND ND 0.16+0.01¢® 0.72+0.012* 0.46+0.0°A8  (0.40+0.1A8 0.34+0.1A8  0.38+0.17B
Flavonoles

Quercetina* 90+1bP 318+8aA 346+182A 110+2¢CD 199+7bBC 302+102A 141+11bCP 3174734 253+71abAB

Quercetina hexoésido 8.38+1.41F 6.59+0.43F 6.76+2.28F 528+102A 315708 134+6¢°C 73.614.628F  105+113P 20.7+4.8°F

Kaempferol* 18.8+2.7bC 36.1+0.7aB - 38.8+0.128C  31.1+0.2bBC  33.2+0.7PBC  45.4+2.6%8 40.6+1.38C  75.2+1.0A 50.9+17.88

C

Kaempferol hexosido ND ND ND 47.0+1.32A  29.0+0.6"B  17.940.7°CD  257+2.2YBC  47.7+3.68A  14.4+4 5bD

(Iso)-rhamnetin* 44.7+6.29BC  111+42A 123+0.4%A  12.840.4®©  17.6+0.4%°  26.0+0.42CD  250+2.6°C0  58.7+2.2a8  39.2+]32bBC

(Iso)-rhamnetin 31.745.6F ~ 21.7+1.4F  24.7+6.5F  1084+22A 757+17b8 419+14<C 1461+122€  199+32D 53.4+19.0°F
hexésido

(Iso)-rhamnetin 3.5+0.0P ND ND 79.749.08A 43.0+2.198 26.2+0.2PC 10.1+0.8bCD  15,9+1.92C€D 4 55+(0,.85¢D
rhamnosido

Kaempferol acetyl- ND ND ND 7.66+0.402C 5.47+0.13°C  4.48+0.34°C 14.2+1.0288 22.0+2.1%*  7.70+2.33°C
hexoésido

Los resultados se expresan como media (1g / g) = desviacion estandar (n = 3). ND: no detectado. MAC, orujo de la variedad Malbec; MER,
el orujo de la variedad Merlot; SYR, orujo de la variedad de Syrah.
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7.4.5. Capacidades antioxidantes de diferentes variedades de orujo de uva

tratados con DIC

Se midio la capacidad antioxidante (DPPH y ABTS) en el material de orujo de uva
antes y después del tratamiento con DIC (Figura 16). En primer lugar, cabe sefalar
gue la capacidad antioxidante en la matriz completa (Q-DPPH y Q-ABTS) es mayor
gue la reportada en los extractos (DPPH y ABTS) ya que, al analizar toda la matriz,
se considera el aporte de NEPP; mientras que, en los extractos solo se determina

la capacidad antioxidante de EPP.

En cuanto al efecto de DIC, si bien origind un aumento significativo de la capacidad
antioxidante en todas las fracciones de EPP, no se observo la misma tendencia en
la evaluacion de la capacidad antioxidante en la matriz completa. Esta observacion
concuerda con los resultados presentados anteriormente sobre las modificaciones
en el perfil de polifenoles. Asi, los compuestos liberados y transferidos a la fraccion
EPP provocarian el aumento de la capacidad antioxidante observado en esos
extractos, especialmente a 0.4 MPa y utilizando 4 ciclos. De hecho, la capacidad
antioxidante de los orujos de uva se ha relacionado con los niveles totales de fenoles
y EPA (De la Cerda-Carrasco y col., 2014).
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Figura 16. Capacidades antioxidantes. A) y B) en matriz completa. C y D) en
extractos

Los resultados se expresan como media (ug / g) = desviacion estandar (n = 3). Las medias con
diferentes letras mindsculas en superindice difieren significativamente entre los grupos, y las
diferentes letras mayusculas en superindice difieren significativamente entre todas las muestras
segun la prueba de Tukey (a = 0,05). MAC, orujo de la variedad Malbec; MER, el orujo de la variedad
Merlot; SYR, orujo de la variedad de Syrah.

7.5. Evaluacion in vivo de la suplementacién de la DAGF con orujo de
uva Malbec sometido a DIC

Para la evaluaciéon in vivo de las matrices modificadas por DIC, se realizo la
seleccion de las matrices caracterizadas por UPLC. El propdsito fue corroborar si la
modificacion fisicoquimica en orujo de uva Malbec generada por DIC mejor6 los

efectos beneficiosos asociados al consumo de orujo de uva.

La ganancia de peso corporal entre los grupos de control obesos (DAGF) y sanos
(Dieta estandar) fue estadisticamente significativa después de ocho semanas. El

incremento de peso corporal fue de 519 + 16 g para el grupo DAGF y 348 + 26 g
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para el grupo alimentado con la dieta estandar al final del periodo experimental. El
grupo de animales alimentados con DAGF y suplementada con orujo de uva Malbec
sin la aplicaciéon de DIC (DAGF+GP) mostr6 una disminucion del 20% de la ganancia
de peso, el grupo alimentado con la DAGF y suplementado con orujo de uva
sometido a 0.2 MPa-60 s (DAGF+DIC1) disminuy0 14% su peso corporal'y
finalmente el grupo alimentado con la DAGF y suplementado con_orujo de uva
Malbec sometido a 0.4 MPa-120 s (DAGF+DIC9) disminuy6 un 16% (Figura 17).
Segun Ryan y Yockey (2017), una disminucién del peso corporal (5-10%) se ha
asociado con la prevencién de alteraciones metabdlicas relacionadas con la
obesidad. Sin embargo, estadisticamente, la ganancia de peso de los grupos
DAGF+DIC1 y DAGF+DIC9 fue similar al grupo-DAGF. DAGF+GP fue el Unico
tratamiento cuya ganancia de peso fue estadisticamente menor en comparacién con

el grupo alimentado con DAGF durante las ultimas cuatro semanas del experimento.

El efecto de la suplementacién de orujo de uva Malbec sobre el peso corporal fue
muy similar entre todos los grupos, 10 que sugiere que los cambios de las matrices
alimentarias por DIC no fueron suficientes para generar cambios estadisticamente
importantes. Se ha reportado que la suplementacion de una dieta alta en grasas con
un extracto etandlico-acuoso y uno etanolico de compuestos fendlicos de orujo de
uva, no disminuyeron el peso corporal de ratones (Van Hul y Col., 2018). Estos
resultados demuestran que la concentracion de compuestos fendlicos no esta
directamente relacionada con el control del peso corporal. Por otro lado, el contenido
de fibra dietaria total fue diferente estadisticamente, la muestra sin la aplicacion de
DIC (GP) tenia la mayor cantidad de fibra (69%); mientras que, las muestras
sometidas a DIC (DIC1 y DIC9) tenian una menor cantidad (64 y 63 %

respectivamente) (Martinez-Meza y col., 2021).
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Figura 17. Ganancia de peso en animales alimentados con una DAGF vy
suplementada con orujo de uva Malbec sometido a DIC.

DAGF, animales alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa. DAGF+GP, animales
alimentados con una DAGF y suplementada con orujo de uva sin la aplicacion de DIC. DAGF+DIC1,
animales alimentados con una DAGF y suplementada con orujo de uva sometido a 0.2 MPa-60 s.
DAGF+DIC9, animales alimentados con DAGF y suplementada con orujo de uva sometido a 0.4
MPa-120 s.

En cuanto al peso del tejido adiposo blanco, conformado por el tejido epididimal,
retroperitoneal y mesentérico, éste fue mayor en los animales alimentados con
DAGF comparado con el tejido adiposo blanco del grupo alimentado con la dieta
estandar. En los animales alimentados con orujo de uva Malbec (con o sin DIC) se
observé una disminucion de tejido retroperitoneal y mesentérico principalmente
(Cuadro 17). La disminucion comparada con el grupo alimentado con DAGF fue del
28% en el grupo DAGF+GP, del 5% en DAGF+DIC1 y del 37% en el grupo
DAGF+DICO9.

En el grupo DAGF+DIC1, se observé un efecto menor en la disminucién del tejido
adiposo en comparacion con el grupo DAGF+GP. La aplicacion de DIC en el orujo
de uva que se utilizdé para la alimentacion del grupo DAGF+DIC1 no indujo la
despolimerizacion de proantocianidinas; s6lo se detecté una expansion de la matriz

y liberacién de antocianinas, con una concentracion mayor del 25% respecto a la
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del orujo control. Esto sugiere que las antocianinas podrian no estar relacionadas a
la disminucidén del tejido adiposo, y esto podria atribuirse a su baja biodisponibilidad
(Shivashankara y Acharya, 2010).

Diferentes autores han reportado que la disminucién en el contenido de tejido
adiposo puede estar relacionado con la inhibicién de la lipasa pancreatica inducida
por el consumo de las proantocianidinas del orujo de uva. Estas proantocianidinas
tienen la capacidad para unirse, formar complejos y precipitar proteinas, siendo este
mecanismo propuesto para la inhibicion de la lipasa pancreatica (Buchholz y Melzig,
2015). Sin embargo, en este estudio el contenido de EPA en las muestras de orujo
que se usaron para alimentar a los animales del grupo DGAF+DIC1 y DAGF DIC9
tenian 13% y 27% mas que la muestra de orujo control (DAGF+GP) y el contenido
de tejido adiposo en el grupo DAGF+GP1 fue el mayor. EI consumo de EPA fue de
2.18, 2.41y 2.74 mg/rata/dia en los grupos DAGF+GP, DAGF+DIC1 y DAGF+DIC9
respectivamente. Por lo tanto, los beneficios sobre el peso corporal del tejido
adiposo tampoco estarian relacionados al contenido de proantocianidinas.

En el caso del grupo DAGF+DIC9, la aplicacién de DIC en la muestra de orujo que
se utilizé para su suplementacién generé estructuras mas sencillas como productos
de la despolimerizacion -de las proantocianidinas (catequina y epicatequina,
unidades estructurales de proantocianidinas), las cuales se han reportado como el
componente principal del extracto de semilla de uva y responsables de suprimir el
aumento de peso y el aumento de tejido adiposo. Dicho estudio se llevé a cabo en
ratones C57BL/6J, los animales se alimentaron con una dieta alta en grasa y
suplementada con extracto de semilla de uva rico en catequina y epicatequina. El
peso de los animales alimentados con la dieta alta en grasa fue de 41.76 g; mientras
que, el peso de los animales cuya dieta se suplemento con el extracto fue de 35.95
g, muy similar a los animales alimentados con dieta estandar (33.17 g). En cuanto
al peso del tejido adiposo, fue de 4.41 g para los animales alimentados con la dieta
alta en grasa, 2.47 g para los animales que se les dio el extracto y de 2.04 g para

loa animales alimentados con la dieta estandar (Ohyama y col., 2011).
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Cuadro 17. Efecto sobre el tejido adiposo en ratas alimentadas con una DAGF y
suplementadas con orujo de uva Malbec sometida a DIC

Dieta DAGF DAGF+GP DAGF+DIC1 DAGF+DIC9
estandar
Tejido 1.51+0.07° 3.70+0.28% 3.11+0.372  3.37+0.40? 3.15+0.30?
epididimal (%)
Tejido 1.21+0.36° 4.41+0.16% 3.27+0.48° 4.27+0.29? 3.15+0.22°
retroperitoneal
(%)
Tejido 0.80+0.04¢ 2.01+0.20* 1.44+0.02> 1.91+0.132 1.26+0.10°
mesentérico
(%)
indice de 4.08+0.12° 10.74+0.80* 8.86+0.60° 9.31+0.71° 8.32+0.43°
adiposidad

Los resultados se presentan como el promedio + DE, n = 8. Valores con diferentes letras en misma
linea indican diferencia significativa (Tukey, a <0.05). GP, orujo de uva sin DIC; DIC1, orujo de uva
a 0.2 MPa-60 s; DIC9, orujo de uva a 0.4 MPa-120 s.

El extracto de orujo de uva se ha asociado con un efecto beneficioso sobre la
homeostasis de la glucosa mediante una mejor tolerancia a la glucosa y un menor
valor de resistencia a la insulina (Van Hul'y col., 2018). Los resultados de los niveles
de glucosa durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa se muestran en la Figura
18A. La glucosa en ayunas'y posprandial durante los diferentes tiempos de
muestreo fue mayor para €l grupo de obesos (DAGF) y se observaron resultados
similares entre los grupos sanos y tratados. Los grupos tratados (DAGF+GP,
DAGF+DIC1, DAGF+DIC9) mostraron valores significativamente mas bajos de AUC
y estos fueron similares a los del grupo alimentado con dieta estandar (Figura 18B),
lo cual indica que GP tratados o no tratados con DIC mejora la intolerancia a la

glucosa.

Cabe sefalar que los animales alimentados con orujo de uva control presentaron
concentraciones de glucosa en sangre similares a los grupos de animales
alimentados con DAGF y suplementados con orujo de uva tratado con DIC.
Posiblemente, las tres muestras tienen la minima concentracion de compuesto(s)

necesaria para ejercer la maxima actividad sobre la regulacién de glucosa exdgena,;
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ya que todos los valores de glucosa de los animales tratados fueron

estadisticamente similares a los del grupo control sano.
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Figura 18. Efecto de la suplementacion de una DAGF con orujo de uva Malbec
sometido a DIC en homedstasis de glucosa, A) Curva de tolerancia a la glucosa, B)
Area bajo la curva. GP, orujo de uva sin DIC; DIC1, orujo de uva a 0.2 MPa-60 s;
DIC9, orujo de uva a 0.4 MPa-120 s.

En cuanto a la determinacion de insulina, glucosa e indice HOMA-IR (Figura 19), el
grupo alimentado con DAGF mostré 6,2 veces mas valor de HOMA-IR en
comparacion con el grupo alimentado con la dieta estandar. En los animales
alimentados con DAGF y suplementados con orujo de uva con y sin DIC también se
observé una disminucion en el valor del indice HOMA-IR. Todos los grupos en
donde se suplementd la DAGF con orujo de uva con o sin la aplicaciéon de DIC,
fueron estadisticamente similares al grupo alimentado con una dieta estandar. La
mejora de la sefalizacion de la insulina se ha asociado a las proantocianidinas de
la semilla de uva a traves de la activacion de la via PI3K, al reducir la activacion de
la quinasa de serina y la sefializacion de las citocinas (Yogalakshmi y col., 2014). El
valor de HOMA-IR presentado por todos los grupos tratados con orujo fue
estadisticamente similar al sano. Por lo tanto, la concentracion de proantocianidinas
en el orujo control (454 mg EPA/g), que es el que contiene menos de estos

compuestos, podria ser la necesaria para su maxima eficacia.
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También se ha reportado que el orujo de uva y un extracto obtenido de este mejoran
la resistencia a insulina en ratas alimentadas con dieta alta en grasa y fructosa y
este efecto lo relacionaron con el contenido de catequina, epicatequina y quercetina
(Rodriguez-Lanzi y col., 2016). Las muestras DIC1 y DIC9, que se utilizaron para la
suplementaciéon de la DGAF tenian una mayor cantidad de catequina, epicatequina

y quercetina, hasta 2.5, 2.3 y 2.0 veces mas comparado con el orujo de uva control.
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Figura 19. Efecto de la suplementacion de una DAGF con orujo de uva Malbec
sometido a DIC en A) Glucosa plasmatica, B) insulina y C) HOMA-IR. GP, orujo de
uva sin DIC; DIC1, orujo de uva a 0.2 MPa-60 s; DIC9, orujo de uva a 0.4 MPa-120
S.

Adicionalmente se ha sugerido que la proteccion de orujo de uva para el desarrollo
de diabetes podria estar relacionada con el contenido de fibra dietaria y no con los
compuestos fendlicos, los cuales no presentaron diferencias en suero respecto a
individuos que no consumieron orujo (Cuadro 18). Esta fibra podria tener la funcion
de atrapar la glucosa en el intestino o generar acidos grasos de cadena corta,
asociados a una disminucion de glucosa (Gil-Sanchez y col., 2018). En este estudio
el consumo de fibra dietaria total fue de 319 mg/rata/dia en el grupo DAGF+GP, 304
mg/rata/dia en el grupo DAGF+DICL1 y de 295 mg/rata/dia en el grupo DAGF+DIC9

y esto podria explicar la similitud del efecto observado en los valores de HOMA-IR.
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Finalmente, en cuanto a esteatosis hepatica, que es la acumulacion de triglicéridos
en el higado, se reconoce como una complicacion comun asociada con la obesidad.
La Figura 20A muestra el analisis histolégico de animales alimentados con DAGF,
DAGF suplementada con orujo de uva con y sin DIC, y animales alimentados con
una dieta estandar. De acuerdo con las imagenes de histologia, el grupo alimentado
con DAGF muestra una mayor presencia de vacuolas lipidicas en comparacion con
el grupo alimentado con la dieta estandar. El analisis morfolégico del tejido hepatico
también indicé que la suplementacion de DAGF con DIC9 disminuyd notablemente
la acumulacion de lipidos, mostrada por la disminucion de las gotas lipidicas en
comparacion con el grupo alimentado con DAGF. La cuantificacion de los
triglicéridos hepéticos se muestra en la Figura 20B. Los resultados mostraron que
en el grupo DAGF+DIC9 la acumulacion de triglicéridos hepéticos fue 54% menor

comparado con el grupo alimentado con la DAGF.
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Figura 20. Efecto de la suplementacion de una DAGF con orujo de uva Malbec
sometido a DIC en acumulacion de triglicéridos en higado. A) Histologia, B)
cuantificacion de triglicéridos en higado. GP, orujo de uva sin DIC; DIC1, orujo de
uva a 0.2 MPa-60 s; DIC9, orujo de uva a 0.4 MPa-120 s.

Se ha reportado que el beneficio de proteccibn de esteatosis hepatica esta
relacionado a su contenido de flavonoides, principalmente catequina, epicatequina
y epigalocatequina. Los flavonoides reportados por Martinez-Meza y col. (2021)
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fueron mas elevados en las muestras de orujo de uva DIC1 y DIC9 comparado con
la muestra que no se sometié a DIC, pero los dos primeros mostraron un perfil muy
similar; sin embargo, los animales alimentados con DAGF y suplementada con DIC
9 mostro la mayor proteccion hepética.

Se ha reportado que los principales compuestos detectados en plasma después del
consumo de orujo de uva son los acidos fendlicos, estos ademas han sido asociados
con una capacidad antioxidante plasmatica elevada y con una alta prevencion de la
peroxidacion lipidica y la biodisponibilidad de 6xido nitrico en ratas (Gerardi y col.,
2020). Se realizo la cuantificacion de compuestos fendlicos totales y la capacidad
antioxidante en heces y suero (Cuadro 18). Esta es una forma indirecta de medir la
absorcién de los compuestos de la dieta. En ambas muestras biolégicas (heces y
suero) de los grupos sanos y obesos, no se observo diferencia estadistica en CFT
(compuestos fendlicos totales) y actividad antioxidante (ABTS). Respecto a los
grupos tratados, las muestras de heces de los animales alimentados dietas
suplementadas con orujo de uva sometido o no con DIC produjo un aumento del
contenido de CFT y de la actividad antioxidante. Los grupos DAGF+DIC1 y
DAGF+DIC9 mostraron los mayores valores sin diferencias estadisticas entre ellos.
En las muestras de suero, DAGF+DIC9 fue el tnico grupo con mayor contenido de
compuestos fendlicos totales (16%), respecto al grupo obeso.

Los cambios en la capacidad antioxidante proporcionan informacion sobre la
biodisponibilidad de todos los antioxidantes presentes en la matriz alimentaria.
Segun  Pérez-Jiménez y col. (2009), las proantocianidinas asociadas con la
estructura de la matriz (NEPA) tienen una menor biodisponibilidad, pero estan
relacionadas con el aumento de la capacidad antioxidante en el plasma, dicho efecto
es atribuido, a una mayor generacion de metabolitos en el colon, los cuales se
absorben y producen este beneficio. De acuerdo con los resultados, en los animales
alimentados con DAGF y suplementada con orujo de uva sometido a DIC (DIC9) se
mostré un valor alto de compuestos fendlicos totales y ABTS, por lo que la formacién

de estructuras mas simples debido a la despolimerizacion de proantocianidinas y
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degradacion de antocianinas por DIC podria estar relacionada con este efecto. La
muestra de orujo de uva que se utilizé para la alimentacion del grupo DAGF+GP,
tiene principalmente proantocianidinas asociadas a la matriz en comparacion con la
muestra de DIC9, y la capacidad antioxidante reportada (Cuadro 18) fue menor que

los grupos de tratamiento.

Asimismo, el grado de polimerizacion de las proantocianidinas parece ser un factor
importante en su despolimerizacion. De acuerdo con Rzeppay col.(2012), a mayor
DP, menor cantidad de dimeros y trimeros de proantocianidinas se encuentran en
la orina de cerdos alimentados con extractos de proantocianidinas. En este estudio,
la muestra de orujo de uva tratada a 0.4 MPa y 120 s (DIC9) las proantocianidinas
tenian un grado de polimerizacién de 1.89 (menor que lo reportado en orujo de uva
sin DIC de 2.43 y que lo reportado para la muestra DIC1 de 2.30) y por lo tanto
podria estar relacionado con una mayor absorcion de compuestos fendlicos mas
simples.

Cuadro 18. Concentracion de fenoles totales en subproducto de mango sometido a
la descompresion instantanea controlada

Dieta DAGF DAGF+GP DAGF+DIC1 | DAGF+DIC9
estandar

Heces

CFT! 6.50 + 0.80¢ | 6.08 +1.13¢ 8.52 + 0.46° 9.59 + 0.602 9.33 + 0.342

ABTS3 25.27 ¥2.91¢ | 25.20 £ 1.52¢ 30.38 + 5.51° 40.61 +1.822 40.22 £ 2.612

Suero

CFT? 51.91+7.70° | 56.78 + 4.50%® | 54.76 + 6.682 | 58.15 + 4.702° 66.24 + 7.752

ABTS3 31.26 + 4.41°¢ | 32.65 + 5.36" | 40.82 + 3.252 40.14 +1.73% 43.27 £ 2.562

Los resultados se presentan como el promedio de ocho determinaciones independientes + EE.
Valores con diferentes letras en misma linea indican diferencia significativa (Tukey, a <0.05). 1GAE
mg/ 100 g, 2GAE mg/ mL, 3 mmol TE / mL. CFT, compuestos fendlicos totales; GP, orujo de uva sin
DIC; DIC1, orujo de uva a 0.2 MPa-60 s; DIC9, orujo de uva a 0.4 MPa-120 s

En resumen, los cambios en la capacidad antioxidante y el contenido de CFT en las
muestras, principalmente en los animales alimentados con DAGF y suplementados
con orujo de uva sometido a 0.4 MPa-120 s (DAGF+DIC9), no se asociaron con una

mejora en los beneficios a la salud, observandose solamente una ligera mayor
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proteccion en esteatosis hepdtica, lo que supone que el efecto de DIC en los

compuestos bioactivos de orujo de uva no fueron significativos a nivel biologico.
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VIIl.  CONCLUSIONES
La aplicacion de DIC en el subproducto de mango no generd cambios relevantes en
la liberacion de sus compuestos, lo que podria estar relacionado con la estructura

de carbohidratos de la pared celular.

La DIC en orujo de uva favorece la formacion de compuestos fendlicos con
estructuras mas sencillas, por medio de la degradacion de antocianinas o bien la
hidrélisis de estructuras complejas como las proantocianidinas. Esta tecnologia
también tiene un efecto en los carbohidratos de la matriz ya que se presenta una
expansion de esta, asociada a una disminucién de fibra insoluble e incremento de
la fibra soluble y azucares simples, sugiriendo una degradacion de estas

macromoléculas, principalmente en orujo de uva.

El orujo de uva mostrd efectos beneficiosos sobre la ganancia de peso, mejoro la
intolerancia a la glucosa y resistencia a insulina, asi como la acumulacién de
triglicéridos en higado en un estudio en un modelo animal de obesidad. La
aplicacion de DIC, aunque dio lugar un mayor contenido de compuestos fendélicos y
capacidad antioxidante en plasma de los animales tratados, no potencié dichos
beneficios. Por lo tanto, los cambios en la liberacion de compuestos fendlicos y la
hidrolisis parcial de -polimeros de flavan-3-oles, asi como, la degradacion de
antocianinas no-fue significativos para potenciar estos efectos biolégicos. Esto
parece indicar que los beneficios del orujo de uva podrian estar relacionados con
los compuestos fendlicos, pero también la fibra dietaria, componente mayoritario,

podria tener un efecto en el control de la obesidad y sus complicaciones.

El' orujo de uva es una alternativa econdmica con beneficios importantes relacionada
con enfermedades metabdlicas, principalmente, la prevencion de la resistencia a

insulina, y la aplicacion de DIC no potencia sus beneficios.
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